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l. INTRODUCCIÓN 

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de gran importancia económica en 

diversos países del mundo, como Costa de Marfil, Ghana, Camerún, Indonesia, 

Colombia, Venezuela, Perú, Ecuador entre otros. Siendo Costa de Marfil el principal 

productor mundial con 1 320 000 toneladas, en América el mayor productor es Brasil 

con 163 000 toneladas (ICCO 2005). En el Perú desde el 2001 la producción de 

cacao ha ido evolucionando, logrando así un crecimiento del 37 %, existen 60 320 

hectáreas cultivadas y el 80% se concentra en las regiones de Cusco, San Martín, 

Ayacucho, y Junín, con una producción promedio de 555 Kg/ha (APPCACAO, 2009). 

La producción cacaotera mundial se ha visto seriamente afectada por enfermedades 

fungosas. En América las más importantes son la Moniliasis (Moniliophthora roren), 

la Escoba de bruja (Moníliophthora perniciosa) y la Pudrición parda (Phytophthora 

palmivora). (Bowers et al., 2001; Bailey et al., 2008). La muerte repentina o muerte 

súbita causada por Verticillium dahliae es otra enfermedad importante en cacao, es 

agente causal de la marchitez vascular de muchas hortalizas, ornamentales y 

cultivos de campo (Tsror et al., 2001). La disminución del rendimiento causada por 

Verticillium dahliae son frecuentes en las zonas productoras de cacao en todo el 

mundo (Almeida et al., 1993). En general, la muerte súbita es una enfermedad difícil 

de controlar, debido a muchos factores como la capacidad del patógeno de 

sobrevivir prolongadamente en el suelo en forma de microesclerosios, la amplia 

gama de plantas susceptibles a este y la ineficacia de los tratamientos químicos para 

combatir al hongo, debido a la inaccesibilidad por su ubicación en el xilema. Algunos 

tratamientos químicos al suelo con mezcla de Bromuro de metilo y Cloropicrina 
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(Actualmente fuera del mercado), han resultado eficaces aunque presentan 

limitaciones por su costo, dificultad de aplicación, toxicidad y perjuicio 

medioambiental (Tjamos y Jiménez, 1998). 

Desde la perspectiva moderna para una agricultura sostenible, una de las medidas 

de control es el biológico, como una alternativa de solución al uso excesivo de 

pesticidas y reducir la contaminación ambiental. Entre dichas estrategias de control 

está el uso de antagonistas con potencial de ser agentes de control biológico (Berg 

et al., 1994; Fravel et al., 1986). Entre ellos se encuentran organismos endófitos, que 

han recibido una creciente atención por su capacidad simbiótica con diferentes 

plantas (Salgado et al., 2005). El cacao presenta una compleja comunidad 

microbiana de endófitos que prometen ser candidatos para el biocontrol de 

enfermedades del cacao (Bailey, 2008). Y uno de estos organismos endófitos es el 

hongo Trichoderma sp; es un eficiente controlador biológico que está siendo usado 

ampliamente en la agricultura como agente de biocontrol debido a su capacidad de 

colonizar sustratos rápidamente, inducir resistencia sistémica adquirida en plantas, 

promover el crecimiento vegetal y poseer actividad antagonista contra un amplio 

rango de hongos patógenos (Tovar, 2008). 

El control de Verticillium dahliae en el cultivo de cacao Theobroma cacao con 

aislamientos de Trichoderma spp endófito, contribuirá al desarrollo de la 

investigación y a optar por un manejo sostenible, bajo un ecosistema no 

contaminado y equilibrado. , 
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11. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general: 

• Determinar el efecto de aislamientos de Trichoderma endófito en el 

control de Verticillium dahliae L., patógeno de Theobroma cacao. 

3.2. Objetivos específicos: 

• Determinar la capacidad antagónica in vitro de aislamientos de 

Trichoderma endófito sobre Verticil/íum dahliae. 

• Determinar el efecto de aislamientos de Tríchoderma endófito en el 

control de Verticillíum dahliae L., patógeno de Theobroma cacao a nivel 

de invernadero. 
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111. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Generalidades sobre el cacao 

3.1.1 Origen y Distribución 

Estudios más recientes confirman que la región alta del Amazonas, una zona 

que comprende territorios de Perú, Colombia y Ecuador es el lugar donde se 

encuentra la mayor diversidad genética del cacao, por lo tanto se considera 

su centro de origen (Lanuad et al., 2000). 

La dispersión por diversos lugares ha sido originada por influencia del hombre 

y animales, generando cruzamientos o híbridos espontáneos; así como 

posibles mutaciones que han creado numerosos fenotipos de cacao 

comercial, que hoy se cultivan (CNCH, 1988). 

Esta especie se encuentra actualmente distribuida a lo largo de las regiones 

lluviosas de los trópicos, desde los 20º de latitud norte hasta los 20º de latitud 

sur, es decir desde México, hasta el sur de la Amazonia en Brasil y Bolivia 

(ICCO, 2003). 

3.1.2 Importancia Socio-Económica del Cacao 

El cacao es un cultivo fundamental dentro de la producción, de la región de 

San Martín y constituye, por los niveles de calidad que alcanzó, un producto 

de mucha importancia en la economía regional, apostando por la 

competitividad y sostenibilidad de la cadena productiva de este grano y sus 

derivados. Con más de 30 mil hectáreas de cacao que involucra más de 9 mil 
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productores dedicados a este cultivo, que cuentan en promedio entre dos y 

cuatro hectáreas, lo que no los convierte en grandes productores, pero sí en 

ofertantes de un alimento de calidad; convierte al cacao como el producto 

más importante de exportación para nuestra región. San Martín es la región 

con mayor exportación de grano de cacao del Perú, de donde proviene cerca 

del 23 % del total exportado, lo que representa un monto de 80 millones de 

dólares (Herrera, 2011). 

3.1.3 Biología y Botánica del Cacao 

El cacao Theobroma cacao es una planta tropical perteneciente a la familia 

Malvaceae, es una especie halogama, diploide (n=20) y de ciclo vegetativo 

perenne (Cope, 1976). 

El árbol del cacao, es de crecimiento vertical y continuo, su brotación es 

discontinua, así como su floración Puede alcanzar alturas de hasta 20 m 

cuando tiene condiciones óptimas de crecimiento, la raíz principal es 

pivotante, con hojas simples, enteras y de colores variables que van desde 

morado hasta verde pálido, con pecíolo corto (Hardy, 1961). Las flores son 

pequeñas, hermafroditas y pentámeras con cinco lóculos donde hay de 6 a 12 

óvulos, las flores al igual que los frutos se producen en racimos pequeños, 

sobre el tejido maduro del tronco y de las ramas (Mejía y Arguello, 2000). La 

polinización natural es esencialmente entomófila, principalmente llevada a 

cabo por individuos del género Forcipomya. (Cope, 1976). Los frutos maduran 

entre 5 y 6 meses después de la polinización, posee un mesocarpio de 
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contextura lisa o arrugada que se divide en cinco carpelos interiormente, el 

fruto es de tamaño y forma muy variable, tienen diversos colores al madurar 

(rojo, amarillo, morado y café); contienen entre 20 y 40 semillas, estas 

semillas son cotiledonares cubierta de una pulpa mucilaginosa de color 

blanco, los cotiledones pueden ser de blanco a violeta (Mejía y Arguello, 

2000). 

3.1.4 Descripción de la Planta 

El cacao es un árbol que presenta un marcado dimorfismo de ramas. En una 

planta que proviene de semilla hay un solo eje vertical, que al alcanza de 1 a 

1,5 m de altura detiene el crecimiento apical y emite en la parte superior de 3 

a 5 ramas laterales. Estas brotan de yemas tan juntas que parecieran que 

salieran del mismo plano y forman una horqueta, cuando en realidad son 

nudos distintos, cuyo nivel de separación es muy corta. Para continuar el 

crecimiento vertical brota de bajo de la horqueta una yema, rara vez dos o 

tres, que se desarrollan en otro tallo ortotrópico a cuyo extremo se detiene de 

nuevo el crecimiento apical; se forma así otro piso y continua así el proceso 

(León, 2000). 
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3.1.5 Taxonomía 

La clasificación taxonómica es la siguiente: (Motamayor, 2001 ). 

Reino 

Subreino 

División 

Clase 

3.1.6 Propagación 

Subclase 

Orden 

Familia 

Subfamilia 

Género 

Especie 

: Plantae 

: Tracheobionta 

: Ansgiospermas 

: Dicotiledóneas 

: Dilleniidae 

: Malvales 

: Sterculiaceae 

: Byttnerioideae 

: Theobroma 

: cacao 

El cultivo de cacao se puede propagar en forma sexual (por semilla botánica) 

y en forma asexual (estacas, acodos e injertos). 

Cuando el cultivo se va a propagar por semilla, es necesario conocer el 

biotipo y las principales características de las plantas productoras de semillas 

para que reciban un adecuado tratamiento con la finalidad que estas puedan 

crecer bien conformadas, uniformes y con alta producción (MINAG, 2004). 

3.1.7 Requerimientos Ambientales 

Es una planta que prospera bien bajo sombra; sin embargo necesita 

condiciones especiales de luminosidad, temperatura y provisión de agua 

(Arévalo et al., 2004). Los factores climáticos más importantes para el 

desarrollo del cacao son la temperatura y la lluvia, y le siguen en importancia 
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el viento, la luz, la radiación solar y la humedad relativa (Enríquez, 1987). El 

cacao se desarrolla bajo temperaturas medias anuales de 21 ºC (Sánchez y 

Dubón, 1994); la temperatura es un factor de mucha importancia debido a su 

relación con el desarrollo, floración y fructificación del cultivo de cacao, 

también controla la actividad de las raíces y de los brotes de la planta. 

(PROAMAZONIA, 2004). Los rangos óptimos de agua oscilan entre 1500 y 

2500 mm en las zonas bajas cálidas y entre 1200 y 1500 mm en las zonas 

frescas o los valles altos (Sánchez y Dubón, 1994). Requiere suelos ricos en 

materia orgánica, profundos, franco arcillosos, con buen drenaje, topografía 

regular y con pH que oscilan entre 4 y 7 (FUNDACITE, 1998). 

3.2 Enfermedades del Cacao 

La pudrición parda (causado por Phytophthora spp.), moniliasis 

(Moniliophthora roren) y escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa), son los 

principales patógenos del cacao, capaces de causar pérdidas completas de 

rendimiento, con una reducción anual en la producción de cacao estimada en 

más de 700 000 toneladas de almendras, correspondiendo a mas de 700 

millones de dólares US (Bowers et al., 2001; Bailey et al., 2008). En la 

amazonia, la escoba de bruja puede causar entre 50 a 90% de pérdidas en 

mazorcas y cerca de 30% de la producción mundial de cacao se pierde 

gracias a la mancha parda (Johnston, 1997). 

Existen otras enfermedades en el cultivo que causan pérdidas indirectas 

como es el "Mal de Machete" causado por Ceratocystis fimbriata, "Las Bubas" 
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causado por Calonectria rigidiscula (Brandeau, 1970) y "Pie Negro" (Rosellinia 

spp) (Hernández et al., 1990); cuyos daños y síntomas se pueden observar en 

hojas y flores. La muerte repentina o muerte súbita es otra enfermedad de 

cacao que podría ser de importancia económica debido a su difícil control, 

causado por el hongo Verticillium dahliae, puede convertirse en una de las 

enfermedades de mayor importancia en las zonas cacaoteras (Delgado, 

1991 ). 

3.3 Muerte Súbita en Cacao 

También conocida como muerte repentina o verticilosis, cuyo agente causal 

es Verticillium dahliae (Kleb.), patógeno de la marchitez vascular de muchas 

hortalizas, plantas ornamentales y cultivos de campo (Tsror et al., 2001). 

La presencia de esta enfermedad es frecuente en las zonas productoras de 

cacao de todo el mundo; la aparición de los síntomas como el estrés hídrico, 

necrosis, epinastia y la caída de las hojas, provocan pérdidas que disminuyen 

el rendimiento del cultivo (Almeida et al., 1993). La enfermedad se encuentra 

distribuida en una diversidad de suelos y climas, desde el nivel del mar hasta 

los 4 000 m.s.n.m.m. La incidencia en algunos casos llega hasta un 60% y en 

otros hasta un 70%. Además, la enfermedad ocasiona pérdidas en los 

rendimientos entre 25 y 46% (Torres y Gutierrez, 1981). 

Verticillium dahliae produce estructuras resistentes llamados 

microesclerocios, estos sobreviven durante muchos años. Así, el control a 
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menudo es costoso, con un complejo manejo integrado, incluyendo las 

prácticas de esterilización, el uso de productos químicos y cultivares 

resistentes (Fradin y Thomma, 2006). 

3.3.1 Morfología del Patógeno 

Verticillium pertenece a las clases de hongo, Deuteromycetes (Hongos 

Imperfectos), un grupo de hongos que no tienen una fase sexual conocido. El 

micelio vegetativo es hialinos, septados, y multinucleadas. Los núcleos son 

haploides. Las conidias son ovoides o elipsoides y por lo general con una sola 

célula. Ellos nacen en fiálides, que son las hifas especializadas producido en 

una espiral alrededor de cada conidióforo. Cada fialide lleva una masa de 

conidias. Las fiálides se posicionan en el conidióforo en "verticiladas", por ello 

el nombre de Verticillium (Berlanger y Powelson, 2000). 

I~ G /~ .. 
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Figura 1. Masas de conidias de Verticillium que nacen de fiálides, producidos en espiral 
alrededor de cada conidióforo. 
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3.3.2 Taxonomía 

Ubicación taxonómica de Verticillium dahliae (Kleb. ), es la siguiente (Blanco et 

al., 1984). 

Phylum: Deuteromycota 

Clase: Deuteromycetes 

Orden: Hypocreales 

Familia: Monilaceae 

Género: Verticillium 

Especie: dahliae 

3.3.3 Signos 

Son pequeñas estructuras de reposo o de resistencia, de color negras, con 

paredes gruesas, llamadas también microesclerocios, se forman en el tejido 

muerto o en el tejido vivo y con frecuencia son visibles con una lupa de mano. 

En la mayoría de los hospedantes los microescierocios se forman en los 

tejidos senescentes, pero son evidentes también en tejido vivo de algunas de 

plantas (Berlanger y Powelson, 2000). 

Figura 2. Microesclerocios de Vertícíllium dahlíae en un tejido infectada 
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3.3.4 Síntomas 

Los síntomas varían un poco entre los hospedantes, sin embargo, la 

prematura clorosis foliar y necrosis, por la obstrucción vascular de los tallos y 

raíces, son características de todos los hospedantes (Berlanger y Powelson, 

2000). 

En las especies leñosas perennes inicialmente se observa un amarillamiento 

en las hojas más jóvenes, luego una necrosis en los brotes que invade toda la 

hoja y adquiere una coloración marrón intensa, las hojas necrosadas se 

vuelven frágiles y caen, dando una apariencia de muerte descendente, se 

puede observar una quemazón de los brotes tiernos y necrosis de ramas en 

toda la planta; así mismo, se hace evidente una flacidez y amarillamiento de 

las ramas afectadas, hasta que sobreviene la muerte de las mismas; 

posteriormente, la corteza se vuelve fibrosa y se separa con facilidad de la 

madera (Rumbos, 2005). 

Los síntomas pueden aparecer afectando algunas ramas de la planta y no a 

otras, o en caso de árboles jóvenes, provocando la muerte completa del árbol. 

