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I. INTRODUCCION

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.), ademas de considerarse un cultivo
proteccionista, esta ligado a la historia econémico-social de toda la subregion.
La superficie ocupada, sembrada como monocultivo o como parte del
complejo sistema de produccion campesina es variable en los diferentes
paises de Sudamérica. Para el Ecuador el cacao representa uno de los
principales productos generadores de divisas (SICA, 2006).

El cultivo ofrece halagadores perspectivas; principalmente para el cacao
Nacional sabor “arriba” poseedor de un “aroma” apetecido para la industria
extranjera; esta caracteristica asegura el mercado internacional y es

conveniente continuar manteniéndola como un legado de la naturaleza.

Uno de los problemas fundamentales que enfrenta el cultivo es el bajo
rendimiento, estimado entre 250 a 300 kg/ha/afioc (ANECACAO, 2006),
considerado uno de los mas bajos comparado con otros paises productores,
debiéndose entre otros factores al efecto acumulado del ataque severo de
enfermedades fungosas, consecuencia de un manejo muy pobre o

inexistente.

El cacao como cualquier organismo viviente es susceptible al ataque por
microorganismos que alteran su desarrollo, causando una o Vvarias
enfermedades, una de las principales es la escoba de bruja, causada por
Moniliophthora perniciosa. Esta enfermedad provoca pérdidas del 40 al 70%
de la produccién, sin tomar en cuenta la reduccién del vigor de la planta por el

ataque a brotes, entrenudos y cojinetes florales.

Hasta el momento el mejor control para esta enfermedad es el manejo
integrado del cultivo, que incluye podas anuales, adecuada fertilizacion,
remocién semanal de frutos enfermos y aplicacion de productos quimicos

protectores y agentes de biocontrol.



La agricultura actual demanda la reduccion de plaguicidas quimicos y la
introduccién a sistemas sostenibles, una de cuyas alternativas es el uso de

agentes biorracionales, para el control de plagas y enfermedades.

Los Biorracionales son sustancias que se derivan de microorganismo, plantas
o minerales. También pueden ser sustancias sintéticas similares o idénticas a
otras que se encuentren en la naturaleza. Estos se caracterizan por tener una
toxicidad muy baja para los humanos y otros vertebrados, descomponerse en
pocas horas después de aplicados o ser especifico para lo que deseamos
controlar. Por esta razén son ambientalmente benignos. Su efecto en la vida
silvestre y en el medio ambiente es menos perjudicial que los plaguicidas
convencionales. Este tipo de productos ha empezado a proliferan en el medio
pero existe muy poca informacion cientifica al respeto.



A. Justificacion.

La produccién de cacao en el Ecuador se encuentra muy ligada a las
condiciones ambientales y esto es determinante para un aumento en la
calidad del producto. Sin embargo, existen muchos factores que limitan la
produccion, uno de esto se debe a la presencia de diversas enfermedades
que producen dafios, entre ella la escoba bruja. Como en todas las
enfermedades de cultivos quizas la alternativa mas usada por el productor

son los fungicidas.

Los plaguicidas quimicos son contaminantes para el medio ambiente y el
control a veces de eficacia dudosa. Se estima que los productos
denominados biorracionales presentan una alternativa de control barata,
efectiva, permanente y que no interfiere negativamente con otros procesos
del ecosistema, sin embargo es poco lo que se conoce sobre los mismos aun

cuando se expenden mas o menos libres en el pais.

Considerando que la composicion, origen y bajo impacto ambiental hace de
estos una buena opcion, la presente investigacion tiene como principal
objetivo evaluar algunos de los diferentes productos biorracionales
disponibles en el mercado local, para el manejo de la escoba bruja, en cacao

sobre todo a nivel de vivero y plantas jévenes.



B. Objetivos:

1. General

o Seleccionar productos alternativos, eficientes para el control de

escoba bruja M. perniciosa en cacao.

2. Especificos

o Determinar la eficiencia de productos biorracionales sobre M.

perniciosa a nivel de laboratorio e invernadero
o Evaluar el efecto de algunos de los productos biorracionales

existentes en el mercado nacional como supresores de

basidiocarpos de M. perniciosa.

C. Hipotesis

Productos biorracionales existentes en el mercado controlan, eficazmente la

escoba de bruja en el cacao, especialmente a nivel de vivero.



ll. REVISION DE LITERATURA

A. Enfermedades del cacao

Las enfermedades son el principal factor limitante en la produccion de cacao, y

para nuestras condiciones tres son los principales organismos patogénicos:

Moniliophthora perniciosa agente causal de la enfermedad “Escoba de Bruja”,
ataca principalmente tejidos meristematicos en crecimiento activo, induciendo a un
desarrollo anormal y gigantesco (hipertrofias e hiperplastias) (Suarez y Delgado,
1993); Moniliophthora roreri infecta solo a mazorcas, principalmente en las
primeras etapas de crecimiento (Enriquez, 2004); las dos enfermedades
permanecen epidémicas y causan alrededor del 60% de pérdidas de cosecha
potencial, elevandose al 81% en afios o0 regiones particularmente malos (Suarez,
1996); y Ceratocystis cacaofunesta que ataca la zona del cambium y xilema
causando la muerte del arbol (Angamarca, 2007).

B. ESCOBA DE BRUJA

1. Agentes causal

La enfermedad conocida como “Escoba de bruja” fue descrita primero por Stahel
en 1915, denominandola Marasmius perniciosa Stahel, sin embargo en estudios
realizados por Singer en 1942 fue renombrada a Crinipellis perniciosa (Stahel)

Singer.

Con este nombre fue conocido hasta antes del 2005, cuando en estudios
realizados por Aime y Phillips-Mora (2005) utilizando secuencias de ADN,

demostraron la existencia de una estrecha relacion con el patdgeno Moniliopthora



roreri, y a la vez, mas distante de especies del tipo Crinipellis, denominandolo
Moniliopthora perniciosa (Stahel) Aime y Phillips-Mora, en esta, al igual que en las

Gltimas investigaciones se hara menciéon del nuevo nombre del género.