El desarrollo de los síntomas puede ser en determinados casos muy severo. 

Los síntomas de la Verticilosis suele manifestarse con más severidad en 

plantaciones jóvenes (de 3-4 años), aunque este hecho depende 

marcadamente de la cantidad de hongo en el suelo, de su virulencia (aislados 

defoliantes altamente virulentos o no defoliantes moderadamente virulentos) 
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de la susceptibilidad del cultivar plantado y del manejo de la plantación 

(Blanco y Jiménez, 1995). 

3.3.5 Ciclo de la Enfermedad 

Verticillium dahliae, es un hongo del suelo que produce estructuras 

multicelulares microscópicas denominadas microesclerocios, el hongo se 

puede encontrar en el suelo en forma de micelio y conidios o en forma de 

microesclerocios; también puede tener un desarrollo saprofito de escasa 

importancia, la principal forma de supervivencia del hongo en el suelo es 

como microesclerocios (Blanco y Jiménez, 1995). 

Los exudados radiculares del cacao u otros huéspedes y también de plantas 

inmunes a la infección, como algunas monocotiledóneas, estimulan la 

germinación de los microesclerocios, las hifas ingresan a través de las heridas 

causadas por insectos, nematodos o prácticas culturales. El hongo avanza 

inter e intracelularmente a través de la epidermis alcanzando el xilema, sin . 

causar daños aparentes en el sistema radicular; en el xilema se produce 

crecimiento micelial y formación de conidias que son transportados con la 

savia ascendente y forman nuevas colonias del hongo, avanzando este a lo 

largo del tallo y peciolos. Cuando los síntomas son severos se forman nuevos 

microesclerocios, primero en el xilema y después en el resto de los tejidos. Al 

defoliarse las plantas enfermas y descomponerse las hojas caídas en el suelo 

quedan libres los microesclerocios para reiniciar ciclos de infección (Jiménez 

y Montes, 1974). 
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Figura 3. Ciclo de la enfermedad muerte súbita causada por Verticillium dahliae 

3.3.6 Medidas de Control 

El control de la muerte súbita o la marchitez causada por Verticillium dahliae, 

no es fácil debido a las características específicas del patógeno y su ciclo de 

patogénesis; es una enfermedad difícil de combatir debiéndose aplicar una 

estrategia de lucha integrada, básicamente preventiva (Blanco y Jiménez, 

1995). 

Actualmente la medida más eficaz es la prevención, porque la transmisión del 

hongo es mediante los restos de poda y hojas de árboles infectados, por 

arrastre de tierra, por el agua de riego. Las condiciones que lo hacen 
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extremadamente difícil de controlar son la elevada supervivencia de los 

esclerocios y su ubicación en el árbol (xilema), difícil de tratar químicamente. 

El uso de los químicos, muestra también desventajas debido a sus altos 

costos y a los efectos que pueda ocasionar en el ambiente. Las estrategias de 

control biológicas, son una nueva alternativa; pero que requieren un poco más 

de investigación. La resistencia genética, que tiene como finalidad la 

renovación del material genético, incorporando características deseables 

como: la tolerancia a enfermedad, rendimiento, calidad y producción (Wessel 

y Gerritsma, 1994). 

3.4 Control Biológico 

El control biológico (CB), se define como cualquier condición o practica por 

medio de la cual la sobrevivencia o actividad de un patógeno se reduce 

atreves de la mediación de cualquier otro organismo, excepto el hombre, con 

disminución de la incidencia de la enfermedad (Garrett, 1965). Entre los 

antagonistas estudiados con patógenos del suelo, de enfermedades como 

secadera, pudrición de raíz y de la corona, así como marchitez vascular, 

muerte súbita o verticilosis, con sus respectivos agentes causales, se ha 

evaluado con éxito a: Trichoderma, Gliocladium, Penicillium, Pseudomonas, 

Bacillus, Pythium, Laetisaria, Sporidesmiun, Coniohryium, y Talaromyces 

(Nelson, 1991). 
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3.4.1 Hongos Endófitos 

Los hongos endófitos son organismos que viven en asociación con plantas en 

mayor parte o en todo su ciclo de vida, y se encuentran en las hojas y los 

tallos de muchas plantas, con relación simbiótica, que no producen síntomas 

de enfermedad en la planta, aunque algunas veces pueden presentar un 

grado de patogenicidad leve, estando relacionados taxonómicamente con los 

hongos fitopatógenos (Carroll, 1988). Viven en los espacios intercelulares y, 

algunas veces, intracelularmente en hojas, tallos y flores, absorbiendo 

nutrientes de la planta; en algunos casos, confieren beneficios a la planta que 

pueden resultar mutuos: utilizan los nutrientes que sintetiza la planta y ésta se 

beneficia de los metabolitos bioactivos que ellos producen (Bacon y Hinton, 

1997). 

3.4.2 Estudios Realizados de Hongos Endófitos en el Cultivo de Cacao 

Estos son hongos filamentosos inherentes a las plantas que les sirven de 

hospedero con las cuales establecen una asociación específica que genera 

mutuos beneficios. Existen un sin número de especies vegetales de 

importancia económica que interactúan con especies de hongos 

caracterizados como endófitos, entre ellas se pueden resaltar la interacción 

del cacao (Theobroma cacao) con los hongos Heisteria concinna y Ouratea 

lucens (Arnold et al., 2003); recientemente se aislaron la misma planta más de 

800 hongos endófitos con alto potencial biocontrolador (Crozier et al., 2006). 

Otro ejemplo es el hongo Guignardia citricarpa encontrado en varias especies 

de cítricos (Glienke-Blanco et al., 2002). 
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En la Isla de Barro Colorado en Panamá, se estudió la colonización por 

endófitos de acuerdo al hábitat y a la edad de las hojas de Theobroma cacao 

(Malvaceae), resultando sin diferencia significativa la incidencia de endófitos 

de acuerdo al hábitat, pero con mayor frecuencia de estos en hojas maduras 

(Arnold y Herre, 2003). Así mismo, se logró aislar una alta diversidad de 

endófitos como Colletotrichum sp, Fusarium sp y Xylaria sp, a partir de tejidos 

de hojas (Arnold et al., 2003). 

El estudio más impactante en especies tropicales es el de Arnold et al., 

(2003), donde se detectó un antagonismo entre hongos endófitos naturales y 

agentes patógenos del cacao. 

Existen reportes, donde indican que, aislamientos de hongos endófitos de 

Trichoderma spp, fueron aislados de frutos y corteza de plantas de especies 

de Theobroma, 15 cepas de Trichoderrna, representado por siete especies 

potenciales, fueron seleccionados para la caracterización de la influencia de la 

inoculación de Trichoderma endófito en el crecimiento y establecimiento del 

hongo en plantas de cacao; así mismo, estudios realizados in vitro, indican 

que los aislamientos de Trichoderma evaluados en la producción metabolitos 

inhibitorios para M. roreri mostraron diferencias, así como también su 

habilidad para parasitar cultivos de M. roreri (Bailey, 2008). 
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3.5 Aspectos Generales de Trichoderma 

Las especies de Trichoderma se encuentran presentes en todas las latitudes, 

desde las zonas polares hasta la ecuatorial. Esta distribución tan amplia y su 

plasticidad ecológica están estrechamente relacionadas con la alta capacidad 

enzimática que poseen para degradar sustratos, un metabolismo versátil y 

resistencia a inhibidores microbianos. Este género es un excelente modelo 

para ser estudiado debido a su fácil aislamiento y cultivo, rápido desarrollo en 

varios sustratos y por su condición de controlador biológico de una amplia 

gama de fitopatógenos (Fernández, 2001 ). 

3.5.1 Clasificación Taxonómica 

La clasificación taxonómica del género Trichoderma es la siguiente 

(Papavizas, 1985). 

Súper Reino 

Reino 

Filum 

Subfilum 

Clase 

Subclase 

Orden 

Familia 

Género 

: Eucariota 

: Fungi 

: Ascomycota 

: Pezizomycotina 

: Sordariomycetes 

: Hypocreomycetidae 

: Hypocreales 

: Hypocreaceae 

: Trichoderma 
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3.5.2 Trichoderma spp en el Control Biológico 

T. harzianum y T. virens son especie más reportadas en control biológico de 

fitopatogemos del suelo, son efectivas contra R. solani, Colletotrichum spp., S. 

sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, F. oxysporum, Phytophthora parasítica, P. 

ultimum, Verticillium spp. y Theloviopsis spp, entre otros (Nelson, 1991; 

Samuels, 1996). El hongo Trichoderma se utilizó con éxito contra hongos que 

' 
causan enfermedades en tomate, tabaco, chile; además es compatible con 

biofertilizantes, bioestimulantes y plaguicidas (Stefanova, 1997). En viveros 

comerciales se aplica a plántulas de pepino y chile incorporándolo al sustrato 

y reduce los problemas por estrés hídrico un 67% al trasplante y mejora la 

calidad de la planta (lnbar et al., 1994). Así mismo se reportó que 

aislamientos del género Trichoderma son considerados como agente 

potencial de control biológico de M. perniciosa; (Michel-Aceves et al., 2001; 

Samuels, 2004). Además, el género Trichoderma ha sido estudiado por 

muchos investigadores por su eficacia en el biocontrol de hongos patógenos 

de plantas (Beagle y Papavizas, 1985). Existen reportes donde indican que T. 

harzianum, T. virens, y T, theobromicola, tienen la mayor capacidad 

biocontroladora in vitro sobre M. perniciosa (Rivas y Pavone, 2010). 

3.6 Mecanismos de Acción de Trichoderma 

En la acción biocontroladora de Trichoderma se han descrito diferentes 

mecanismos de acción que regulan el desarrollo de los hongos fitopatógenos. 

Entre estos, los principales son la competencia por espacio y nutrientes, el 

micoparasitismo y la antibiosis, los que tienen una acción directa frente al 
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hongo fitopatógeno, (Lorenzo, 2001 ). Otro mecanismos de acción, reportado 

es la inducción de resistencia en plantas, ya que estimula lo mecanismos 

naturales de defensa de las plantas como la de mejorar la producción de 

hormonas, peroxidasas y compuestos fenólicos, entre otros (Stefanova y 

Sandoval, 1995). 

3.6.1 Por Competencia 

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. 

Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las características del 

biocontrolador como velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por 

factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros 

(Ahmad y Baker, 1987). 

La presencia de forma natural de Trichoderma en diferentes suelos, se 

considera una evidencia de la habilidad como excelente competidor por 

espacio y recursos nutricionales, aunque la competencia depende de la 

especie (Samuels, 1996). De tal forma que la causa más común de la muerte 

de un microorganismo es por inanición (Garet, 1965), muchos 

microorganismos requieren de nutrientes exógenos para germinar, penetrar e 

infectar el tejido del hospedero (Baker y Griffin, 1995). Principalmente de 

carbono, nitrógeno y hierro (lnbar y Chet, 1997). La alta velocidad de 

crecimiento, abundante esporulación y la amplia gama de sustratos sobre los 

que puede crecer, debido a la riqueza de enzimas que posee, hacen que sea 

muy eficiente como saprófito y aún más como agente de control biológico 
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(Hjeljord et al., 1998; Pérez, 2004). En este sentido, Silvan et al., (1987) 

encontraron que T. harzianum (T-35) controlaba a Fusarium spp; en vario 

cultivos, pudiendo operar vía competencia de nutrientes en la colonización de 

la rizosfera, así como por Carbono, Nitrógeno y Espacio. 

3.6.2 Por Micoparasitismo 

El micoparasitismo se define como la relación que un organismo establece 

con un hongo huésped de manera que se beneficia del mismo, normalmente 

obteniendo nutrientes, sin aportarle nada a cambio y, en ocasiones, causando 

su muerte. Cuando ocurre esto último se habla de micoparasitismo 

necrotrófico, para diferenciarlo del biotrófico, en el que se mantiene una 

relación con células vivas durante largos periodos de tiempo (Melgarejo y 

Sagasta, 1989; Lorito, 1990; Díaz, 1994; Ulloa, 1996). 

En resumen el micoparasitismo implica principalmente, el reconocimiento del 

hospedante, la secreción de enzimas en la lisis de la pared celular, la 

secreción de metabolitos secundarios, la formación de las estructuras de 

penetración, y la lisis del hongo huésped (Bruce et al., 1995). 

Los eventos que conllevan al micoparasitismo son complejos y tienen lugar de 

una manera secuencial. En primer lugar, Trichoderma localiza al patógeno y 

comienza a crecer por tropismo hacia él (Lu et al., 2004; Woo et al., 2006). 

Esta detección a distancia se debe, al menos parcialmente, a un gradiente 

químico generado por una secreción secuencial de enzimas que degradan la 
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pared celular de los hongos (EDPCH). Aunque las diferentes cepas de 

Trichoderma pueden seguir distintos patrones de inducción de EDPCH parece 

seguro que una exoquitinasa extracelular, producida de forma constitutiva a 

bajos niveles, podría estar implicada en este proceso. Esta exoquitinasa 

provoca la liberación de algunos oligómeros de la pared del hongo atacado, 

induciendo la expresión de endoquitinasas del micoparásito (Trichoderma) 

(Brunner et al., 2003; Harman, 2006), que al ser liberadas, difunden y hacen 

que Trichoderma comience el ataque al hongo, antes de que se haya 

producido el contacto físico (Viterbo et al., 2002; Deng et al., 2007; Distefano 

et al., 2008). Una vez que los hongos entran en contacto, Trichoderma puede 

enrollarse alrededor de su presa y formar estructuras especializadas de tipo 

apresorio, con las que podrá penetrar posteriormente en el interior de las hitas 

del patógeno. La unión parece estar determinada por la interacción entre 

carbohidratos (generalmente galactosa o fructuosa) de la pared celular de 

Trichoderma y lactinas del hongo parasitado (lnbar y Chet, 1996; Rocha­

Ramírez et al., 2002; Reithner et al., 2005; Zeilinger et al., 2005). Una vez en 

contacto, Trichoderma produce varias EDPCH y antibióticos, como los 

peptabioles (Schirmbock et al., 1994; Degenkolb et al., 2008), abren poros en 

la pared celular del hongo parasitado, finalmente Trichoderma entra al interior 

del micelio hospedador y digiere el contenido intracelular del hongo, fase que 

va acompañada de algunos cambios morfológicos como vacuolización, 

pérdida de citoplasma y desintegración de las hifas del hospedador 

(Benhamou y Chet, 1997). En algunos casos, también se observa la 
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esporulación de Trichoderma después de la completa digestión del hongo 

atacado (Elad et al., 1984). 

3.6.3 Antibiosis 

Desde 1965, Jackson define la antibiosis como la condición por la cual uno o 

mas metabolitos son excretados por un organismo y tiene efecto dañino sobre 

otro o mas organismos; al respecto Handelsman y Parke (1989) restringen la 

definición mencionando que, solo son aquellas interacciones que involucran a 

compuestos difusibles de bajo peso molecular o un antibiótico producido por 

un microorganismo que inhiba el desarrollo de otro, esta definición excluyen a 

proteínas y enzimas que matan al organismo. Es la inhibición o destrucción de 

un organismo por la producción metabólica de otro, que incluye, enzimas 

hidroliticas, metabolitos secundarios volátiles y pequeñas moléculas toxicas 

(Baker y Griffin, 1995). 