2. Descripcion morfolégica de estructuras sexuales del patdbgeno

El pileo es de color purpura intenso, pero se torna mas claro con la edad, algo
convexo y deprimido en el centro, donde también presenta un color mas intenso,
su didmetro completamente expandido varia de 5-30mm y presenta surcos
radiales. La Lamela: es blanquecina y gruesa (0,2 mm), generalmente con 15 o
mas laminillas, que corresponden a los surcos del pileo. El estipe es hueco y mide
de 5 a 10 mm, su color es blanco cremoso, excepto en la parte engrosada de la
base que es de color pardo. Las basidias producen cuatro esporas uninucleadas y
el resto del himenio es de forma similar al de otros basidiomicetos (Holliday, 1980;
Suarez y Delgado, 1993).

3. Clasificacion taxondmica

La clasificacion taxondmica de M. perniciosa (Stahel) Aime y Phillips-Mora,

segun Meinhardt., et al (2008) es la siguiente:
Super-reino: Eukaryota

Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota

Subphylum: Agaromycota

Clase: Agaricomycetes

Subclase: Agaricomycetidae



Orden: Agaricale
Familia. Marasmiaceae
Género: Moniliophthora

Especie: perniciosa.

4. Origen y distribucién

El origen de la enfermedad ha sido por mucho tiempo objeto de especulacion,
siendo la teoria mas aceptada y difundida la que establece que la enfermedad es
endémica del valle amazonico y de ahi fue diseminada a otras areas (Suérez,
1993).

La enfermedad fue reportada en Guyana (1906), Colombia (1917), Ecuador
(1921), Trinidad (1928), Tobago (1939), Grenada (1948), Sta. Vicente (1988),
Panama (1989) y Brazil, en el estado de Bahia (1989) (Purdy y Smith, 1996;
Wheeler y Suéarez, 1993).

El patbgeno se encuentra localizado en las principales areas cacaoteras de
América Latina, con excepcion de Centroamérica al norte del Istmo de Panama,
incluyendo México (Suarez, 1993).

La diversidad de hospederos de M. perniciosa incluye especies de los géneros:
Theobroma spp. y Herrania spp (Malvaceae) (Evans, 1978). También se ha
encontrado este género en asociacion con algunas plantas hospederas en familias
muy poco relacionadas con cacao, incluyendo: Solanaceas, Bignoniaceae,
Bixaceae y Malpighinaceae (Evans y Bastos, 1985; Griffith et al., 2003). En
recientes investigaciones en Brasil, se continlan ampliando el rango de
hospederos y el grado de especificidad de M. perniciosa entre estas poblaciones,

pero esto requiere de pruebas mas profundas (Evans, 2007).



5. Diversidad patogénica

El patogeno M. perniciosa, es un hongo hemibiotréfico del cual se conocen
cuatro biotipos diferentes (C, H, L y S), clasificados de acuerdo a su biologia y
especificidad de hospedero: el biotipo C infecta especies de Theobroma spp vy
Herrania spp.; el biotipo S infecta un diverso rango de hospederos dentro de la
familia Solanaceae; mientras el biotipo H ha sido recientemente identificado
infectando una especie de la familia Malpighiaceae; aislados del biotipo L se
encuentran en lianas y en especies de la familia Bignoniaceae (Griffith et al., 2003;
Meinhardt et al., 2008).

Wheeler y Mepsted (1988), mencionan la existencia de variaciones patogénicas
en el biotipo C, especialmente en el tiempo requerido para la formacion de la
escoba y en su tamafio: la forma A, es un aislado mas virulento y esta presente en
Bolivia, Colombia y Ecuador, en este ultimo indujo severos sintomas y formacion
de escoba en el clon Scavina 6; y la forma B, es un aislado menos virulento que

esta presente en Brasil, Trinidad y Venezuela.

6. Ciclo de la enfermedad

El patogeno es un hongo hemibiotrofico, con dos fases distintas en su ciclo de
vida: la primera comienza con la infeccion en el tejido joven por parte del tubo
germinativo de la basidiospora, el cual entra a través del estoma 0 penetra
directamente por la epidermis o tricomas, invadiendo el tejido a nivel intercelular,
donde aparentemente causa un desbalance hormonal induciendo a hipertrofias e
hiperplastias y el patdogeno vive como parasito obligado (biotréfica) (Wheeler y
Suarez, 1993).



ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL PICHILINGUE
DEPARTAMENTO DE PROTECCION VEGETAL
Ciclo biolégico de la Escoba de Bruja en cacao en el Litoral ecuatoriano

Peoriodo do roposo

Lentamente, las escobas se secan
¥ permanecen on los Arboles

Figura 1. Ciclo de vida de Moniliophthora perniciosal.

Los mismos autores mencionan que la segunda fase (saprofitica) inicia con la
muerte del tejido hipertrofiado, el hongo entonces, invade a nivel celular,
crece como saprofito y eventualmente si las condiciones son favorables se

producen los basidiocarpos en los cuales se forman las esporas infectivas.

7. Sintomas

La expresién sintomatolégica de la enfermedad es la parte mas estudiada de
la misma; el sintoma mas conspicuo es una proliferacion de brotes verticales
que forman las llamadas “Escobas de Bruja” (Suarez, 1979). Hay sin
embargo, una cierta variacion de sintomas que incluyen deformaciones y
alteraciones de los tejidos, cuya intensidad varia con el tipo y edad del tejido
involucrado; la constitucion genética de los arboles, la patogenicidad del
aislado; su estado nutricional y manejo (Suarez, 1993; Wheeler y Suarez,
1993).

1 Fuente: C. Suarez Capello y K. Solis Hidalgo,2010 INIAP DEPARTAMENTO NACIONAL DE
PROTECCION VEGETAL.- Afiche divulgativo.



El hongo ataca principalmente tejidos meristematicos en crecimiento activo: brotes
vegetativos, cojinetes florales y frutos (Baker y Holliday, 1957); ocasionando la
formacion de escobas y malformaciones en frutos conocidos como chirimoyas o

frutos zanahoria.

El tejido afectado se hipertrofia, los brotes pierden su dominancia apical,
desarrollando ramificaciones laterales (escobas); y en su Ultima etapa, las
escobas comienzan a secarse desde las puntas hasta que se necrosan
completamente y mueren, dando a las plantas el aspecto de “quemadas por
fuego”, tales sintomas pueden deberse a la produccion de enzimas por parte del

hongo, que inactivan las auxinas del hospedero (Suérez y Delgado, 1993).