La antibiosis es el fenómeno mediante el cual un hongo antagonista inhibe o 

destruye a un organismo a través de la producción de pequeñas moléculas 

toxicas, volátiles y de enzimas líticas (Baker y Griffin, 1995). Las cuales 

disuelven o dañan polímeros estructurales, como quitina y ~-1-3-glucanos, de 

la pared celular en la mayoría de los hongos fitopatógeno, produciendo un 

efecto adverso sobre su desarrollo y diferenciación (Goldman et al., 1994). 

Entre las enzimas líticas que producen las especies de Trichoderma, se 

reportan a las quitinasas, glucanasas (Bruce et al., 1995; Benhamou y Chet, 
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1997), proteasas y celulasas; algunas están relacionadas con el fenómeno de 

antibiosis y micoparasitismo al degradar la pared celular y micoparasitar al 

hospedante (Schickler y Chet, 1997). 

Algunos autores opinan que la antibiosis no debe ser el principal mecanismo 

de acción de un antagonista, ya que existe el riesgo de aparición de cepas del 

patógeno resistentes al antibiótico (Campbell, 1989). 

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios volátiles y 

no volátiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros 

microorganismos con los que no hacen contacto físico. Tales sustancias 

inhibidoras son consideradas antibióticos (Hjeljord, 1998). 

La producción metabólica de los aislamientos de Trichoderma presenta, al 

igual que el micoparasitismo, determinada especificidad. Al evaluar un grupo 

de cepas de Trichoderma denominado "Q" produjeron gliotoxina y fueron 

efectivas frente a R. solani, pero no frente a Pythium ultimum Trow; mientras 

que otro grupo de cepas "P", que excretaron gliovirina mostraron resultados 

opuestos (Samuels, 1996). 

La antibiosis en Trichoderma spp., puede efectuarse por producción de 

enzimas hidrolíticas y por metabolitos secundarios, volátiles o no (Jensen y 

Wolffhechel, 1995). 
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3.6.3.1 Por producción de enzimas hidrolíticas 

Las investigaciones más recientes sobre los posibles mecanismos que 

intervienen en el control biológico por especies de Trichoderma han dado 

lugar a varias explicaciones alternativas para el éxito control biológico. Una 

idea que se ha avanzado es que las enzimas tales como quitinasas y/o 

glucanasas producidas por el agente biocontrolador, son responsables de la 

supresión del patógeno de plantas. Estas enzimas rompen los polisacáridos, 

como la quitina, y ~-glucanos que son responsables la rigidez de las paredes 

celulares fúngicas, destruyendo así la integridad de la pared celular (Howell, 

2003). La mayoría de los hongos patógenos contienen en su pared celular 

quitina y ~-1-3-glucanos y disolución o daño de esos polímeros estructurales 

tienen efecto adverso sobre el desarrollo y diferenciación de tales hongos 

(lnbar y Chet, 1997). La quitina en la pared celular del hongo se presenta 

como una capa microfibrilar primaria o como un complejo interior de capas 

con glucanos y proteínas (Benhamou y Chet, 1997). 

Se sabe de la capacidad de las especies de Trichoderma de producir 

enzimas hidroliticas, entre ellas celulasas, quitinasas, glucanasas {Bruce et 

al., 1995), proteasa y xilanasas, las cuales en presencia del patógeno 

incrementan su actividad. Los aislamientos de Trichoderma hidrolizan la 

quitina, lo que indican la presencia de actividad de enzimas hidroliticas de 

carácter quitinolítico (Stefanova y Sandoval, 1995). Las quitinolíticas, 

glucanolíticas y en algunas veces proteolíticas, están implicados en los 
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mecanismos de biocontrol y pueden inhibir la proliferación de fitopatógenos 

{Noronha y Ulhoa, 1996; Samuels, 1996; Elad y Kapat, 1999). 

La quitina es un polímero no ramificado de 1,4-(3-enlazado con N-aceil-D­

glucosamina y es el principal componente de la pared celular de la mayoría 

de los hongos fitopatógenos. Además de la quitina el esqueleto de la pared 

celular de los hongos filamentosos contiene 1,3-(3-glucanos, proteínas y 

lípidos (Hunsley y Burnett, 1970). Las quitinasas son capaces de hidrolizar la 

pared celular de hongos que contienen quitina, participando de manera 

importante en la respuesta de la planta. Una de las estrategias para 

incrementar la tolerancia de las plantas hacia patógenos los constituye la 

sobreexpresión de proteínas involucradas en los mecanismos de defensa de 

las plantas (Schickler y chet, 1997). 

Las (3-1,3-glucanasas son enzimas que hidrolizan los enlaces glucosidicos 

de las cadenas de (3-1,3-glucanos, las cuales, las cuales han sido 

caracterizadas de hongos, plantas y bacterias {Pan, Ye y Kuc, 1992). La 

degradación de los glucanos por hongos es frecuente acompañada por una 

acción sinergistica de ambas, endo y exo (3-1,3-glucanasas, de hecho en la 

mayoría de los casos (3-1,3-glucanasas, se encuentra como una solo enzima. 

Las enzimas (3-1,3 y (3-1,6-glucanasas son producidas por diferentes cepas 

de Trichoderma spp; las cuales dependen de las diferentes fuentes de 

carbono (Lorito et al., 1994). 
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la cantidad de quitinasas glucanasas, xilanasas y celulasas producidas por 

los diferentes microorganismos antagónicos es variable y no siempre está 

relacionadQ con la actividad para controlar enfermedades (lorito et al., 

1994). 

3.6.3.2 Por metabolitos secundarios 

Durante años los metabolitos secundarios fueron sólo materia de interés 

para los químicos orgánicos que se ocupaban principalmente de su 

aislamiento, identificación y síntesis, pero no de aspectos como el 

metabolismo del hongo o sus interacciones ecológicas. Los metabolitos 

secundarios producidos por Trichoderma se clasifican en diferentes grupos 

según su origen biosintético y su estructura química. Por lo general, una 

cepa tiene la capacidad de producir varios metabolitos, algo que dificulta 

poder relacionar una determinada ruta biosintética con su capacidad de 

biocontrol. De manera general, en base a las estructuras identificadas hasta 

ahora de los diferentes metabolitos que exhiben actividad antibiótica en 

Trichoderma (Cardoza et al., 2005). Se pueden distinguir dos grupos 

principales: 

a) Metabolitos de bajo peso molecular y volátiles: 

Incluyen compuestos aromáticos sencillos, algunos poliquétidos como 

pironas y butenólidos, terpenos volátiles y de tipo isociano, y sustancias 

relativamente no polares que tienen una presión de vapor significativa. 

En el ambiente del suelo, estos compuestos orgánicos volátiles, podrían 
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recorrer distancias a través del sistema edáfico y la rizosfera, y mejorar 

la condición de un organismo al modificar la fisiología de otros 

organismos competidores, como sucede con la 6-pentil-a-pirona (6PP) 

(Keszler et al., 2000; Vinale et al., 2008; Daoubi et al., 2009). 

b) Metabolitos de alto peso molecular y polares: 

Incluye peptabioles que pueden exhibir su actividad en interacción 

directa por contacto entre especies de Trichoderma y sus antagonistas 

(Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Szekeres et al., 2005). Entre los 

metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana más 

representativos del género Trichoderma están los peptabioles, los 

poliquétidos y los terpenos (Cardoza et al., 2005; Reino et al., 2008). 

3.6.4 Promoción de Crecimiento en Plantas 

En los últimos años se ha comprobado la capacidad de ciertas cepas de 

Trichoderma (T. harzianum y T. virens) para estimular el crecimiento y el 

desarrollo de las raíces de las plantas, lo que se traduce en un incremento de 

la productividad (Harman et al., 2004). Para explicar este hecho se han 

sugerido varios mecanismos como son: la producción de factores de 

crecimiento y vitaminas, el control de patógenos menores o la conversión de 

material no utilizable (metales como zinc, manganeso, hierro, cobre) en 

formas que puedan ser asimiladas por las plantas (Altomare et al., 1999). 
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Otras propiedades identificadas en Trichoderma a lo largo del proceso de 

interacción con la planta, son la resistencia a diferentes tipos de estrés 

abióticos y cambios en el estado nutricional (Howel, 2003). Estudios recientes 

demuestran que algunas cepas de Trichoderma pueden regular los niveles de 

auxina en la rizosfera (Contreras-Cornejo et al., 2009) y estimular el 

crecimiento de las plantas (Chang et al., 1986; Yedidia et al., 2001), además 

de proteger el sistema radical e inducir la defensa sistémica frente al ataque 

de patógenos. 

Sin embargo, no todas las especies de Trichoderma pueden estimular el 

crecimiento y las defensas de la planta. El grupo Brevicompactum engloba 

especies que producen metabolitos secundarios, como harzianum A o 

trichodermina, y se sitúan filogenéticamente alejadas de los linajes que 

agrupan a las especies de biocontrol. De hecho, se ha documentado que 

sustancias como harzianum A y trichodermina son fuertes inhibidodes de la 

germinación de semillas y no promueven el crecimiento de las plantas por ser 

sustancias fitotóxicas (Cutler y LeFiles, 1978; Nielsen et al., 2005; Degenkolb 

et al., 2008). 

3.6.5 Inductor de Resistencia en Plantas 

La capacidad de distintas cepas de Trichoderma para proteger a la planta 

frente a patógenos de raíz se atribuyó, durante mucho tiempo, a un efecto 

directo contra el patógeno (Chet et al., 1998). Sin embargo, se ha demostrado 

que la asociación directa de Trichoderma con las raíces de la planta, estimula 
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los mecanismos de defensa de la misma (Bailey et al., 1993; Yedidia et al., 

1999; Korolev et al., 2008; Segarra et al., 2009), lo que conlleva a una 

resistencia contra varios tipos de microorganismos fitopatógenos e incluso 

nemátodos (Harman et al., 2004). Esta resistencia inducida no es específica 

de un determinado tipo de planta y puede ser localizada o sistémica, 

capacitándola pafa ejercer una respuesta mayor y más rápida ante el ataque 

de patógenos (Conrath y col., 2002). Esta respuesta incluye la secreción de 

peroxidasas, la síntesis de fitoalexinas (Howell et al., 2000), la expresión de 

genes que codifican proteínas relacionadas con la patogénesis o "PRs" 

(proteínas producidas por la planta como respuesta a patógenos y heridas), la 

biosíntesis de compuestos terpénicos (Howell et al., 2000 y 2006) o el 

aumento de los niveles de ácido salicílico y ácido jasmónico (Shoresh et al., 

2005; Segarra et al., 2009). 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Ubicación del lugar experimental 

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Fitopatología e 

invernadero, de la estación experimental "Juan Bernito", del Instituto de 

Cultivos Tropicales (ICT), ubicado a 06º 00' 28" de latitud Sur, 76º 00' 18" 

latitud Oeste y 315 m.s.n.m.m. en el distrito de la Banda de Shilcayo, 

Provincia y Departamento de San Martín-Perú (Figura 4). 

El desarrollo de la investigación se realizó en dos etapas; la primera a nivel de 

Laboratorio, y la segunda a nivel de invernadero. 

. .. 

Figura 4. Laboratorio de Fitopatología - Estación Experimental "Juan Bernito" - ICT. 
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4.2 Origen de los aislamientos de Trichoderma endófito 

Los aislamientos de Trichoderma endófito fueron colectados de hojas y tallos 

de plantas de cacao nativo, durante la primera expedición que realizó el ICT, 

por las localidades del Alto Amazonas en el 2008-2009, actualmente se 

encuentran conservados en la micoteca del Laboratorio de Fitopatología. 

. -
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Figura 5. Mapa de ubicación de las localidades de donde fueron colectados los 

aislamientos de Trichoderma endófito. 
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Cuadro 1 

Procedencia de los aislamientos de Trichoderma endófitos de 

Theobroma cacao, utilizados para el control de V. dahliae. 

Nº Aislamiento Órgano Localidad 
1 TE-3 Tallo Aypena 
2 TE-6 Tallo Charupa 
3 TE-7 Tallo Charupa 
4 TE-17 Tallo Pastaza 
5 TE-18 Tallo Pastaza 
6 TE-20 Tallo Pastaza 
7 TE-22 Tallo Ungumayo 
8 TE-39 Tallo Nucuray 
9 TE-50 Tallo Urituyacu 
10 TE-54 Tallo Urituyacu 
11 TE-56 Tallo Aypena 
12 TE-67 Tallo Charupa 
13 TE-72 Tallo Ungurahui 
14 TE-74 Tallo Pastaza 
15 TE-81 Tallo Ungumayo 
16 TE-83 Tallo Ungumayo 
17 TE-84 Tallo Nucuray 
18 TE-87 Tallo Nucuray 
19 TE-91 Hoja Ungumayo 
20 TE-97 Hoja Ungumayo 
21 TE-102 Hoja Ungumayo 
22 TE-105 Hoja Urituyacu 
23 TE-108 Hoja Ungumayo 
24 TE-116 Hoja Ungumayo 

4.3 Preparación de medios de cultivo 

Papa sacarosa agar (PSA): En un recipiente se incorporó 250 g de papa en 

trozos previamente lavada, después se hizo hervir con 500 mi de agua 

destilada por 20 minutos aproximadamente. En otro recipiente que 

conteniendo 500 mi de agua destilada, se diluyó 18 g de agar con la ayuda de 

un horno microondas y se agregó el caldo de papa y se incorporó 1 O g de 
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azúcar, para luego disolver, finalmente, se esterilizó a 120ºC, 15 lb de 

presión por 20 minutos (French, 1982). 

Agar agua (AA): En un recipiente conteniendo 500 mi de agua destilada 

incorporar 20 g de agar, diluir con ayuda de un horno microondas, enrazar 

con agua destilada hasta 1000 mi, para luego ser esterilizado a 120ºC, 151b 

de presión por 15 min (French, 1982). 

4.4 Reactivación e incremento de inóculo de Trichoderma spp 

Para el presente estudio se seleccionaron un total de 24 aislamientos de 

Trichoderma (Cuadro 1) pertenecientes a 7 localidades del Alto amazonas. 

Estos fueron proporcionados por el Laboratorio de Fitopatología del ICT, 

donde se encuentran conservados en la micoteca a -20ºC, en viales con una 

solución de Glicerina al 20%. Para la reactivación, se extrajo de cada vial un 

trozo de medio de cultivo con el hongo, fueron colocados en placas petri 

conteniendo medio de cultivo (PSA) e incubadas a temperatura 25ºC, durante 

5 días. A partir de estas placas colonizadas con el hongo, se incrementó el 

inóculo, se extrajo un disco (0.5 cm de diámetro) de medio colonizado con el 

hongo y se depositó en una placa contenida medio PSA, estas fueron 

incubadas durante cinco días bajo luz artificial con la finalidad de inducir 

esporulación (Figura 6). 
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Figura 6. Reactivación e incremento de inóculo de aislamientos de Trichoderma 
endófito. A. Aislamientos de Trichoderrna endófito conservados en viales en la micoteca a 
-20ºC. B. Siembra de Trichoderma en placas Petri conteniendo PSA. C. Colonia de 
Trichoderma endófito. O-E. Repique y purificación de los aislamientos de Trichoderma. F. 
Aislamiento de Trichoderma purificado en medio PSA. 

4.5 Origen del aislamiento de Verticillium dahliae 

El patógeno Verticil/ium dah/iae fue aislado a partir de tejidos infectados de 

plantas enfermas de cacao. Estas plantas fueron recolectadas por el 

Laboratorio de Fitopatología del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), de una 

plantación de cacao ubicada en el sector Atusparia, distrito y provincia de 

Tocache. Se sembró los tejidos en placas contenidas medio PSA, y se realizó 

las pruebas de patogenocidad. El aislamiento se conservó en una solución de 

glicerina a -20ºC. 