La sintomatologia de la enfermedad “Escoba de Bruja” a nivel de plantas adultas
ha sido detalladamente ilustrada y descrita por varios autores (Baker y Holliday,
1957; Thorold, 1975; Evans, 1981; Rudgard, 1989). El tiempo necesario para la
aparicion de sintomas varia en forma considerable (3-14 semanas), pero en

promedio es de 5 a 6 semanas (Suarez, 1993; Rivera, 1995).

C. Medidas de control de Escoba de Bruja

1. Control Cultural.

A nivel de plantaciones tradicionales la recomendacion de manejo cultural se
establece en primer lugar la rehabilitacién de huertas mediante podas de descope

para bajar la altura de los arboles y mejorar su capacidad productiva.

De ahi en adelante se deben realizar anualmente por lo menos una, eliminacién
anual de escobas para mejorar la sanidad del cultivo y evitar que se eleven los

niveles de inoculo dentro de la plantacion (Suarez, 1993; Suarez y Solis, 2003). A
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nivel de vivero y durante el primer afio de establecimiento cuando la planta esta en
proceso de formacion, el productor depende principalmente de la proteccion de

nuevos brotes con productos quimicos, especialmente en plantas de semilla.

2. Control Quimico.

Multiples moléculas de fungicidas han sido probadas para el control de M.
perniciosa El uso Unico de esta practica no ha tenido resultados practicos en
plantaciones tradicionales de cacao, debido a que no es rentable cuando los
niveles de infeccién son elevados y la huertas carecen de manejo agronémico
(Suarez y Solis, 2003). Por eso el uso de fungicidas debe hacérselo como parte

de un manejo integrado de la plantacion para que resulte eficaz y sostenible.

Entre los productos antes recomendados estan clorotalonil y el 6xido cuproso,
estos pertenecen a un nivel toxicoldgico Il se cambiaron por una azoxistrobina Il
(Bankit (0.6 Kg i.a./ha) y el Hidréxido de cobre (Koccide 101- 3g. i.a./arbol)
(Suarez, 1993) con un nivel toxicolégico mas bajo IV. Para evitar la formacion de
basidiocarpos de M. perniciosa, Suarez (1993) recomienda la aplicacion de aceite
agricola solo o emulsion con agua hasta 10% sobre las escobas amontonadas en

el suelo, particularmente al inicio de las lluvias.

3. Control Bioldgico.

Para Evans (1999), el control biolégico de enfermedades no es otra cosa que el
uso de uno 0 mas organismos actuando como agentes que permiten mantener en
niveles bajos la incidencia de agentes patdgenos, sin permitir que se conviertan en

plagas claves que afectan al desarrollo del cultivo.
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Fokkema (1995), indica que a nivel de campo es poco probable que las medidas
de control bioloégico puedan erradicar patdégeno o su dafio; sin embargo el
antagonismo de un agente de control biolégico puede reducir la capacidad de un
patdogeno para producir y mantener altos niveles de inoculo. Disminuyendo esa
fuente se reduciran eventualmente niveles altos de incidencia y severidad de la
enfermedad, permitiendo que otras medidas de control, incluida la resistencia

genética, mejoren su eficacia.

Existe una amplia gama de géneros de hongos reportados como antagonistas de
enfermedades de cacao y de estos Cladobotryum amazonense, Clonostachys
spp. (Gliocladium spp.) y Trichoderma spp. son los que a la fecha se presentan
como antagonistas promisorios para la enfermedades de cacao causadas por M.
perniciosa y M. roreri. (Bastos, 2005; Solis, 1999; Suarez y Solis, 2003; Krauss y
Soberanis 2003)

A la misma categoria de control biolégico pertenecen los productos derivados de
vegetales u otros hongos, benéficos, conocidos también como biorracionales que
sugieren un control efectivo para enfermedades del cacao aunque no se hayan
trabajos que respalde esta aseveracion, al menos en el ambito nacional; sin
embargo en Ecuador se conocen ejemplos exitosos del uso de estos productos en

el manejo de plagas y enfermedades en el cultivo de papa (Gallejos, 2011).

El interés de desarrollar biofungicidas nace de la necesidad de obtener otras
alternativas a las quimicas. Reemplazando algunos de los tratamientos de
fungicidas quimicos como agentes de control biolégico sino que también puede
resultar un mejor control de la enfermedad (Hjeljord y Tronsmo, 1998; Bateman,
2004).
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4. Manejo Integrado.

Es el conjunto de practicas que permitan la total expresion productiva de la
planta’. Lorito et al. (1996) sefialan que las medidas de control integrado pueden
también ser sinergisticas. Estas sustancias podrian tener un efecto directo del
combate de la enfermedad o debilitar al patdbgeno dando a sus propagulos mas

susceptibilidad al subsecuente ataque de un antagonista.

Cada vez es mas frecuente que las recomendaciones de combate de
enfermedades este dirigida hacia un control integrado de la misma, teniendo el
cultivo como dentro de dicha estrategia, aplicando todas las condiciones que
permitan su maximo rendimiento y sanidad, de modo que la aplicacion de
pesticidas sea reducida para reducir costos y optimizar la proteccion del

ambiente y productor
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ll. MATERIALES Y METODOS

A. Localizacién del estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en la Estacion Experimental Tropical
Pichilingue del Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), en el Departamento Nacional de Proteccién Vegetal (DNPV); ubicado
en la provincia de Los Rios en el Km. 5 via Quevedo — El Empalme. La Estacion
Experimental esta situada entre las coordenadas geograficas 1° 06" Latitud Sur
y 79°25" Longitud Occidental, con una altura promedio de 75 metros sobre el

nivel del mar.

B. Caracteristicas Climaticas

En el cuadro 1, se indican las condiciones meteoroldgicas y ecolédgicas de la

Estacion Experimental Tropical Pichilingue.

Cuadro 1. Condiciones meteoroldgicas y ecolégicas de la EET. Pichilingue.

Parametros Valores promedios
Temperatura (°C) 2480 *
Humedad relativa media (%) 84,00
Precipitacion (mm anual) 2252,20
Heliofania (hora luz/anual) 894,00

Zona ecologica Bh-t

Fuente: Estacion del INAMHI.
(*) Valores promedios registrados desde 1971 a 2009 en la Estacion Meteoroldgica Pichilingue del
Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI).
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. Materiales y Equipos.

En este estudio se utilizaron diversos materiales, herramientas y equipos,

los que se describen a continuacion:

. Trabajo de laboratorio:

= Agar
= Agitador

= Agitador
magnético.

» Agua destilada estéril
= Alcohol

= Algoddn

= Autoclaves

» Balanza gramera

» PBasidiocarpos frescos
» Bisturies

» Boligrafos,
marcadores

lapices

= Buretas 200 ml

= Cajas petri

= Camara de flujo laminar
» Contadores manuales

» Cubreobjetos

= Erlenmeyer

= Espatulas

= Estreptomicina

= Estufa

= Hemacitbmetro

calentador

15

Incubadoras

Libro de campo
Mecheros

Microondas
Micropipeta de 1000 pL
Microscopio

NaOH al 10 %
Nitrégeno liquido

PDA

Peachimetro

Pipetas

Portaobjetos

Probeta

Soporte universal con pinzas.
Tween 20

Vasos de precipitacion

Vortex

. Trabajo de invernadero:

Conos

Gavetas de cono



» Bandejas plasticas * Piola

= Sustrato = Libro de campo
= Semillas = Marcadores

= Agua destilada estéril = Etiquetas

= Papel aluminio = Casa de cultivo

= Papel toalla

D. Factores en estudio.

Tanto en las pruebas experimentales en condiciones in vitro e invernadero, se
estudié un solo factor constituido por seis productos biorracionales para el que
se evaluaron de tres angulos diferentes: en escobas secas produciendo
basidiocarpos, en confrontacion en medio de cultivo en laboratorio y en

invernadero a nivel de plantulas.

E. Descripcion metodolégica

La investigacion comprendié tres experimentos: dos experimentos se realizaron
en condiciones de invernadero y el tercero bajo condiciones in vitro a nivel de
laboratorio. Para el primer experimento se recolectaron escobas secas en
proceso de producir basidiocarpos, estas escobas se sumergieron durante cinco
minutos en una solucion de los respectivos productos, se dejaron escurrir y
finalmente se colocaron en un umbraculo sometidas a un régimen de 8 horas de
irrigacion y 16 horas sin agua para provocar produccion de basiocarpos. Como

testigo se mantuvo un grupo igual de escobas sin aplicar ningun producto.

En el segundo experimento, a nivel de laboratorio se obtuvieron colonias puras

del hongo a partir de escobas verdes aproximadamente de cuatro semanas de
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edad para ser aisladas en el medio artificial PDA (Potato Dextrose Agar) para
obtener colonias puras de escoba de bruja. Discos de 0,5 cm de estas colonias

se inocularon platos petri conteniendo PDA + los biorracionales.

El tercer experimento consistio en plicar la solucion de los biorracionales en
brotes de plantulas mantenidas en el invernadero y luego se inocularon con M.
perniciosa por medio de la tecnologia de la (gota de agra+una suspension de

esporas de patdgeno).

F. Descripcion de los productos en estudio

Los biorracionales se describen a continuacion:

1. TRICHOEB 5WP. (promocionado como acondicionador del suelo).

Este producto es fabricado por ECUABIOLOGICA, casa comercial que indica

que se debe utilizar en dosis de 150 g. del producto por hectarea.

Es un fungicida biol6gico que contiene conidias de hongo Trichoderma spp. T.
harcianium, T. viridae. Se lo recomienda como biorregulador, bioestimulante y
antagonista de fitopatogenos. Ayuda con la absorcidbn de micronutrientes,
estimulando el crecimiento de la planta y ademds activa los mecanismos de

defensa de las mismas.

Su modo de accién esta determinado por la competencia de nutrientes y

espacio, parasitismo y antibiosis.
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2. ECOFLORA (Acondicionador biologico)

Este producto es fabricado por MUNDO VERDE, casa comercial que recomienda
utilizar de 500 a 1 Kg. / Ha. Es un producto 100% organico, promueve la
supervivencia y el crecimiento de las plantas recién sembradas y las ya
establecidas.Es un concentrado seco de microorganismos benéficos Bacilios
subtilis, B. Polimyxa, B. Pumilus, Penibacilus exotofixans. Pseudomonas
aureofaciociens. Streptomyces lybicious. Trichoderma harcianum, aminoacidos

esenciales, vitaminas, biotinas, &cido félico y azucares naturales.

Modo de accién: Se logra la exclusion competitiva, debido a que los
microorganismos de ecoflora son mas eficientes en la adquisicion de nutrientes
gue los organismos patdégenos. Por otra parte, excreta quitinazas, enzimas que
degradan la quitina presente como componente estructural de la pared celular de
hongos patdégenos y finalmente presenta exudacion de antibiéticos que inhiben la
sintesis de proteinas en hongos patdgenos, acciones éstas que le confieren

actividad biocontroladora.

3. ECOFUNGI (Inoculante de micorrizas).

Este producto es fabricado tambien por MUNDO VERDE, que recomienda utilizar
250 g. / Ha. Es un concentrado de esporas de tres especies de micorrizas en
polvo, seleccionadas por su compatibilidad, con variedad de plantas, alto grado de
colonizacion, adaptacion a diversos suelos y a diferentes condicones ambientales.
El tamafio de la particula es inferior a 0.2 milimetros, que lo hace ideal para

aplicaciones por rocio, por inmersién de raices o por irrigacion en suelos porosos.

Tiene una concentracion minima garantizada de 280.000 esporas de micorrizas

por kilogramos

Modo de accion. Este caso no se indica accion funguicida especifica sino que

producen sustancias que estimulan el crecimiento de las raices, mejoran la

18



adquisicién de nutrientes disponibles y limitantes (P;Zn;Cu) y reducen los efectos
estresantes causadas por: sequias, sales, pesticidas, temperaturas extremas,
metales pesados como (Al), organismos patdgenos. De esta forma al aumentar

vigor y bienestar de la planta esta podria defenderse de organismos patégenos

4. 3b112 S.C.(Inhibidor de la esporulacion de hongos)

Este producto es fabricado por IREC, casa comercial que recomienda utilizar
200 cc / Ha. Es un fungicida natural botanico de contacto, de alto poder, que
actia en varios sitios del hongo (multisitio). Ideal para ser utilizado en
programas permanentes de manejo integrado de plagas y enfermedades (M | P
E). Su férmula a base de aceites esenciales (50%) y sales minerales (50%),
hace que su fijacibn sea mas rapida, no se especifica de que aceites y sales

minerales esta compuesto el producto.