4.6 Incremento de inóculo de Verticillium dahliae 

Para el incremento de inóculo del patógeno para las pruebas de antibiosis y 

micoparasitismo, se hizo la siembra de Verticillium dahliae en forma estriada en 

placas petri conteniendo medio de cultivo PSA; se extrajo un disco (0,5 cm de 
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diámetro) de medio colonizado con el patógeno y se colocó sobre el medio 

PSA y con la ayuda de una anza se deslizó el inóculo en forma de zig zag por 

toda la placa, estas fueron incubadas a ±25ºC durante 6 días (Figura 7) . 
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Figura 7. Reactivación e incremento de inóculo de Verticillium dahliae. A. Patógeno 
conservado en viales a -20ºC. B. Siembra del patógeno en placas conteniendo PSA C. 
Colonia de Verticillium dahliae después de 14 días de incubación a ±25 ºC. D. Extracción de 
discos de medio PSA con colonia de V. dahliae. E. Siembra del patógeno en forma de 
estriado (zig zag) en placas Petri con PSA. F. Colonia del patógeno después de 4 días de 
edad. 

4. 7 Esterilización de suelo: 

El suelo que se utilizó para la producción de plantones de cacao fue 

procedente del sector Tarapotillo, se realizó la caracterización físicas y 

químicas en el Laboratorio Químico del Instituto de Cultivos Tropicales (Anexo 

15). En bolsas polipropileno de 1Ox15 pulgadas, se agregó 2 kg se suelo para 

ser esterilizado en la autoclave vertical, a 120°C de temperatura y 15 Lb de 

presión, por un tiempo de 60 minutos. 
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4.8 Capacidad antagónica in vitro de aislamientos de Trichoderma spp 

endófito sobre Verticillium dahliae. 

Para determinar la capacidad antagónica in vitro de los 24 aislamientos de 

Trichoderma spp., sobre Verticillium dahliae, se realizaron pruebas de 

antibiosis y micoparasitismo. 

4.8.1 Antibiosis 

Para esta prueba se utilizó la metodología propuesta por Bailey et al., (2008); 

que consiste en obtener metabolitos secundarios antifúngicos de Trichoderma 

en un caldo mínimo en concentración de sales (MIN). Estos fueron 

distribuidos en tres matraces de 100 mi, por aislamiento con 30 mi cada uno y 

fueron esterilizados a 120 ºC de temperatura y 15 lb de presión, durante 60 

minutos. Posteriormente en cada matraz se agregó asparagina (al O, 1 %) y 1 

mi de suspensión de conidias (1x106 ufc/cc) de cada aislamiento de 

Trichoderma, y al tratamiento control, sólo se agregó 1 mi de agua destilada 

estéril (ADE). Los matraces fueron incubados en agitación durante siete días 

a 11 O rpm a 25 ºC. 

Después del crecimiento del hongo, el contenido de los matraces fueron 

filtrados con la ayuda de un algodón estéril, y el filtrado obtenido fue 

transferido a tubos de centrifuga, para ser centrifugado por 20 minutos a 2 

500 rpní y eliminado el sedimento. De cada tubo sólo se extrajo 15 mi del 

filtrado el resto fueron conservados a -20 ºC. Los 15 mi fueron colocados a 

baño maría a 90 ºC durante dos horas, luego se agregó medio PSA con 2X 
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de agar con el mismo volumen del filtrado. Estos fueron distribuidos en tres 

placas pequeñas (60x15 mm) por tubo, donde se sembró un disco de medio 

con micelio del patógeno en la parte central de la placa (Figura 8), para luego 

ser incubadas a 25 ºC hasta que el patógeno colonizó completamente las 

placas del control (sin metabolitos) y se realizó la medición del crecimiento 

micelial del patógeno. 
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Figura 8. Prueba de antibiosis. A. Colonia de aislamiento de Trichoderma endófito de 5 días de 
edad. B. Tubos de ensayo conteniendo suspensión de conidias de Trichoderma. C. Dispersión de 
suspensión de conidias en el hematrocimetro D. Conteo de conidias en el microscopio. E. Dilución 
de 1 mi de suspensión de conidias (1x106 ufc/cc) en matraces conteniendo caldo MIN. F. Matraces 
en movimiento en el Shaker a 11 O rpm durante 7 días. G. Cosecha de los metabolitos de 
Trichoderma en tubos de centrifuga. H. Metabolitos en centrifuga a 2500 rpm por 20 minutos, para 
luego llevara baño María. l. Mezcla de metabolitos con PSA 2X. J. Dilución de mezcla en placas 
de 60x15 mm. K. Siembra del patógeno. 
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4.8.2 Prueba de micoparasitismo 

l 

Se utilizó el método de placa precolonízada por el patógeno, propuesta por 

Baily et al., (2008). A partir de los aislamientos de Trichoderma, se extrajo un 

trozo de 2,5x0,5 cm de medio colonizado con el hongo endófito de una 

colonia joven esporulada de 5 días, y fue localizada en un extremo de la 

placa precolonizada por el patógeno de 11 días y fueron incubadas en 

oscuridad por 14 días, por cada aislamiento se utilizó 3 repeticiones (placas 

precolonizadas). 

Para realizar el reaislamiento del patógeno, de cada placa se extrajo diez 

discos de medio colonizado con los hongos y fueron sembrados en placas 

(90x15 mm) conteniendo medio PSA e incubadas durante cinco días, en 

donde se realizaron las evaluaciones de colonización de Trichoderma spp 

sobre el patógeno (Figura 9). 
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Figura 9. Prueba de micoparasitismo A. lnóculo de Verticillium dahliae de 11 días de edad. B. 
Obtención y siembre de lámina de medio PSA con colonia de Trichoderma endófito en placas 
colonizadas con Verticillium dahliae. D. Colonia de V. dahliae después de 15 días de la siembra de 
Trichoderma. E. Obtención de 1 O discos de colonia del patógeno colonizado con Trichoderma F. 
Siembra de los discos en placas conteniendo medio PSA. G. Cinco días después de la incubación, 
evaluación del porcentaje de colonización de Trichoderma hacia Verticillium dahliae. 
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4.9 Efecto de aislamientos de Trichoderma endófito en el control de 

Verticillium dahliae L. a nivel de invernadero 

Para la prueba de biocontrol en invernadero se seleccionaron ocho 

aislamientos al azar de Trichoderma endófito, de aquellos que mejor 

controlaron al patógeno en los ensayos in vitro (antibiosis y micoparasitismo). 

4.9.1 Producción de inóculo de Trichoderma y Verticillium dah/iae 

Para la producción de inóculo de Trichoderma y el patógeno se siguió la 

misma metodología de la fase in vitro, utilizando placas con medio PSA. Para 

el incremento de inóculo de Verticil/ium dahliae se utilizó el método de 

siembra estriado y las placas fueron incubadas por 4 días. 

4.9.2 Tratamientos 

En esta fase de invernadero se estableció 1 O tratamientos, con 1 O 

repeticiones cada una (10 plantas), ocho de los tratamientos fueron plantas 

colonizadas por aislamientos de Trichoderma endófito, previamente 

seleccionados al azar de las pruebas in vitro y dos controles como 

tratamientos testigos, donde; el Control 1 fueron aquellas plantas donde no se 

inóculo el hongo Trichoderma, pero si al patógeno. Mientras que el Control U 

fueron plantas donde no se inóculo ninguno de los dos hongos. 
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Cuadro2. 

Lista de los tratamientos evaluados en las prueba de biocontrol en 

invernadero 

Tratamiento Aislamiento 
T1 TE-3 
T2 TE-7 
T3 TE-54 
T4 TE-84 
TS TE-87 
T6 TE-91 
T7 TE-97 
T8 TE-108 
T9 CONTROL 1 

T10 CONTROLll 

4.9.3 Colecta de semillas 

Para la producción de plantones se recolectó las mazorcas del clon ICS-1 del 

jardín clonal de la estación experimental Juan Bernito del ICT, se 

seleccionaron aquellas mazorcas con la madurez fisiológica adecuada y 

completamente sana. Se utilizó al clon ICS-1 como patrón debido a que está 

registrado como susceptible a la muerte súbita causada por V. dahliae 

(Galeas et al., 201 O). 

4.9.4 Pre-germinación de semillas de cacao en medio agar agua 

A partir de las mazorcas de cacao del clon ICS-1, se extrajó semillas de la 

parte central, y con ayuda de un bisturí estéril se separó el tegumento, luego 

las semillas fueron desinfectadas en una solución de hipoclorito al 2 % por 5 

minutos y enjuagadas tres veces con agua destilada estéril (ADE). Estas 
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semillas se colocaron sobre papel toalla estéril para su respectivo secado, 

luego se sembró 120 semillas en placas grandes (95x15 mm) conteniendo 

medio agar agua (AA). En el centro de cada placa se colocó 4 semillas 

distribuidas equidistantemente, esto para que las raíces al salir no se 

entrecrucen y se maltraten. Finalmente estas fueron incubadas en oscuridad a 

25ºC durante 3 días (Figura 1 O). 

-
(\ Í\ J.:¡.: D 

11 \ • ' 

( 1 

v \ \ fl , 

ICS-1 

Figura 10: Pre-Germinación de semillas de cacao en medio Agar Agua. A. Frutos de 
cacao del Clon ICS-1. B. Descarificación de la semilla C. Semillas libres del tegumento. D. 
Desinfección de semillas con hipoclorito al 2 %, por 3 minutos. E. Siembra de las semillas en 
placas conteniendo Agar Agua (AA). F. Incubación de las semillas a 25 ºC por 3 días. 

4.9.5 Inoculación de Trichoderma spp. endófito en semillas pre-germinadas. 

Para la inoculación de los aislamientos de Trichoderma spp en semillas pre-

germinadas tres días de edad, se utilizó el método propuesto por Baily et al. 

(2008). Se extrajo tres discos (10 mm de diámetro) de medio PSA con micelio 

de cada aislamiento de Trichoderma, y se colocaron sobre la raíz de cada 

semilla pre-germinada, procurando cubrir el área radicular. Se inocularon a 12 

semillas por cada tratamiento (aislamiento de Trichoderma) y dos controles 
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donde que no fueron inoculados con Trichoderma, y finalmente estas se 

mantuvieron en incubación a 25 ºC durante 4 días en oscuridad con el 

propósito de que el hongo colonice la semilla (Figura 11 ). 

Figura 11. Inoculación Trichoderma endófito en semillas pre­
germinadas de cacao. A. Obtención de discos de medio PSA con 
Trichoderma. By C. Inoculación de Trichoderma endófitos en semillas pre­
germinadas. D. Semillas inoculadas incubadas a 25 ºC durante 4 días. 

4.9.6 Siembra de las semillas pre-germinadas colonizadas con Trichoderma 

en suelo estéril 

En bolsas de polietileno de 30x1 Ox0.2 cm conteniendo 2 kg se suelo estéril, 

se sembró las semillas pre-germinadas colonizadas con aislamientos de 

Trichoderma, de las 12 semillas pre-germinadas se seleccionaron 1 O por 

tratamiento. Los plantones de cacao se mantuvieron en el invernadero a 

capacidad de campo durante tres meses para luego ser inoculados con el 

patógeno (Figura 12). 
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Figura 12. Metodología de siembra de semillas del clon ICS-1 inoculadas 
con aislamientos de Trichoderma endófito. A. Colocación de las semillas 
colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito en sustrato suelo estéril. 
B. Semilla con medio PSA colonizado con Trichoderma endófito. C. cubrimiento 
se las semillas con suelo estéril. D. Semillas emergidas a los 5 días después de 
la siembra. 

4.10 Inoculación de Verticillium dahliae 

A partir de placas petri conteniendo cultivos de Verticillium dahliae con cuatro 

días de edad, se obtuvo una suspensión de conidias, para lo cual se utilizó 

una varilla de vidrio estéril para realizar el raspado de la colonia, y con ayuda 

de un hematocimetro se realizó el conteo de conidias para uniformizar el 

inóculo a una concentración de 1x107 ufc/cc. Para la inoculación del patógeno 

se utilizó el método de punción propuesta por (Hanson, 2000), se hizo cuatro 

heridas en el tallo de cada planta de tres meses de edad; dos cerca del nudo 

del cotiledón, en lados opuestos; y los otros dos a la altura donde salen las 

primeras hojas. Después de hacer las heridas con la ayuda de jeringa de 3 mi 
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y aguja de calibre 22 ambas estéril, se agregó en cada una de las heridas una 

gota (30 µI) de la suspensión de 1X107 conidias/cc. Uno de los controles fue 

inoculado con el patógeno y el otro con agua destilada estéril utilizando el 

mismo método. Por cada tratamiento se tuvo 1 O plantas, las cuales después 

de inoculación fueron incubadas a 25 ºC, con luz y manteniéndolas a 

capacidad de campo (Figura 13). Las evaluaciones de incidencia e índice de 

severidad, se registraron hasta los 18 días después de la inoculación (DDI) 

del patógeno, el experimento culminó con el sacrificio de la plantas, y se 

evaluó altura de planta, longitud radicular y biomasa seca de la planta. 

Figura Nº 13. Inoculación de V. dahliae en plantas de cacao de tres meses de 
edad. A. Inoculo de V. dalhiae de tres días de edad. B. Plantones de cacao 
colonizados con Trichoderma endófito de tres meses de edad. C y D. Inoculación 
de V. dalhiae por encima de los nudos del cotiledón y E. Primeras hojas. 
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4.11 Variables de evaluación 

4.11.1 Inhibición del crecimiento micelial de Verticillium dahliae 

Para determinar el porcentaje de inhibición micelial del patógeno se tuvo que 

medir el radio de crecimiento micelial del patógeno (cm). Para lo cual se 

dividió en cuatro regiones equidistantes a las placas pequeñas (50x15 mm) y 

con la ayuda de un vernier desde el centro de cada placa se determinó el 

radio del crecimiento micelial. Los datos registrados fueron comparados con el 

control, en el cual V. dahliae colonizó toda la placa. Para esto se aplicó la 

siguiente fórmula: 

ICM %= (CMC-CMT/CMC)* 100 

Donde: 

ICM: % inhibición del crecimiento micelial 

CMC: Crecimiento micelial del patógeno en el control (Sin metabolito 

de Trichoderma) 

CMT: Crecimiento micelial del patógeno en el tratamiento 

(Metabolitos de Trichoderma). 