Modo de accion: Actia como inhibidor de la esporulacion de hongos
fitopatégenos del orden de los Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes,

favorece a mecanismos de defensa propios de la planta, no crea resistencia.

5. BANKIT (Fungicida sistémico) (Testigo referencial)

Este producto es fabricado por SYNGENTA AGRO, S.A. DE C.V. Se
recomienda utilizar 400ml de i.a/H4. Es un fungicida sistémico a base de
Azoxistrobina con efectos preventivos y/o curativos. Fungicida que al ser
aplicado en las hojas, es absorbido, presentando movimiento translaminar y un

ligero movimiento a través de las nervaduras de la hoja via xilema.

Modo de accion. Inhibe la esporulacion y crecimiento de algunos patégenos
causante de enfermedades en diversos cultivos. La azoxystrobina se comenzo6
a vender por primera vez en 1998, y es un fungicida sistémico y de contacto, de

amplio espectro, cuya actividad estad dirigida contra los cuatro principales
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grupos de hongos patdgenos: Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes
y Oomycetes. Inhibe la germinacién de las esporas y el crecimiento miceliar.
Segun la agroquimica Zeneca Agro (de Syngenta), este fungicida pertenece a la
nueva familia quimica de las estrobilurinas, compuestos naturales producidos
por los hongos Oudemansiella mucida y Strobillurus tenacellus, que crecen en

la madera en descomposicion.

6. Trichoderma stromaticum (INIAP).

Hongo aislado de huerta de cacao especificamente en escobas secas.

Su accidén parasitica sobre el micelio de M. perniciosa previenen la formacion
de nuevo inoculo por la supresién de la formacion de basidiocarpos. Es

categorizado como un parasito directo del micelio del patégeno.

7. Testigo

Para el primer experimento tenemos las escobas secas sin aplicacién de los
productos, para el segundo ensayo las cajas Petri con las colonias de escoba
de bruja sin inoculacién alguna y para el tercer ensayo las plantulas inoculadas

con esporas de M. perniciosa con una concentracion de 25000 esporas/ml.

G. Tratamientos a usar. En los tres experimentos que se describen mas
adelante se usaron los tratamientos y dosis que se indican en el siguiente

cuadro.
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Cuadro 2. Dosis de producto comerciales por ha. de los biorracionales que se

usaran en el proyecto de tesis.

Producto Dosis/ha
Trichoeb 150 g
Ecoflora 2 kg
Ecofungi 250 g
T. stromaticum 1x10Q12 esporas
Azoxistrobina (Bankit) 400 cc
Testigo 0

H. Experimento 1.

Efectos de productos biorracionales sobre la produccién de basidiocarpos en

escobas secas.

1. Disefio Experimental

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), constituido por 7
tratamientos con 4 repeticiones por cada producto. El andlisis de variancia
correspondiente se indica en el cuadro 3.para el analisis de los datos se utilizo
el programa estadistico Infostast 2012.

Cuadro 3. Analisis de varianza del primer experimento EET-Pichilingue,

INIAP, 2013.
Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento t-1 6
Error t(r-1) 21
Total rt—=1 27
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Para la comparacion de los promedios entre tratamientos se efectud la prueba

estadistica de Tukey con un nivel de significancia del 95 % de probabilidad.

2. Recoleccién y seleccion de material en campo.

La recoleccion de las escobas secas se la realizo en época seca donde la
escoba se encuentra en un periodo de dormancia, las escobas fueron
seleccionadas por su color marrén y que estén libres de otro patégeno pero por
seguridad antes de entrar al invernadero lugar del experimento se le aplico un

fungicida sistémico (Benlate al 10%) con dosis alta.

3. Preparacion de los productos para sumergir las escobas secas.

Para este experimento toda la dilucién de los productos esta dada en 10 litros de

agua.

Se procedié pesar la dosis correspondiente a cada uno de los productos, se
agito la mezcla para conseguir una solucibn o suspension uniforme y se
sumergieron las escobas por 5 minutos. Para Trichoderma Stormaticum se
preparo una suspension de 1,25 x10* esporas; luego de ese lapso se colocaron
sobre una malla con objetivo que se escurran por 24 horas, pasando ese tiempo
se trasladaron al umbraculo “Escobero” y se mantuvieron con riego por
aspersion en régimen de 8 horas y 16 de sequia para estimular la produccion de

basidiocarpos los datos se registraron cada 15 por 1 mes.

El tratamiento con T. stromaticum se trato de manera diferente para evitar
contaminar los demas tratamientos; se construyé0 una camara humeda con
estructura de madera y cubierta con un plastico semitransparente, las escobas
se colgaron dentro de la camara y se la sometié al mismo régimen gque las

demas usando un aspersor manual para formar el microclima optimo.
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4. Variables registradas.

4. 1. Numero de basidiocarpos antes de lainoculacion.

Antes de ser sumergidas en los biorracionales con sus respectivas dosificaciones se
contaron los basidiocarpos para correlacionar después de la inoculacion y saber si

hubo o no inhibicion.

4.2. Numero de basidiocarpos después de la inoculacion en periodos de 15 dias.

Después de cada lapso de tiempo (15 y 30 dias) se contara el numero de

basidiocarpos presentes en la superficie de las escobas.

I. Experimento 2:

Confrontacion de los productos con M. perniciosa en placa de PDA

precolonizada.

1. Disefio Experimental

En este experimento se us6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), los
tratamientos se originaron a partir del factor en estudio (Biorracionales) los
cuales se aplicaran por separado. La unidad experimental estaba constituida
por 10 platos petri por cada tratamiento; y en cada repeticion se afiadido un

testigo referencial (colonias de M. perniciosa).

Cuadro 4. Andlisis de varianza del segundo experimento EET-Pichilingue,

INIAP, 2013.
Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento t—1 6
Error t(r—1) 63
Total rt—=1 69
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Para el analisis de los datos se utilizd el programa estadistico Infostat, version
estudiantil 2012. Para la comparacion de los promedios entre tratamientos se
efectud la prueba estadistica de Tukey con un nivel de significancia del 95 % de
probabilidad.

2. Descripcion de la metodologia

Para el primer caso se recolectaran escobas vegetativas del campo para ser
aisladas en laboratorio en medio artificial PDA (patata - dextrosa - agar), para
posteriormente ser inoculadas.

Para los quimicos se mezcl6 con el medio nutritivo PDA siendo bien
homogenizada.

3. Preparacion de los productos

Se procedi6 a pesar y a medir la dosis de cada uno de los productos
estudiados, y se procedié a obtener una solucién en 100ml de agua estéril.
Seguidamente colocaron tres gotas de 10 microlitros equidistantes alrededor

de la colonia en M. perniciosa creciendo en medio PDA.

Para el tratamiento de Bankit y 3b112 la respectivas dosis se suspendieron en
agua destilada esteril (50ml) y se mezclaron con el PDA previamente
esterilizado, calculando mantener la concentracion de agar, este ultimo. Se
coloco el medio en cajas petri, se dejo enfriar y luego se inocularon con M.

perniciosa en el centro de la caja
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4. Variables registradas.

5.1 Crecimiento radial.

Se registro el crecimiento miceliar de la colonia M. perniciosa desde el dia de
la inoculacion hasta que el testigo cubra todo el didmetro de la caja petri, el

cual es de 9 cm.
5.2 Reaccién fisica del patdégeno.

En esta variable se registrara cualquier cambio en el aspecto fisico tanto de la
colonia como del medio de cultivo al ser comparada con el crecimiento normal
del testigo en PDA.

J. Experimento 3.

Efecto de los biorracionales en plantulas inoculadas con M. perniciosa.

1. Andlisis estadistico

Los tratamientos utilizados en el presente ensayo consideraron dos factores. El
primer factor correspondié a las etapa pre y post inoculacion del patdégeno (M.
perniciosa) y el segundo factor por la aspersion de los productos Biorracionales
en estudio. Para el efecto, se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar con 10
observaciones (repeticiones). El esquema del analisis de varianza se presenta
en el cuadro 5. Para la diferencia de las medias de los tratamientos, se emple6

la prueba de rangos mdltiples Tukey al 95% de la probabilidad.

Cuadro 5. Analisis de varianza

Fuente de variacion Grados de libertad
Factor 1 t—1 5
(tratamiento)

Factor 2 -1 1
(inoculacion)

Factor 1 x Factor 2 (t-1)@-1) 5

Error ti(r—1) 108

Total tir-1 119
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2. Descripcion de Metodologia

Para este estudio se usaron plantas de semillas de libre polinizacion del clon

EET-95 que es susceptible a escoba de bruja.

3. Obtencion de semillas y plantulas para inoculacion.

Se procedi6 a recolectar frutos del clon EET-95 para posteriormente remover la
testa y el mucilago de la semilla para que esta tenga uniformidad al germinar al
ser sembrada en conos plasticos de 288 cm?® con un sustrato de tierra de
montafia y aserrin de balsa con relacion de 4:1. Usamos un total de 120

plantas, 60 plantas para la pre inoculacion y 60 para la post inoculacion.

Para las semillas pre germinadas se procedid a cubrirlas con papel toalla
dandole humedad permanente para su germinacion, al tener la radicula un

tamafio de 5cm y que sus raices secundarias sean visibles se inocularon.

4. Obtencién de basidiocarpos parainoculacion

Siguiendo procedimiento estandar en el laboratorio, se recolectaron basidiocarpos en
horas de la tarde y llevados al laboratorio. Los pileos de los basidiocarpos se
adhirieron con vaselina en la tapa de una caja petri con las laminillas hacia
fuera seguidamente se colocaron sobre un vaso de precipitacién que contenia
10 ml de una solucion colectora denominada Solucién A.(16% de glicerol,
buffer MES [2-(N-Morpholino ethanensulfonic acid]), agua destilada, 0.01 % de
Tween-20 y el pH fue ajustado a 6,2).

La descarga de basidiosporas sobre la solucion colectora se realizé durante la

noche, manteniéndose en agitacion constante con la ayuda de una barra
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agitadora y un plato agitador magnético que conservaba dispersas las

basidiosporas.

A la mafana siguiente se recolectdé la solucion A conteniendo las
basidiosporas, para ser almacenadas en capsulas de polipropileno de 2ml y
conservadas en un tanque con Nitrégeno liquido. Una muestra de la solucion,
se separaba para determinar su capacidad de germinacién y calibrar su
concentracion en un hematocimetro. El porcentaje de germinacion se
determind colocando cuatro gotas de la solucion A con basidiosporas en una
caja petri conteniendo agar-agua, al cabo de dos horas se detuvo la
germinacién con tripan blue y se escogieron cuatro campos Opticos para
realizar contajes de 150 a 200 basidiosporas. El porcentaje de germinacion de
las basidiosporas en la soluciébn colectora es usado para tener un
conocimiento del numero de basidiosporas viables/ml (Purdy et al., 1997; Luz
et al., 1999).

5. Preparacién de in6culo

Para la preparacion del in6culo se siguié la metodologia descrita por el

Departamento Nacional de Proteccion Vegetal (DNPV) y Frias et al., 1995.

Para permitir la germinacién de las basidiosporas es necesario bajar la
concentracion de glicerol de la solucién colectora del 16 al 3%; siendo

necesario el uso de dos diluyentes (Solucién B y Solucion C).
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6. Soluciones necesarias para la preparacion de indculo:

6.1 Solucidon A: Solucion colectora: 160 ml de glicerol, 1.95 g de MES [2-(N-
Morpholina ethanensulfonic acid], 840 ml de agua destilada, ajustar el pH a 6,2
con NaOH.

6.2 Solucién B: Dilucion del glicerol: 1,95 g de MES, 1000 ml de agua
destilada y el pH ajustado a 6,2 con NaOH.

6.3 Solucién C: La solucion inéculo: 30 ml de glicerol, 1,95 g de MES, 970 ml
de agua destilada y pH ajustado a 6,2 con NaOH. En las tres soluciones se
afadio 0,01% de Tween 20 antes de usar. Las tres soluciones fueron

autoclavadas y almacenadas a 3°C, para su utilizacion.