4.11.2 Porcentaje de colonización de Verticillium dahliae por Trichoderma spp. 

Para evaluar la colonización de Verticillium dah/iae por Trichoderma spp, se 

tuvo que reaislar 1 O discos de cada placa donde se puso en enfrentamiento a 

los dos hongos. Se contó el número de discos donde creció solo Trichoderma, 

solo Verticillium dahliae y ambos; de acuerdo a eso se determinó el 

porcentaje de colonización del patógeno por aislamientos de Trichoderma. 
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4.11.3 Índice de severidad de la enfermedad 

Para determinar el índice de la enfermedad se tuvo que evaluar a cada hoja 

de cada planta, se examinó periódicamente después de la inoculación los 

síntomas que mostraban. Estos fueron medidos visualmente en base a la 

escala de evaluación de O a 4 adaptado de Sidhu & Wedster (1977), donde O; 

1; 2; 3 y 4 representa 0%; 1-25%; 26-50%; 51-75% y más del 75% de la 

reducción del área fotosintética respectivamente. Las evaluaciones fueron 

registradas a los 12; 14; 16 y 18 días después de la inoculación del patógeno, 

observando síntomas de marchitamiento y/o necrosamiento. El índice de 

enfermedad fue calculado como la media del grado de las hojas individuales, 

mediante ala siguiente formula: 

1 d
. d l ,¡; d d Suma del grado de las hojas por planta n ice e a en1 erme a = ---~-----'----=-------''---

Numero total de hojas por planta 
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Figura 14: Escala de evaluacion del grado de severidad de la muerte subita causada por Verticillium dah/iae propuesta por Sidhu & Wedster 
(1977) evaluadas en hojas de cacao de tres meses, durante los 18 dias despues de la inoculacion del patogeno. G-0). Grado cero, no se 
observan sintomas de marchitamiento. G-1). lnclinacion del pedúnculo de las hojas superiores y jovenes (1-25%). G-2). El marchitamiento esta 
acompañado por síntomas de clorosis y amarillamiento foliar (26-50%). G-3). Mas del 50 % de la hoja muestra sintomas de clorosis y 
arrugamientos (51-75%). G-4). Las hojas cloroticas se secan y cae debido al avance de la enfermedad y muerte de la planta (>75%). 
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4.11.4 Incidencia de la enfermedad 

La incidencia se determinó con el número total de plantas enfermas, con 

respecto al número total de plantas inoculadas con el patógeno Verticil/ium 

dah/iae, las cuales fueron expresadas en porcentaje. 

4.11.5 Peso seco de la biomasa 

Al término del experimento, que fue a los 18 días después de la inoculación 

(DDI) del patógeno, se sacrificaron todas las plantas, se separó la parte 

radicular de la parte aérea (hojas y tallo) y se colocaron en la estufa a 50 ºC 

durante 7 días, posterior a esto en una balanza analítica, se determinó el peso 

seco (gramos) de las dos partes. 

4.11.6 Longitud de raíz 

Al final del experimento se tomaron fotografías digitales de las raíces de cada 

planta, luego estas imágenes se procesaron con el programa de análisis de 

imágenes ASSESS - lmage Analysis Software for Plant Disease 

Quantification (Lamari, 2002), para determinar la longitud de raíz (cm). 

4.11.7 Altura de planta 

Antes que las plantas sean sacrificadas, se registró la atura de cada planta 

(cm), con la ayuda de una regla metálica. 
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4.12 Diseño experimental 

Para las pruebas de biocontrol in vitro, se empleó el diseño completamente al 

azar (DCA). Los datos de inhibición micelial y colonización fueron expresados 

en porcentaje para ser transformados a arco seno o seno-1 y procesados con el 

programa INFOSTAT para determinar el ANVA y comparar las medias con la 

prueba de Duncan al p=0,01 de significancia. 

En la fase de invernadero con los resultados de incidencia y severidad se 

determinó el área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC). 

Aplicando la siguiente fórmula: 

Donde: Yi = nivel de enfermedad en el tiempo t; 

(t(i+1) - tt) =Tiempo (días) entre dos datos de incidencia 

Para los demás parámetros de evaluación altura de planta, longitud de raíz, y 

peso seco, los datos fueron procesados con el programa INFOSTAT para 

determinar el ANVA y la prueba de rango múltiples Duncan, al p=0,01 de 

significancia. 
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V. RESULTADOS 

5.1 Prueba de biocontrol in vitro: 

5.1.1 Prueba de antibiosis 

Cuadro 3 

Análisis de Varianza del porcentaje de inhibición micelial de Verticil/ium dahliae 

en presencia de metabolitos secundarios de aislamientos de Trichoderma 

endófito. 

F.V. se GL CM F p-valor 

Tratamientos 40101, 17 23 1743,53 66,5 <0,0001 

Error 1258,42 48 26,22 

Total 41359,6 71 
CV= 15,18 % R"= 97 % 
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Cuadro 4 

Porcentaje de inhibición del crecimiento micelial de Verticillium dahliae 

en medio PSA conteniendo metabolitos secundarios de aislamientos de 

Trichoderma endófito. 

Numero Aislamiento % Inhibición Diferencias significativa 
. 

1 TE-91 100,00 a 
2 TE-83 100,00 a 
3 TE-84 100,00 a 
4 TE-7 61,21 b 

5 TE-20 60,49 b 

6 TE-50 39,10 e 
7 TE-3 26,63 d 

8 TE-18 25,86 d 

9 TE-105 25,61 d 

10 TE-102 23,64 d e 
11 TE-22 20,84 d e f 

12 TE-67 19,34 d e f g 

13 TE-56 19,21 d e f g 

14 TE-54 17,74 d e f g h 

15 TE-17 16,20 d e f g h 

16 TE-6 14,69 d e f g h 

17 TE-108 13,42 d e f g h 

18 TE-72 11,51 e f g h 

19 TE-81 10,22 e f g h 

20 TE-116 8,49 f g h 

21 TE-87 7,58 f g h 

22 TE-97 6,82 g h 

23 TE-74 5,48 h 

24 TE-39 4,32 h 
* Promedios de 9 repeticiones. Letras distintas indican diferencias significativas, según la 

prueba de rango múltiple Duncan (p~0.01 ). 
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AISLAMIENTOS DE Trichoderma ENDOFITO 

Figura 15: Efecto de los metabolitos secundarios de aislamientos de Trichoderma endófito en la inhibición micelial de Vertici/lium dahliae. Letras distintas 
indican diferencias significativas, según la prueba de rango múltiple Duncan (ps0.01 ). 
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5.1.2 Prueba de micoparasitismo 

Cuadro 5 

Análisis de varianza del porcentaje de colonización de aislamientos 

Trichoderma endófito hacia Verticillium dahliae. 

F.V. se GL CM F p-valor 

Tratamientos 79499,39 23 3456,5 20,78 <0,0001 

Error 7983, 11 48 166,31 

Total 87482,5 71 

C.V= 22,52 % R2= 89 % 
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Cuadros 

Porcentaje de colonización de aislamientos de Trichoderma hacia 

Verticillium dahliae. 

Numero Aislamiento % Colonización Diferencias significativa· 

1 TE-7 100.00 a 

2 TE-56 100,00 a 
3 TE-54 100,00 a 
4 TE-83 100,00 a 
5 TE-91 100,00 a 
6 TE-87 100,00 a 
7 TE-84 100,00 a 
8 TE-20 100,00 a 
9 TE-116 100,00 a 
10 TE-108 100,00 a 
11 TE-102 100,00 a 
12 TE-6 63,33 b e 
13 TE-72 56,67 b e 
14 TE-105 53,33 b e 
15 \. 

TE-67 53,33 b e 
16 TE-17 50,00 b e 
17 TE-22 50,00 b e 
18 TE-39 40,00 b e 
19 TE-3 40,00 b e 
20 TE-97 30,00 b e d 
21 TE-50 20,00 b e d 
22 TE-18 10,00 e d 
23 TE-81 0,00 d 
24 TE-74 0,00 d 
* Promedio de 3 repeticiones, donde letras distintas indican diferencias significativas, 

según la prueba de rango múltiple Duncan (pS0,01 ). 
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AISLAMIENTOS DE Trichoderma ENDÓFITO 

Figura 16: Efectos de aislamientos de Trichoderma endófito en el porcentaje de colonización de Verticillium dahliae. Letras distintas indican diferencias 
significativas, según la prueba de rango múltiple Duncan (~0,01 ). 
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5.2 Prueba de biocontrol en invernadero: 

5.2.1 Incidencia 

Cuadro 7 

Análisis de varianza del porcentaje de incidencia de la muerte 

súbita causada por Verticillium dahliae en plantas de cacao de tres 

meses de edad colonizadas con aislamientos de Trichoderma 

endófito. 

F.V. se GL CM F p-valor 

Tratamientos 17458,85 8 2182,36 9,53 <0,0001 

Error 4120,37 18 228,91 

Total 21579,22 26 

CV= 7,23 % R"= 59 % 
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Cuadro 8 

Incidencia(%) de la muerte súbita causada por Verticillium dahliae 

en plantas de cacao colonizadas con aislamientos de Trichoderma 

endófito 

Tratamientos Aislamientosª % 1 neideneiab Signifieancia AUDPCC 
T1 TE-3 50 ab* 260 
T2 TE-7 40 ab 270 
T3 TE-54 20 a 130 
T4 TE-84 80 be 420 
T5 TE-87 80 be 400 
T6 TE-91 90 be 365 
T7 TE-97 90 be 490 
TB TE-108 80 be 370 
T9 CONTROLd 100 e 660 

ª Aislamientos de Trichoderma endófito inoculadas en semillas de cacao. 
b Incidencia de la enfermedad muerte súbita causada por Vertici/lium dahliae, 

después de 18 DDI del patógeno (final del experimento), expresadas en 
porcentajes, con 1 O repeticiones por aislamiento. 

e Área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) del porcentaje de 
incidencia, resultado de la sumatoria de AUDPC de las fechas evaluadas 
durante 18 DDI del patógeno, calculado mediante la siguiente formula: 
AUDPC = Lf-1

{[( Yi + Y(í+i))x(ti+i - ti)]},en donde ><,::::. porcentaje de 
incidencia observados; t;= tiempo (días entre cada evaluación). 

d Tratamiento testigo donde no se inoculó Trichoderma endófito, pero si al 
patógeno. 

* Letras distintas indican diferencias significativas, según la prueba de rango 
múltiple Duncan (ps0,01 ). 
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Figura 17: Relación comparativa del porcentaje de incidencia y AUDPC de la muerte subita, en 
plantas de cacao de tres meses de edad, colonizadas con aislamientos de Trichoderma 
endofito, 18 DDI del patogeno. A). Porcentaje de incidencia de la muerte subita causada por 
Verticillium dahliae. B). Valores del AUDPC del porcentaje de incidencia. 
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5.2.2 Severidad 

Cuadro 9 

Análisis de varianza del porcentaje de severidad de la muerte súbita 

causada por Verticillium dahliae en plantas de cacao de tres meses 

de edad colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito. 

F.V. se GI CM F p-valor 

Tratamientos 3749,8 8 468,72 9,09 0,0001 

Error 928, 11 18 51,56 

Total 4677,91 26 

CV= 24,37 % R~= 80 % 
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Cuadro 10 

Severidad de la muerte súbita causada por Verticillium dahliae en 

plantas de cacao colonizadas con aislamientos de Trichoderma 

endófito. 

Tratamientos Aislamientosª Grado de Porcentaje de AUDPCd severidadb severidadc 
T1 TE-3 1,28 abe- 23,92 abe 66,48 
T2 TE-7 1, 19 ab 22,79 ab 100, 14 
T3 TE-54 0,70 a 13,06 a 54,32 
T4 TE-84 2,04 bed 37,54 bed 111,87 
T5 TE-87 2,28 ed 44,31 ed 128,87 
T6 TE-91 1,72 be 29,76 be 89, 15 
T7 TE-97 2, 13 bed 38,05 bed 141, 13 
T8 TE-108 1,66 be 27,91 abe 80,55 
T9 Controle 3,06 d 59,82 d 226,72 

ª Aislamientos de Trichoderma endófito inoculadas en semillas de cacao. 
b Medias del Grado de severidad muerte súbita, evaluados en una escala de 1-4. 
e Medias del porcentaje de severidad de la muerte súbita causada por Verticillium 

dahliae, 18 001 del patógeno (fin del experimento). 
d Área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUOPC) del porcentaje de 

severidad, resultado de la sumatoria del AUOPC de 4 fechas de evaluación ( 12, 14 
16 y 18 ODI) calculado con la siguiente formula: 

AUDPC = Lf-1{[( y¿+ Y(i+i))x(ti+l - ti)]} , en donde)(¡= porcentaje de incidencia 
observados; t,= tiempo (días entre cada evaluación). 

e Tratamiento testigo donde no se inoculó Trichoderma endófito, pero si al patógeno. 
* Letras distintas indican diferencias significativas, según la prueba de rango múltiple 

Ouncan (ps0,01 ). 
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Figura 19: Relacion comparativa del porcentaje de severidad de la muerte súbita y AUDPC, en 
plantas de cacao, colonizadas con aislamientos de Trichoderma endofito y un Control. A). 
Porcentaje de severidad de la muerte súbita en plantas de tres meses de edad, 18 dias 
despues de inoculacion del patogen. B). AUDPC del porcentaje de severidad. 
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Figura 20: Area bajo la curva del Progreso de la enfermedad (AUDPC) del porcentaje de severidad de la muerte súbita causada por Verticillium dah/iae, 
hasta los 18 días después de la inoculación (DDI) del patógeno, en plantas de cacao de tres meses de edad, colonizadas con ocho aislamientos de 
Trichoderma endófito y un tratamiento Control. Evaluaciones registradas a los 12, 14, 16 y 18 DDI. 

64 



5.2.3 Longitud de raíz: 

Cuadro 11 

Análisis de Varianza de longitud de raíces determinadas en platas de 

cacao de tres meses de edad, colonizadas con aislamientos de 

Trichoderma endófito, 18 DDI del patógeno. 

F.V. se gl CM F p-valor 

Tratamientos 102,61 9 11,4 3,5 0,0094 

Error 65,17 20 3,26 

Total 167,78 29 

CV= 5,88 o/o R2= 61 o/o 

Cuadro 12 

Longitud de raiz (cm) de plantas de cacao de tres meses de edad 

colonizados con aislamientos de Trichoderma endófito, 18 DDI de 

Verticillium dahlia. 

Aislamientosª Longitud (Cm)b Significancia 

TE-3 910,99 abe* 

TE-7 788,28 be 

TE-54 939,97 abe 

TE-84 1074,79 a 

TE-87 983,29 ab 

TE-91 1046,2 a 
TE-97 1010,6 a 

TE-108 731,64 e 

CONTROL le 1057, 16 a 
CONTROL lid 1049,99 a 

ª Aislamientos de Trichoderma endófito, inoculadas en semillas de cacao 
b Longitud de raíz expresadas en centímetros, de plantas sacrificadas a los 18 días 

después de la inoculación del patógeno y determinadas con el programa ASSES. 
e Tratamiento donde no fue inoculado con Trichoderma endófito, pero si con el 

patógeno. 
d Tratamiento donde no se inóculo ninguno de los dos hongos. 
* Letras distintas indican diferencias significativas, según la prueba de rango 

múltiple Duncan (pS0,01 ). 
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TRATAMIENTOS 
Figura 21: Longitud de raíz en centímetros de plantas de cacao de tres meses de edad colonizadas 
con aislamientos de Trichoderrna endófitos, 18 DDI de Vertícíllíum dahlíae. Letras distintas indican 
diferencias significativas, según la prueba de Duncan (ps0,01 ). 

66 



5.2.4 Altura de planta: 

Cuadro 13 

Análisis de varianza de la altura de planta en cacao de tres meses de 

edad, colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito, 18 DDI del 

patógeno. 

F.V. se gl CM F p-valor 

Tratamientos 0,2 9 0,02 0,5 0,859 

Error 0,9 20 0,05 

Total 1, 11 29 

CV= 3,68 % R2= 18 % 

Cuadro 14 

Altura de planta (cm) en cacao de tres meses de edad colonizadas con 

aislamientos de Trichoderma endofito a los 18 DDI de Verticillium dahlia. 

Tratamientosª Altura (cm)b Significancia 
TE-3 33,10 a* 

TE-7 32,84 a* 

TE-54 34,15 a* 

TE-84 33,74 a* 

TE-87 34,19 a* 

TE-91 32,82 a* 

TE-97 32,98 a* 

TE-108 31, 19 a* 

CONTROL le 32,25 a* 

CONTROL lld 31,46 a* 

ª Aislamientos de Trichoderma endófito, inoculadas en semillas de cacao 
b Altura de planta determinadas a los 18 días después de la inoculación del 

patógeno. 
e Tratamiento donde no fue inoculado con Trichoderma endófito, pero sí al 

patógeno. 
d Tratamiento donde no se inóculo ninguno de los dos hongos. 
* Letras distintas indican diferencias significativas, según la prueba de rango 

múltiple Duncan (ps0,01 ). 
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Figura 22 : Valores promedios de 10 repeticiones, de la altura (cm) en plantada cacao de tres 
meses edad colonizadas con aislamientos de Trichoderma endofito, a los 18 DDI de Vetícillium 
dahliae. 
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5.2.5 Biomasa seca de plantas de cacao 

Cuadro 15 

Análisis de varianza del peso seco aéreo y raíz de plantas de cacao de 

tres meses de edad, colonizadas con aislamientos de Trichoderma 

endófito, 18 DDI del patógeno. 

PESO F.V. se gl CM F p-valor 
C.V R" 

SECO 
Tratamientos 0,22 9 0,02 4,06 0,0044 

PS-A Error 0,12 20 0,01 3,84% 65% 
Total 0,35 29 

Tratamientos 0, 13 9 0,01 3,12 0,0162 
PS-R Error 0,09 20 4,70E-03 5,56% 58% 

Total 0,23 29 

Cuadro 16 

Biomasa seca de plantas de cacao de tres meses de edad, colonizadas con 

aislamientos Trichoderma endófito, después de 18 DDI de Verticillium dahliae. 

Tratamientosª 
Peso seco en planta 

PS-Ab PS-Rc 
TE-3 3,99* ab 1, 18* ab 
TE-7 3, 17* e 0,80* e 

TE-54 3,60* be 1,21* ab 
TE-84 3,49* be 0,89* be 
TE-87 3,67* be 0,84* e 
TE-91 3,83* b 0,99* abe 
TE-97 3,40* be 1, 16* ab 
TE-108 3,72* be 0,93* abe 

CONTROL Iª 3,71* be 1,03* be 
CONTROL lle 4,54* a 1,31* a 

ª Aislamientos de Trichoderma endófito, inoculadas en semillas de cacao 
b Peso seco de la parte aérea (hojas y tallo) de la planta, con valores expresados en 

gramos. 
e Peso seco de la raíz de plantas de cacao, con valores expresados en gramos. 
d Tratamiento donde no fue inoculado Trichoderma endófito, pero si el patógeno. 
e Tratamiento Control 11 donde no se inóculo ninguno de los dos hongos 
* Letras distintas indican diferencias significativas, según la prueba de rango múltiple 

Duncan (ps0,01 ). 
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Figura 23 : Biomasa seca de la parte aérea y raíz de plantas de cacao de tres meses de edad, 
colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito, a los 18 DDI de Verticíllíum dahlíae. A). Peso 
seco aéreo PS-A. B). Peso seco radicular PS-R. Letras distintas indican diferencias significativas, 
según la prueba de Ouncan (ps0,01 ). 
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VI. DISCUSIÓN 

6.1 Capacidad antagónica in vitro de aislamientos de Trichoderma endófito 

sobre Verticillium dah/iae. 

El cuadro 4 indica el análisis de varianza del porcentaje de inhibición micelial 

de Verticillium dahliae en presencia de metabolitos secundarios de aislamientos 

de Trichoderma endófito (TE}, donde existe diferencia significativa entre 

aislamientos con un nivel de significancia de 0,01 y con un coeficiente de 

variabilidad de 15, 18. Así mismo, el cuadro 3 y la figura 15 muestran el efecto 

de los metabolitos secundarios de aislamientos de TE en la inhibición del 

crecimiento micelial de Verticillium dahliae, en la cual se observa que los 

metabolitos obtenidos de TE-83, TE-84 y TE-91 inhibieron completamente el 

crecimiento de Verticillium dah/iae (100%) y no muestran diferencia 

significativas entre ellos, diferenciándose estadísticamente de los demás 

aislamientos, seguido por TE-7 y TE-20 con 61,21 y 60,49% de inhibición 

respectivamente, sin diferencia estadista entre ellos. Así mismo, el aislamiento 

TE-50 con 39, 1% se diferencia de los demás, superando al TE-3, TE-18 y TE-

105 los cuales son estadísticamente iguales con 26,63%, 25,86% y 25,61% 

respectivamente; del mismo modo, el aislamiento TE-102 con 23,64% superó 

a los aislamientos TE-22, TE-67, TE-56, TE-54, TE-17, TE-6 y TE-108, los 

cuales son numéricamente diferentes pero estadísticamente iguales, con 

20,84%; 19,34%; 19,21%; 17,74%; 16,20%; 14,69% y 13,42% 

respectivamente. Sin embargo, los valores más bajos lo presentaron los 
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metabolitos obtenidos de TE-74 y TE-39 con 5,48% y 4,32 % respectivamente, 

siendo estadísticamente iguales. 

Los resultados obtenidos de la prueba de antibiosis muestran que todos los 

aislamientos de Trichoderma, redujeron el crecimiento micelial del patógeno 

Vertici/lium dahliea; probablemente esto se deba por la actividad enzimática 

que presentan estos aislamientos hacia el patógeno; así como menciona 

Jakobs et al., (1991), muchas especies del genero Trichoderma son agentes de 

control biológico potenciales contra un gran número de enfermedades. Entre 

las enzimas líticas que producen las especies de Trichoderma, se reportan a 

las quitinasas, glucanasas (Bruce et al., 1995; Benhamou y Chet, 1997), 

proteasas y celulasas; algunas están relacionadas con el fenómeno de 

antibiosis y micoparasitismo al degradar la pared celular y micoparasitar al 

hospedante (Schickler y Chet, 1997). 

Además los resultados indican que los aislamientos de Trichoderma TE-83, TE-

84 y TE-91, son los que inhibieron totalmente el crecimiento del patógeno V. 

dahliae superando a los demás. Semejantes resultados fueron obtenidos por 

Jabnoun-Khiareddine et al., (2009), sobre reducción del crecimiento radial de 

tres especies de Verticillium (V. dahlia, V. tricorpus y V. albo-atrum) con tres 

especies de Trichoderma (T. virens, T. viride y T. harzianum). 

Además otros aislamientos fueron muy efectivos en el control del patógeno 

como TE-7 y TE-20 con 61,21 % y 60.49% respectivamente. Las especies de 
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Trichoderma, tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos hongos 

fitopatogenos, como menciona Montealgre y Henriquez (1990), en donde T. 

harzianum presento un mayor valor de inhibición sobre Sclerotium rolfsii en 

pruebas in vitro. Así mismo en otros resultados reportados por Henni (1987), 

D'Ercole et al. (2000), Rafai et al. (2003) y Regragui (2005), concerniente a la 

actividad antagónica de T. harzianum contra V. dahliae; y en otros trabajos de 

Rafai et al., (2003) concerniente a T. hamatum y T. harzianum contra algunos 

patógenos de tomate, donde los metabolitos producidos por estas dos especies 

lograron reducir significativamente la esporulación, la germinación de las 

conidias y la longitud del tubo germinativo de V. dahliae y otros patógenos de 

tomate tales como F. oxysporium f. sp lycopersici y A/ternaria solani. Similares 

resultados fueron reportados por Santamarina et al., (2006), en estudios in 

vitro, sobre T. harzianum inhibiendo el desarrollo de R. solani y V. dahliae; el 

mismo autor menciona que la cepa de T. harzianum es un agente de control 

biológico potencial. En particular Trichoderma harzianum, es la especie con 

más amplio espectro de control, bajo diferentes condiciones ambientales 

(Migheli et al., 1995). Lorito et al., (1994), también corrobora este reporte, quien 

indica que la actividad quitinolitica y glucanolitica de T. harzianum parecen 

estar bilógicamente más activas y efectivas que otras enzimas de otras fuentes, 

contra un amplio rango de hongos, inhiben totalmente las esporas de varios 

hongos fitopatogenos, entre ellos, Botritis cinérea, Fusarium solani, F. 

graminearum y P. ultimum, a concentraciones de 200-300 mg/mr1 (Punja y 

Zhang, 1993). 
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En la prueba de micoparasitismo, el cuadro 6 muestra el análisis de varianza 

del porcentaje de colonización de Trichoderma endófito hacia Vertici/lium 

dahliae, donde se observa que existe diferencia significativa entre aislamientos 

de Trichoderma con un nivel de significancia de p=0,01 y con coeficiente de 

variabilidad de 22,52. Así mismo, según la prueba de Duncan el cuadro 5 y la 

figura 16 muestran las diferencias de medias del porcentaje de colonización de 

aislamientos de Trichoderma endófito en placas pre-colonizadas por Vertici/lium 

dahliae, donde se observan que 22 aislamientos de Trichoderma resultaron ser 

micoparásitos de V. dahliae, con valores obtenidos entre 1 O y 100 % de 

colonización, siendo 11 aislamientos (TE-7, TE-84, TE-91, TE-20, TE-83, TE-

102, TE-56, TE-108, TE-116, TE-54 y TE-87) micoparásitos agresivos, con 

100% de colonización al patógeno, seguido de los aislamientos TE-6, TE-72, 

TE-105, TE-67, TE-17, TE-22, TE-39 y TE-3 con valores comprendidos entre 

63,33 y 40% de colonización al patógeno, comportándose estadísticamente 

iguales entre ellos, pero superando a los aislamientos TE-97 y TE-50 con 

valores de 30 y 20% respectivamente. El aislamiento TE-18 fue el que tuvo 

menor efecto en la colonización hacia el patógeno. Mientras que los 

aislamientos que no tuvieron ningún efecto en la colonización del patógeno, 

fueron TE-81 y TE-74. 

En la prueba de micoparasitismo se detenninó la capacidad de los aislamientos 

de Trichoderma endófito de colonizar colonias de Verticillium dahliae, mediante 

la reducción del crecimiento del patógeno, para luego micoparasitar a 

Verticillium dahliae. 
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Los resultados muestran que los aislamiento que mejor colonizaron a V. 

dahliae fueron TE-7, TE-20, TE-54, TE-56, TE-83, TE-84, TE-91, TE-87, 

TE102, TE-108 y TE-116, quienes micoparasitaron al 100% al patógeno. En 

este caso Trichoderma se comportó como un eficiente hiperparásito hacía 

Verticillium dahliae. Probablemente esto se deba a que Trichoderma tiene una 

gran capacidad parasítica contra una amplia gama de patógenos, incluyendo 

Verticillium dahliae, esto coincide con lo reportado por Martins-Corder y Melo, 

1998; quienes reportan que en pruebas in vitrio Trichoderma viride y 

Trichoderma koningi mostraron un alto potencial antagónico hacia V. dahliae 

compitiendo por sustrato e hiperparásito. El mismo autor menciona que 

Trichoderma spp., causa la degradación de las hifas del hospedante través de 

la secreción de metabolitos tóxicos inhibiendo o desenvolviendo a V. dahliae, 

cuando se establece un contacto íntimo entre las hifas, el antagonista enrolla al 

hospedante, formando estructuras semejantes a ganchos, causando la 

destrucción de la pared celular, para obtener nutrientes a partir de las células 

muertas. Así mismo, Mela, 1991; Chet y Henis, 1985; menciona que las 

especies de Trichoderma pueden parasitar también microesclerosios, que son 

estructuras de resistencia producidas por V. dahliae. En otros estudios hecho 

por Reithner et al., (2005) y (Hoyos et al., 2008), mencionan que Trichoderma 

spp., son capaces de reconocer y atacar patógenos de plantas como 

Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Phytophthora spp, 

Pythium spp., y Sc/erotinia spp., con alta capacidad antagónica en niveles in 

vitrio. 
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6.2 Efecto de aislamientos de Trichoderma endófito en el control de 

Verticillium dahliae L., patógeno de Thebroma cacao a nivel de 

invernadero. 

En la fase a nivel de invernadero se evaluó la incidencia y la severidad de la 

enfermedad muerte súbita, causada por Verticillium dahliae, y en ambas 

variables también se determinó el Area Bajo la Curva del Progreso de la 

Enfermedad (AUDPC). El cuadro 8 muestra análisis de varianza del porcentaje 

de incidencia de la muerte súbita causada por Verticillium dahliae, en plantas 

de cacao de tres meses de edad, colonizadas con aislamientos de Trichoderma 

endófito, 18 días después de la inoculación (DDI) del patógeno, donde se 

observa que existen diferencia significativas (p=0,01) entre los tratamientos y 

con un coeficiente de variabilidad de 22,41. Siendo los tratamientos inoculados 

con Trichoderma quienes presentaron menor porcentaje de incidencia con 

valores comprendidos entre 20 y 90%, a comparación del tratamiento Control 

que presento 100% de incidencia. Además el cuadro 7 muestra el porcentaje 

de incidencia y el área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDCP) 

de la muerte súbita causada por Verticillium dahliae en plantas de cacao 

colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito. Siendo, el aislamiento 

TE-54 el más significativo en la reducción de la enfermedad, quien presentó el 

valor más bajo de incidencia (20%), seguido de los aislamiento TE-3 y TE-7 

con 50 y 40% de incidencia respectivamente, presentando diferencias 

significativas entre ellos. Sin embargo, los aislamientos TE-84, TE-87, TE-91, 

TE-97 y TE-108 fueron los que mayor incidencia mostraron con valores de 80 y 

90% de incidencia. Así mismo, la figura 17 y 18 muestra el AUDPC del 
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porcentaje de incidencia de la muerte súbita, donde todos los aislamientos de 

Trichoderma endófito mostraron menor AUDPC que el tratamiento Control. Los 

aislamientos que presentaron los valores más bajos de AUDPC fueron TE-54, 

TE-3 y TE-7 con valores de 130, 260 y 270 respectivamente cuyos valores de 

incidencia no superaron el 50%. Asimismo, los resultados de las evaluaciones · 

del experimento a nivel de invernadero, también muestran que los síntomas de 

marchitez, amarillamiento foliar, necrosamiento y defoliación causado por 

Verticillium dahliae fueron observados en todos los tratamientos inoculados con 

el patógeno, pero no fueron observados en el tratamiento inoculado con agua 

destilada estéril (Control 11). Las plantas que crecieron a partir de semillas 

inoculadas con aislamientos de Trichoderma endófito, mostraron menores 

valores de severidad de la muerte súbita causada por Verticillium dahliae, 18 

días después de la inoculación del patógeno, a comparación de las plantas 

obtenidas de semillas libres de Trichoderma y donde solo se inóculo al 

patógeno (Control !). 

El cuadro 1 O muestra análisis de varianza del porcentaje de severidad (%SV) 

de la muerte súbita causada por Verticillium dahliae, en plantas de cacao 

colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito, 18 DDI, donde se 

observa que existen diferencia significativas (p=0,01) entre los tratamientos. 