7. Inoculaciéon de semillas pre germinadas y plantulas

Para el caso de las semillas pre germinadas simplemente se disolvieron los
productos biorracionales con su respectiva dosis y luego se sumergian por 5

minutos.

En el producto Bankit se realizo la pre inoculacion 3 dias antes de ser inoculada
con el patégeno y las post inoculacidn tres dias después de ser inoculada con el

patdgeno.

La inoculacion en las plantulas se realizé cuando el brote tenia un tamafio de
2 a 3 siguiendo metodologia de “agar — drop”, desarrollada por Surujdeo-
Majarah (2002). Para el efecto se inocularan los brotes apicales de plantulas
provenientes del clon EET- 95, previamente inoculadas con los productos

biorracionales.
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Este método consisti6 en depositar una gota (30 ul) de la suspensién de
inoculo diluida en 0.3% de agar, sobre el meristemo apical de cada plantula,
usando una micro pipeta(figura 14). Se utilizara la concentracion de inéculo de

25000 esporas/ ml.

Después de la inoculacion las plantulas se trasladaron a una camara de
incubaciéon regulada a 25°C y 100% de humedad relativa. En este sitio
permanecieron por 24 horas siguiendo el procedimiento descrito por Revelo
(2010)

8. Formas de aplicacién

a) Se inoculd M. perniciosa y después de tres dias se aplicaron los

productos estudiados.

b) Se aplicaron primero los productos estudiados y cuando la plantula tenga

un tamafio de brote de 2 a 3cm se inoculd M. perniciosa.

La evaluacién se realizé diariamente después de realizar la inoculacion tanto
del hongo como de los productos biorracionales hasta que el 50% de las

plantulas muestren sintomas del hongo.

9. Variables

9.1 Periodo de Incubacion (PI).

Este comprende el tiempo desde la inoculacién hasta la aparicién del primer
sintoma. La evaluacién fue diaria, hasta cuando el 50% de las plantulas

inoculadas presenten sintomas
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9.2 Incidencia (l).- Es decir el numero de plantas g presentaron infeccion. Se registré
en porcentaje.

10. Manejo de las plantulas después de la inoculacion

Las plantulas inoculadas se evaluaron en invernadero por un periodo de
dos meses a partir de la inoculacion, recibieron dos a tres riegos

semanales., segun fuera necesario.
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IV RESULTADOS

A. Efectos de productos biorracionales sobre la produccion de

basidiocarpos en escobas secas.

Este experimento consto de dos variables que son nimero de basidiocarpos

antes y después de la inoculacion evaluados a los 15 y 30 dias.

Todos los productos biorracionales utilizados en este ensayo causaron algun
tipo de efecto en esta variable, tal y como se observa en Figura 1, donde los
productos, Stromaticum, Trichoeb y bankit redujeron significativamente la
produccién de basidiocarpos tanto a los 15 como a los 30 dias, efecto menos
marcado mostraron Ecoflora, Ecofungi los cuales presentaron valores

cercanos al testigo.

Contrastando el efecto de los demas productos, 3B112 no causo ningun

efecto antifungico en las escobas ya que presento una minima diferencia a los

15 dias y el mismo valor que el testigo a los 30 dias (Cuadro....... ).
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Figura 1. Numero de basidiocarpos por escoba producidos en los diferentes

tratamientos 15y 30 dias después de la aplicacion.



B. Confrontacion de los productos con M. perniciosa en placa de PDA

precolonizada.

En este experimento se clasifico los productos aplicados en dos grupos: ler
Grupo: Stromaticum, Trichoeb, Ecoflora, Ecofungi y en el 2do Grupo: Bankit y
3b112.

En este experimento Stromaticum difiri6 estadisticamente de los demas
tratamiento en estudio, presentando el menor valor para esta variable a
excesion de Trichoeb que ocupa el segundo Ilugar, no difiriendo
estadisticamente de los demas tal y como se observa en la figura 2.

CRECIMIENTON RADIAL

140

120 [

100 ] 1 —

80 —— — ——

60 —— — ——

40 EE—— EEE— E—

| ab b b b
20 1 ] —
o
STROMATICUM TRICHOEB ECOFLORA TESTHGO ECOFUNGI
BIOLOGICO

Figura 2. Efecto de los productos biorracionales- bioldgicos (Stromaticum,
Trichoeb, Ecoflora, Ecofungi) sobre colonias de M. perniciosa, en variable
crecimiento radial. EET-Pichilingue, INIAP, 2012.

En la Figura 3 se observa claramente como bankit, inhibe el crecimiento de M.
perniciosa, a diferencia de 3B112 el cual en comparacion al testigo ejerce un

minimo efecto antifingico.
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CRECIMIENTO RADIAL

38112

BOTANICO

Figura 3. Efecto de los productos biorracionales- botanicos (Bankit,
3b112) sobre colonias de M. perniciosa, en variable crecimiento radial.
EET-Pichilingue, INIAP, 2012.

En lo que respecta a la reaccion fisica del hongo cada producto se comport6 de
manera diferente, alterando el aspecto de M. perniciosa en relacién a la colonia
testigo. Stromaticum, inhibio totalmente el desarrollo de escoba esto demuestra
la capacidad antaglnica del organismo, este esporula sobre la colonia de

escoba tal y como se aprecia en la figura 4. (Lado izquierdo).

En el caso de Trichoeb le toma un poco mas tiempo y su forma de demostrar su
capacidad antagonica es un diferente al delimitar el crecimiento solo de los
bordes hacia mientras que en diferencia con trichoeb es solo por los bordes,

tal y como se puede apreciar en la figura 4.(lado derecho).
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Stromaticum Trichoeb [;

Figura 4. Colonizacion de Stromaticum y Trichoeb en colonias de M.
perniciosa de 15 dias de edad en PDA. EET-Pichilingue, INIAP, 2012.

Ecoflora (Lado izquierdo) no inhibié el crecimiento de M. pernciosa pero causo una reaccién
diferente en su aspecto, mostrando una colonia aterciopelada hialina muy diferente a su
aspecto normal (el producto presento muchos agentes contaminantes (Rhyzopus sp,
Penicillium sp, Aspergyllium sp), claramente visible en la Fig 5. Reaccidn similar causo Ecofungi

(Lado derecho, fig. 5).