Siendo tratamientos inoculados con Trichoderma quienes presentaron menor 

grado de severidad, con valores comprendidos entre O, 70 y 2,28 a comparación 

del tratamiento Control con 3,06 (Cuadro 9). 
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Estos resultados indican que los tratamientos inoculados con Trichoderma 

endófito en semillas, ofrecieron alguna reducción en el avance de los síntomas 

de la enfermedad en plantas de cacao de tres meses de edad. De este modo el 

aislamiento TE-54, fue el que mostró mayor reducción del progreso de la 

enfermedad obteniendo valores de 20 % de incidencia y 13,06 % de severidad 

después de 18 días de la inoculación de Verticillium dahliae, seguido de los 

aislamientos TE-3 y TE-7 que tuvieron valores de incidencia de 50 y 40 % 

respectivamente, valores de severidad de 23,92 y 22,79% respectivamente. 

Similares resultados fueron reportados por Hanson (2000), donde menciona 

que el uso de dos cepas de Trichoderma virens (G4 y G-6) demostraron reducir 

la severidad de la enfermedad de marchitamiento causada por Verticillium 

dahliae en plantas algodón cultivar Rowden, al 18 % para el G-4 y al 16 % para 

G-6. Esto probablemente se deba a la capacidad de Trichoderma además ser 

antagonista a ciertos patógenos, también puede inducir resistencia en plantas, 

activando genes que están relacionados con brindar resistencia patogénica en 

las plantas. Como menciona, Yedidia et a/.,(2001) demostrando que la 

inoculación T. harzianum (T-203) en raíces de pepino, inducia resistencia en la 

planta, al encontrar que las plantas tratadas con un producto químico inductor 

de resistencia (ácido 2,6-dicloroisonicotínico) mostraban respuestas similares 

en defensa, con las plantas inoculadas con el agente de biocontrol. En otros 

estudios relacionas a Trichoderma y Verticillium dahliae, Jabnoun et al., (2009), 

encontró que cepas de Trichoderma harzianum, Trichoderma virens y 

Trichoderma viride, redujeron la severidad de la enfermedad causada por V. 

dahliae en más del 60 %, en plantas de tomate cv Ventura, a los 60 días 

78 



después del trasplante. Jiménez et al., (2009) menciona también que el 

producto Biotec a base de dos especies; T. asperellus y T. gamsii redujeron en 

un 60% el desarrollo de Verticilosis causada por Verlicillium dahliae en 

plantones de olivo. 

El progreso de la enfermedad del porcentaje de incidencia se puede observar 

la figura 17 y en el anexo 1, donde en el aislamiento TE-54, la incidencia de la 

enfermedad no se incrementó desde los 12 días después de la inoculación 

(001) del patógeno (Aparición de los primeros síntomas) hasta los 18 DDI 

(Término del experimento). Sin embargo, los aislamientos TE-3 y TE-7 con 

valores de AUOPC 260 y 270 respectivamente, no fueron proporcionales al 

porcentaje de incidencia. Así mismo, en el anexo 1 se puede observar que el 

inicio de la enfermedad (8 001) del TE-3 fue bajo (10% incidencia) y con un 

avance lento hasta los 12 001, incrementándose la incidencia al 40% a los 14 

001, manteniéndose así hasta los 17 001 y al termino del experimento alcanzó 

el 50% de incidencia, mientras que, en el aislamiento TE-7 el inicio del 

desarrollo de la enfermedad fue tardía (11 001) con 30% de incidencia y el 

avance fue rápido, alcanzando a los 14 001 el 40% de incidencia hasta el final 

del experimento. Por otra parte TE-91 y TE-97 mostraron alta incidencia (90%), 

cuyos valores de AUOPC fueron 365 y 445 respectivamente; el mayor AUOPC 

del TE-97, se debió a la temprana aparición de la enfermedad (7 ODI) y el 

incremento progresivo de la incidencia; iniciando el desarrollo de la enfermedad 

con 10% hasta los 10 001, con un incrementos de 40 y 50 % a los 11 y 12 001 

respectivamente, alcanzando finalmente el 90 % a los 16 001. Sin embargo, el 
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inicio de la enfermedad con TE-91 fue a los 12 DDI con 20% de incidencia, a 

los 14 DDI presento un incremento rápido llegando al 60 %, y 90% en el último 

día de evaluación (18 DDI). Así mismo, TE-84, TE-87 y TE-108 presentaron 80 

% de incidencia, pero diferentes valores de AUDPC con 420, 400 y 370 

respectivamente. TE-84 resulto con mayor AUDPC, debido a que el inicio del 

progreso de la enfermedad fue temprana (9 DDI) con 10% de incidencia, 

teniendo un incremento progresivo de 40, 50 y 80% de incidencia, a los 12, 14 

y 16 DDI respectivamente. Mientras que TE-87 tuvo un inicio de la enfermedad 

tardío a los 12 DDI con 40 %, incrementando al 60 y 80 % a los 14 y 16 DDI 

respectivamente, en cambio TE-108 tuvo bajo inicio del desarrollo de la 

enfermedad, con 1 O % de incidencia a los 11 DDI, incrementando luego al 30, 

60, 70, y 80% de incidencia de la enfermedad a los 12, 14, 16 y 18 DDI 

respectivamente. 

En la figura 19 muestra la relación del porcentaje de severidad de la 

enfermedad y el AUDPC, en donde todos los tratamientos inoculadas con 

Trichoderma presentaron valores menores, comprendidos entre 13,06 y 

44,31% de severidad, y valores de AUDPC entre 54,32y141,13 a comparación 

del tratamiento Control que obtuvo 59,82% de severidad y 226,72 de AUDPC. 

Así mismo, en la figura 20 y el anexo 2, se observa el AUDPC del porcentaje 

de severidad de la muerte súbita, a los 12, 14, 16, y 18 DDI de Verticillíum 

dahliae, en plantas de cacao de tres meses de edad, colonizadas con 

aislamientos de Tríchoderma endófito. Donde el aislamiento TE-54 con 13,06% 

de severidad fue el que obtuvo el menor valor de AUDPC (54,32), siendo el 
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más efectivo en la reducción de la enfermedad hasta 18 001, se observa que 

en este aislamiento el progreso de la severidad de la enfermedad fue lento, con 

1,71; 9,37; 10,41 y 13,06% a los 12, 14, 16 y 18 001 respectivamente, 

resultando tener un bajo AUOPC. Así mismo, los aislamientos TE-3, TE-7, TE-

91 y TE-108, con porcentaje de severidad de 23,92; 22,79; 29,76 y 27,91% 

respectivamente, obtuvieron valores de AUOPC entre 66,48 y 100, 14, siendo 

TE-7 con menor porcentaje de severidad, pero presento mayor AUDPC 

( 100, 14), esto se debe a que el progreso de la severidad de la enfermedad se 

dio de manera más agresiva, iniciando con 8,09% de severidad a los 12 ODI, 

incrementándose rápidamente al 16,43% a los 14 001, posteriormente 

alcanzando el 18,2 y 22, 79% a los 16 y 18 001 respectivamente. Mientras que 

en TE-3 con 66,48 fue el que obtuvo menor AUOPC de todos los aislamientos 

antes mencionados, debido a que el progreso de la severidad fue lenta 

iniciando con 2,99 % a los 12 ODI, incrementándose al 6,93 % a los 14 ODI, 

seguido de un 12,85% en los dos siguientes días y finalmente superando al TE-

7, alcanzando el 23,92% de severidad a los 18 001. Por otro lado TE-84, TE-87 

y TE-97 con valores de 37,04; 44,31 y 38,05% de severidad respectivamente, 

fueron los aislamientos de Tríchoderma que presentaron mayor AUOPC, 

alcanzando hasta los 18 001, valores de 111,87; 128,87 y 147,13 

respectivamente; así mismo, se observa que estos aislamientos mencionados 

casi tuvieron la misma tendencia de la curva del progreso de la enfermedad, 

siendo TE-97 quien presento mayor AUOPC, debido a la temprana aparición 

de la enfermedad, con 10% a los 7 001 (anexo 2) y con 8,97% de severidad a 

los 12 ODI, incrementando al 16,58% a los 14 001, para luego incrementar 
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rápidamente al 30,48% de severidad a los 16 DDI y finalmente alcanzar el 

38,05% a los 18 DDI. 

En cuanto a las evaluaciones realizadas con respecto al desarrollo de planta, el 

cuadro 14, muestra el análisis de varianza del crecimiento de las plantas de 

cacao, colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito, después de 18 

DDI del patógeno, a un nivel de significancia de 0,01 y con un coeficiente de 

variabilidad de 3,68, indicando que no existió diferencias significativas entre 

tratamientos. Asi mismo en el cuadro 13 y la figura 22 se puede observar que 

todos los tratamientos evaluados se comportaron estadisticamente iguales; 

pero que si huvo diferencias numericas entre tratamientos, según la prueba de 

rango multiple Duncan (p=0,01). Donde los valores mas altos en altura de 

planta, generaron los aislamientos TE-87 y TE-54 con 34, 19 y 34, 15 

centimetros respectivamente, seguido de los aislamientos TE-84 y TE-3 con 

valores de 33, 7 4 y 33, 1 O centímetros respectivamente. Así mismo, los 

asilamientos TE-97, TE-7 y TE-91 generando crecimiento en planta con 32,98; 

32,84 y 32,82 centímetros respectivamente. Mientras que, el aislamiento TE-

108 fue el que género menor altura de planta, con 31, 12 centímetros, siendo 

superado por los controles; control 1 y control 11 con 32,38 y 31,6 centímetros 

respectivamente. Estos resultados son corroborados por (Yedidia et al., 2003), 

en estudios de resistencia sistémica adquirida a fitopatógenos en respuesta a 

la interacción planta-Trichoderma, revelaron la acumulación de m-RNAs, 

asociados a genes de defensa involucrados en la producción y acumulación de 

fitoalexinas, habiéndose demostrado que este mecanismo no está relacionado 
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con la estimulación de crecimiento. Pese a todos los estudios disponibles, la 

naturaleza genética y molecular de estos efectos no ha sido explicada 

(Harman et al., 2004). Así mismo Hanson (2000), menciona que la inoculación 

de Verticillium dahliae condujo a una reducción en la altura de plantas de 

algodón, en todos los tratamientos con Trichoderma en semillas, en dos 

cultivares Rowden y Deltapine 50, donde las cepas G-4 y G-6 (Trichoderrna 

virens) no tuvieron efecto significativo en la altura de planta, en el cultivar 

Rowden, inoculado con V. dahliae. El mismo autor menciona que la cepa G-4 si 

tuvo efecto significativo en la altura en el cultivar Deltapine 50 inoculada con el 

patógeno. Semejante trabajo realizó Jabnoun et al., (2009) encontrando que 

cepas de T. harzianum, T. virens y T. viride no tuvieron resultados significativos 

en la altura de plantas en tomate cv Ventura, a los 60 días después del 

trasplante, en un sustrato infestado con Verticillium dahliae, resultando ser 

estadísticamente iguales a los tratamientos sin Trichoderma y sin V. dahliae; y 

con V. dahliae y sin Trichoderma. 

Los resultados muestran también en el cuadro 12, el análisis de varianza de la 

longitud de raíz de plantas de cacao de tres meses de edad colonizadas con 

aislamientos de Trichoderma endófito, a los 18 DDI de Verticillium dahliae, 

indicando que existe diferencia significativa entre tratamientos con un nivel de 

significancia de p=0.01 y con un coeficiente de variabilidad de 5,88. Así mismo, 

en el cuadro 11 y en la figura 21 muestra las diferencias significativas entre los 

tratamientos según la prueba de rango múltiple Duncan, donde se observa que 

el aislamiento TE-84 fue el único que presento mayor valor de longitud de raíz, 

83 



llegando a 1074,79 centímetros, pero no presento diferencias significativas con 

los Controles (Control 1 con 1057, 16 cm y Control 11 con 1049,99 cm) y los 

aislamientos TE-91 y TE-97 con 1046,2 y 1010,20 centímetros 

respectivamente. Así mismo, los aislamientos TE-87 y TE-54 con 983,29 y 

939,97 centímetros no mostraron diferencias significativas y resultaron ser 

superior a TE-3, quien tuvo 910,99 centímetro. Mientras que el aislamiento TE-

7 con 788,28 centímetros de longitud de raíz, resulto ser superior y 

estadísticamente diferente a TE-108 con 731,64 centímetros y fue el 

tratamiento con el valor más bajo de longitud radicular. Estos resultados son 

similares a los obtenido por otros autores, donde mencionan que Trichoderma 

tuvo efecto en el incremento del sistema radicular después de su aplicación, en 

distintos cultivos (Harman, 2000; Kleifeld y Chet, 1992). 

El cuadro 16 muestra el análisis de varianza del peso seco aéreo (PS-A) y peso 

seco de raíz (PS-R) de plantas de cacao, colonizadas con aislamientos de 

Trichoderma endófito, 18 DDI de Verticil/ium dahliae,donde indica que existió 

diferencias significativas entre tratamientos, para ambos variables, al p=0,01 de 

significancia, con 3,84 y 5,56 de coeficiente de variabilidad para PS-A y PSA-R 

respectivamente. Asi mismo, en el cuadro 15 y figura 23 se observa que en 

ambas variables de evaluación el tratamiento Control 11 con 4,54 y 1,31 gramos 

para PS-A y PS-R respectivamente, se diferencia claramente de los demás 

tratamientos, siendo el que genero mayor peso de biomasa seca, en 

comparación con los demás tratamientos, seguido de los aislamientos TE-3 y 

TE-91 con 3,99 y 3,83 gramos respectivamente y estadísticamente iguales, 
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fueron los aislamientos que generaron mayor PS-A a comparación de los 

demás aislamientos. Del mismo modo, los aislamientos que generaron mayor 

PS-R fueron TE-3, TE-54 y TE-97 con valores de 1, 18; 1,21 y 1, 16 gramos 

respectivamente, también comportándose estadísticamente iguales. Mientras 

que, los aislamiento TE-7, TE-54, TE-84, TE-87, TE-97, TE-108 y el tratamiento 

CONTROL 1, con valores de 3, 17; 3,60; 3,49; 3,67; 3,40; 3,72 y 3,71 gramos 

respectivamente, no presentaron diferencias significativas, y al mismo tiempo 

fueron los tratamientos que generaron menor PS-A. Por otra parte, los 

aislamientos TE-84, TE-91, TE-108 y el CONTROL 1 con valores de 0,89; 0,99; 

0,93 y 1,03 gramos respectivamente, superaron estadísticamente en PS-R a 

los aislamientos TE-:-7 y TE- 87 con 0.80 y 0.84 gramos respectivamente. 

Jabnoun et al., (2009), encontraron semejantes resultados, en plantas de 

tomate cv Ventura, obtenidas a partir de semillas de tratadas con especies de 

Trichoderma, a los 90 días después del transplante in un suelo infestado con 

Verticillium dahliae; obtuvieron incremento del peso de la biomasa aérea en 

más del 50 % comparadas con el tratamiento control infestado. Mientras que 

para el PS-R los aislamientos que generaron mayor biomasa fueron TE-54, TE-

3 y TE-97 con valores de 1,21; 1,16 y 1,18 gramos respectivamente. Estos 

resultados coinciden con los señalados por Donoso et al., (2008), Yedidia et al., 

(2001) y Windham et al., (1986) quienes mencionan que la aplicación de T. 

harzianum en semillero o en el transplante, incremento en el desarrollo de la 

planta y el sistema radical, debido a la producción de factores que pueden 

estimular el crecimiento y aumentar la capacidad de las raíces en aprovechar 

los nutrientes. Adicionalmente, este mejoramiento en el desarrollo de la planta 
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y las raíces puede favorecer el control de hongos que pueden causar 

enfermedades (Donoso et al., 2008; Torres et al., 2008; Benítez et al., 2004; 

Lo et al., 1997). 
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VII. CONCLUSIONES 

7.1 En la prueba de antibiosis los aislamientos que completamente inhibieron el 

crecimiento micelial de V. dahlíae fueron los aislamientos TE-83, TE-84 y TE-

91, seguido de TE-7, y TE-20 con 61,21% y 60,49% de inhibición micelial de 

V. dahliae; mientras que los aislamientos TE-7 4 y TE-39 no obtuvieron efecto 

en el control de V. dahliae. 

7.2 En la prueba de micoparasitismo los aislamientos que completamente 

colonizaron cultivos de Verticillium dahliae fueron TE-7, TE-20, TE-54, TE-56, 

TE-, TE-84, TE-91, TE-87, TE-102, TE-108, TE-116, seguido de TE-6 con 

63,33% de colonización. 

7.3 En la prueba de biocontrol en invernadero, el aislamiento TE-54 fue el que 

mayor redujo la enfermedad con valores promedios de 20 % de incidencia y 

13,06 % de severidad; seguido de TE-3 y TE-7 con valores de incidencia de 

50 y 40% respectivamente, y valores de severidad con 23,92 y 22, 79% 

respectivamente; a comparación del tratamiento Control 1 que obtuvo valores 

de incidencia y severidad de 100 y 59,82 % respectivamente. 

7.4 El aislamiento que genero mayor crecimiento radicular fue TE-84 con 

1074,79, superando numéricamente al control 1, Control 11 y a los demás 

aislamientos. 
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7 .5 Todos los plantones de cacao donde se inóculo los aislamientos de 

Trichoderma y los controles, no mostraron diferencias significativas en cuanto 

a la altura de planta, comportándose estadísticamente iguales. 

7.6 En cuanto a la biomasa, el aislamiento TE-3 y TE-91 fueron los que genero 

mayor biomasa aérea (PS-A) con valores de 3,99 y 3,83 gramos 

respectivamente, mientras que, TE-54, TE-97 y TE-3 fueron los aislamientos 

que generaron mayor biomasa seca radicular (PS-R) con 1,21; 1,16 y 1,18 

gramos respectivamente, a comparación de los demás aislamientos y el 

Control 1 que obtuvo en PS-A y PS-R valores promedios de 3,71 y 1,03 

gramos respectivamente. 
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VIII. RECOMENDACIONES 

8.1 Identificar los metabolitos secundarios de los aislamientos de Trichoderma 

endófito que está inhibiendo el crecimiento micelial de Verticillium dahliae. 

8.2 Evaluar la eficiencia de caldos de cultivo en la obtención de metabolitos 

secundarios antifúngicos de los mejores tratamientos (TE-54, TE-3 y TE-7) 

para el control de Verticillium dahliae. 

8.3 Evaluar el control de Verticillium dahliae con los mejores tratamientos (TE-54, 

TE-3 y TE-7) en diferentes genotipos de cacao. 

8.4 Evaluar la respuesta de las plantas colonizadas con aislamientos de 

Trichoderma endófito en campo infestado con Verticillium dahliae. 

8.5 Realizar pruebas de control de la muerte súbita con los mejores tratamientos 

(TE-54, TE-3 y TE-7) en condiciones de campo. 

8.6 Determinar el porcentaje de infección de Verticillium dahliae en plantas de 

cacao colonizadas con Trichoderma endófito. 
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RESUMEN 

La muerte repentina o muerte súbita causada por Verticillium dahliae L. es una de 

las enfermedades importantes en cacao, y es difícil de controlar, debido a que el 

patógeno sobrevive prolongadamente en el suelo, y los tratamientos químicos 

resultan ineficaces. El control biológico, es una alternativa de solución al uso 

excesivo de pesticidas y reducir la contaminación ambiental. Siendo, el hongo 

Trichoderma sp., un eficiente controlador biológico, debido a su capacidad de 

colonizar sustratos rápidamente, inducir resistencia sistémica adquirida en plantas, 

promover el crecimiento vegetal y poseer actividad antagónica contra un amplio 

rango de hongos patógenos. El presente trabajo se realizó con el objetivo de 

determinar el efecto de aislamientos de Tríchoderma endófito en el control de 

Verticil/ium dahliae L., patógeno de Theobroma cacao. Se utilizaron 24 aislamientos 

de TE pertenecientes a siete especies con referencia de ser biocontroladores, que 

fueron proporcionados por el Laboratorio de Fitopatología del ICT. Se realizaron 

pruebas de antibiosis y micoparasitismo, para determinar la capacidad antagónica in 

vitro de Trichoderma spp endófito (TE) sobre V. dahlia; para lo cual se produjo 

metabolitos secundarios antifungicos de Trichoderma spp., en caldo MIN para 

evaluar el porcentaje de inhibición micelial del patógeno, y se empleo el método de 

placa pre-colonizada para evaluar el porcentaje de colonización de Trichoderma 

spp., hacia el patógeno. Los metabolitos obtenidos de los aislamientos de TE-83, 

TE-84 y TE-91 fueron los que completamente inhibieron el crecimiento micelial de 

V.dahliae, seguido de TE-7 y TE-20 con 61.21% y 60.49% respectivamente. Sin 

embargo, TE-74 y TE-39 no tuvieron efecto en el control del patógeno. En la prueba 

de micoparasitismo, los aislamientos que completamente colonizaron cultivos de V. 



dahliae fueron TE-7, TE-84, T91, TE-20, TE-83, TE-102, TE-54, TE-56, TE-116, TE-

108, y TE-87, seguido de TE- 6 con 63,33% de colonización a comparación de los 

demás aislamientos de TE que colonizaron menos del 60%. En la prueba de 

biocontrol en invernadero, el aislamiento TE-54 fue el que mayor redujo la 

enfermedad con valores promedios de 20 % de incidencia y 11,65 % de severidad; 

·seguido de TE-3 y TE-7 con valores de de incidencia de 50 y 40 % respectivamente, 

y valores de severidad con 23,41 y 22,51% respectivamente; a comparación del 

tratamiento Control 1 que obtuvo valores de incidencia y severidad de 100 y 60, 17 % 

respectivamente. Mientras que, los aislamientos que generaron mayor crecimiento 

radicular fueron TE-84 y TE-91 con 1083.5 y 1046.02 centímetros respectivamente, 

a comparación de los demás aislamientos. En cuanto a la biomasa seca, los 

aislamientos TE-3 y TE-91 fueron los que generaron mayor biomasa aérea (PS-A) 

con valores de 3,96 y 3,81gramos respectivamente, mientras que, TE-54, TE-97 y 

TE-3 fueron los aislamientos que generaron mayor biomasa seca radicular (PS-R) 

con 1, 21; 1, 18 y 1, 17 gramos respectivamente, a comparación de los demás 

aislamientos y el Control 1 que obtuvo en PS-A y PS-R valores promedios de 3,67 y 

1,01 gramos respectivamente. 



SUMMARY 

Verticillium wilt caused by Verticillium dahliae L., is an important disease of cocoa 

and it is difficult to control, and it is difficult to control, because the pathogen survives 

hold on the soil, and chemical treatments are ineffective. Biological control is an 

alternativa solution to the overuse of pesticidas and reduces environmental 

contamination. Still, the fungus Trichoderma sp., an efficient biological 

control because of its ability to coloniza substrates rapidly, induce systemic acquired 

resistance in plants, plant growth promoting and possess antagonistic activity against 

a broad range of pathogenic fungi. This work was carried out to determine the 

effect of endophyte Trichoderma insolates in the control of Verticillium dahliae L., 

pathogen of Theobroma cacao. We used 24 isolates of seven species belonging 

to TE with reference to being biocontrols, which were provided by the Pathology 

Laboratory of ICT. were tested of antibiosis and mycoparasitism, to determine the in 

vitro antagonistic ability of endophyte Trichoderma spp (ET) on V. dahliae, for 

which there was antifungal secondary metabolites of Trichoderma spp., MIN broth to 

assess the percentage of mycelial inhibition of the pathogen, and use the method 

of pre-colonized petri dishes to assess the percentage of colonization 

of Trichoderma spp., to the pathogen. The metabolites obtained from isolates of ET-

83, ET-84 and ET-91 were those that completely 

inhibited of V.dahliae mycelial growth, followed by ET-7 and ET-20 with 61,21% and 

60,49% respectively. However, ET-74 and ET-39 had no effect in controlling 

thepathogen. Mycoparasitism in testing, the isolates completely colonizad cultures 

ofV. dahliaewere ET-7, ET-84, ET-91, ET-20, ET-83, ET-102, ET-54, ET-56, ET-



116, ET-108 and ET-87, followed by ET-6 colonization with 63,33%, compared 

with other isolates that colonized ET less than 60%. In the test in greenhuose 

biocontrol, the ET-54 was isolated which reduced the disease higher with values 

of 20% incidence and severity 11,65 %; followed ET and ET-3 and ET-7 with 

valued incidence 50 and 40% respectively, and severity values with 22,51 and 

23,41 % respectively comparaed to Control 1 treatment that received incidence and 

severity values of 100 and 60. 17 % respectively. While the isolates producing 

more root growth were TE-84 and ET-91 with 1083,5 and and 

1046,02 cm respectively, compared with other isolates. in terms of dry biomass, 

isolates ET-3 and ET-91 were those that generated greater air dry weight (OW-A) 

with values of 3,96 and 3,81 grams respectively, while, ET-54, ET -97 and ET-3 

isolates were producing more root dry biomass (DW-R) with 1,21; 1, 18 and 

1, 17 grams respectively, compared with other isolates and the control 

1 that was in DW-A and DW-R average values of 3,67 and 1,01 grams respectively. 
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Anexo 1 

Progreso de la incidencia y AUDPC de la muerte súbita causada por 
Verticillium dahliae en plantas de cacao de tres meses de edad colonizadas 
con aislamientos de Trichoderma endófito. 

DÍAS DESPUES DE LA INOCULACIÓN (DDI) DEL PATÓGENOª 
Aislamientob 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 AUDPC" 

TE-3 10 10 10 10 20 20 40 40 40 40 so 260 

TE-7 30 30 30 40 40 40 40 40 270 

TE-54 20 20 20 20 20 20 20 130 

TE-84 10 10 10 40 40 so 60 80 80 80 420 

TE-87 40 40 60 60 80 80 80 400 

TE-91 20 20 60 60 80 80 90 365 

TE-97 10 10 10 10 40 50 50 so 50 90 90 90 490 

TE-108 10 30 30 60 60 70 70 80 370 

CONTROLd 30 40 70 70 100 100 100 100 100 660 

ª Incidencia de la enfermedad expresados en porcentaje, teniendo 1 O repeticiones por tratamiento y 
evaluadas durante 18 días después de la inoculación del patógeno. 

e Aislamientos de Tríchoderma endófito, inoculadas en semillas de cacao. 
d Área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) del porcentaje de incidencia de la 

enfermedad a los 18 DDI. Calculado mediante la siguiente fórmula: 
AlmPr. = )~!'-1~ lf Y:+ y,..:, ..... \x(t= ... _ t,m , en donde X;= porcentaje de incidencia observados; 
tp tiempo (días entre cada evaluación) 

d Tratamiento testigo donde no se inoculó Tríchoderma endófito, pero si al patógeno. 



Anexo2 

Progreso de la severidad y AUDPC de la muerte súbita causada por 
Verticillium dahliae en plantas de cacao de tres meses de edad, 
colonizadas con aislamientos de Trichoderma endófito. 

Severidad de la enfermedad 

Grado de severidad (001)8 Porcentaje de severidad (OOl)b 
Aislamientosc 

AUOPci 12 14 16 18 AUOPC" 
12 14 16 18 

TE-3 
0,23 0,43 0,76 1,28 3.82 2,99 6,93 12,85 23,92 66.47 

TE-7 
0,52 0,88 1,02 1,19 5.45 8,09 16,43 18,2 22,79 100.14 

TE-54 
0,13 0,51 0,6 0,7 2.75 1,71 9,37 10,41 13,06 54.33 

TE-84 
0,38 0,77 1,36 2,04 6.53 6,28 12,7 21,32 37,04 111.86 

TE-87 
0,31 0,97 1,51 2,28 7.55 4,11 15,3 24,92 44,31 128.86 

TE-91 
0,2 0,74 1,14 1,72 5.50 2,58 10,95 17,46 29,76 89.16 

TE-97 
0,54 1,05 1,73 2,13 8.47 8,97 16,58 30,48 38,05 141.14 

TE-108 0,19 0,62 1,00 1,66 5.60 2,41 9,09 16,02 27,91 80.54 

CONTROLt 0,92 1,91 2,34 3,06 12.76 15,67 33,83 41,79 59,82 226.73 

ª Severidad de la enfermedad expresados en grados, evaluados bajo una escala de 0-4, 
en 4 fechas (12, 14, 16 y 18 días después de la inoculación del patógeno) en plantas 
de cacao de tres meses de edad, colonizadas con aislamientos de Trichoderma 
endófito. 

b Severidad de la enfermedad expresados en porcentaje, valores transformados del 
grado de severidad, de 4 fechas (12, 14, 16 y 18 días después de la inoculación del 
patógeno) en plantas de cacao de tres meses de edad, colonizadas con aislamientos 
de Trichoderma endófito. 

e Aislamientos de Trichoderma endófito, inoculadas en semillas de cacao. 
d Área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUOPC) del grado de severidad a 

los 18 001. 
e Área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUOPC) del porcentaje de severidad 

a los 18 001. 
t Tratamiento testigo donde no se inoculó Trichoderma endófito, pero sí al patógeno. 



Anexo 3 
Prueba de antibiosis. Efecto de los metabolitos secundarios de Trichoderma endófito, en la inhibición del crecimiento 
micelial de Verticillium dahliae en medio PSA. Cada placa representa un tratamiento. 



Anexo4 

Prueba de micoparasitismo. Efecto de aislamientos de Trichoderma endófito sobre cultivos de Verticil/ium dahliae 
después de 15 días de la siembra. 
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Anexo 5 

Prueba de micoparasitismo. Crecimiento de Trichoderma y V. dahliae en medio PSA, 7 días después del reaislamiento de 
las placas precolonizadas. 
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Anexo 6 
Efecto de los aislamientos de Trichoderma endofito en el crecimiento radicular en plantas de tres meses de edad, 18 dias 
despues de la inoculacion de Vertcillium dahliae. TE (aislamientos de Trichoderma endofito), CONTROL 1 (sin Trichoderma 
y con Verticillium dahliae) CONTROL 11 (Sin Trichodermna y sin Verticillium dahliae). 
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Anexo 7 

Progreso de los sintomas de la severidad de la Muerte Subita causada por Verticillium dahliae en plantas de cacao de tres 
meses, durante 18 dias despues de la inoculacion del patogeno. 
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G-0). Grado cero, no se observan sintomas tipo de marchitamiento. G-1 ). lnclinacion del pedinculo de las hojas superiores y jovenes. G-2). El 
marchitamiento esta acompañado por sintomas de clorosis y amarillamiento foliar. G-3). Mas del 50 % de la hoja muestra sintomas de clorosis y 
arrugamientos G-4). Las hojas cloroticas se secan y cae debido al avance de la enfermedad y muerte de la planta. 



Anexo 8 

Analisis de suelo utilizado para la producion de planatones de cacao Theobroma cacao. 
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