ECOFLORA

Figura 5. Reaccidon de colonias de M. perniciosa de 15 dias de edad en
PDA a la adicion de productos biorracionales (Ecoflora, Ecofungi). EET-
Pichilingue, INIAP, 2012.

ECOFUNGI

~ e -

Con 3b112 tal y como se observa en la Fig. 6 (Lado izquierdo) la caracteristica

de la colonia en crecimiento era muy similar a la del testigo pero en su aspecto
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fue muy diferente, presentdndose como una colonia acuosa y compacta a
diferencia de Bankit (lado derecho) ademas de provocar un cambio en su

aspecto presento una colonia algodonosa y delimitada.

3b112 Bankit

Figura 6. Reaccion de colonias de M. perniciosa de 15 dias de edad en
PDA a la adicion de productos biorracionales (3b112 y Bankit). EET-
Pichilingue, INIAP, 2012.

En la Figura. 7, podemos observar el desarrollo esperado normal de una
colonia de M. perniciosa en medio de cultivo PDA (Potato Dextrose agar,
deshidratado) de 21 dias de edad, aspecto contra el cual se comparan los
resultados en este estudio..

\ .’ /

Figura 7. Colonia de M. pernicioéa, EET-Pichilingue, INIAP, 2012.
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C. Efecto de los Biorracionales en plantulas inoculadas con M.

perniciosa.

En la figura 8, correspondiente a la variable periodo de incubacion, se
aprecia que tanto la aplicacién previa como post inoculacién de la esporas
de M. perniciosa, tienen un comportamiento similar en casi todos los
productos, siendo Bankit con 25,92 dias, Trichoeb con 22,51 y Stromatium
con 20, 96 dias los que presentaron los mejores resultado, esto en la
aplicacion del producto previo a la inoculacion de las esporas del patdgeno.
Cabe recalcar también BANKIT, fue superior a todos los otros tratamientos,
tanto en la aplicacion previa como en la post aplicacion de las esporas de

M. perniciosa.

Periodo de incubacion
30

25

20 |
15 | mF+ M.perniciosa
B M. perniciosa + P
1 |
Q

ecofungi  testip  ecoflora stro trichoeb  bankit

L

o

L

Figura 8. Interaccion del producto con la inoculacion de M. perniciosa en la
variable Periodo de incubacién EET-Pichilingue, INIAP, 2012.

Caso similar presento la variable incidencia, en la cual Stromaticum, bankit y
Trichoeb siguen ubicados en las primeras posiciones, pero en un distinto orden,
tal y como se puede observar en la Fig. 9, apareciendo Stromaticum con un
30% en primer lugar y ecofungi con un 87,5% en Ultimo lugar.

36



INCIDENCIA %
100
80
60
a0
20
[} T
stromaticum bankit trichoeb ecoflora ecofungi testigo

Figura 9. Incidencia (%) de M. perniciosa en plantulas de cacao EET-95, EET-
Pichilingue, INIAP, 2012.
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V. DISCUSION

En relacidn a la produccion de basiodiocarpos, los resultados indican que tanto
el Bankit (Fungicida de origen organico) como los biorracionales Stromaticum
y Trichoeb inhiben la produccién de basidiocarpos dando los tres, los mejores
resultados mientras que la eficiencia de Ecoflora y Ecofungi, realmente no
promete mucho; resultados similares obtuvieron Arias y Guerrero, (2005) con
Stromaticum. Por otra parte los resultados obtenidos con el tratamiento
Trichoeb a base de conidias de Trichoderma spp ratifica lo enunciado por

Hebbar, et al (2000) en relacion al uso de diversas especies de Trichoderma

En el segundo ensayo al evaluar las variables crecimiento radial y reaccion
fisica del patdgeno, presentan resultados similares al anterior experimento, con
Bankit inhibiendo totalmente a M. perniciosa, seguidos muy de cerca por
Stromaticum y Trichoeb los cuales cubrieron y rodearon respectivamente la
colonia del patégeno evitando su crecimiento posterior a la inoculacién con los
bioracionales, esta es reaccion caracteristica de competencia de Trichoderma
spp. Por su parte, los otros productos, 3b112, Ecofungi y Ecoflora causaron
cambios en el aspecto de la colonia, presentandose esta como acuosa,

algodonosa, aterciopelada respectivamente.

El tercer experimento consisti6 en la inoculacion de semillas pregerminadas
(con Stromaticum, Trichoeb, Ecoflora, Ecofungi) en donde se observé que los
productos biorracionales aplicados ejercieron un mejor efecto antes de estar
presente el patégeno, aunque los valores de post aplicacion de los
biorracionales no son tan desalentadores ejerciendo un excelente control, en
ambos casos Ecofungi presenta los mas cortos periodos de incubacion.
Resultados similares con Ecoflora y Ecofungi los presento Vélez, 2012, en el
cual para la inhibicién de M. fijiensis en ninguno de los ensayos establecidos
presentaron buenos resultado ni en inhibicion de germinacion del patdgeno ni

como producto antifungico.



En plantulas de cacao EET-95 inoculadas en el brote (Stromaticum, Trichoeb,
Ecoflora, Ecofungi, bankit) presento resultados similares al del ensayo anterior
debido a que Bankit, Trichoeb y Stromaticum presentaron los periodos de
incubacion mas largos tanto en post como en pre aplicacion de los
biorracionales, lo que podria explicar por qué Bankit presento el periodo de
incubacion méas largo es que segun Garcia, 2003, el Bankit posee un efecto
protectante , debido a que su translocacion es via xilema a distancias mas
largas del punto de aplicacion, solo cambiando de lugar en incidencia ya que
Stromaticun presento el menor porcentaje seguido de Bankit y en tercer lugar
Trichoet, debido a que 3bl112 no presento ningun efecto antifingico en el
primer ensayo no se lo utilizo. Por ultimo los productos organicos son una
buena alternativa preventiva, mas que curativa ya que estos tienen un modo de

accion por competencia de alimentos.

Con los antecedentes expuestos, los productos Stromaticum y Trichoeb
(Bioldgicos) al igual que Bankit (Quimico), sobresalen en la investigacion con lo
que se permite aceptar la hipotesis planteada la cual dice que; “Productos
biorracionales existentes en el mercado controlan, eficazmente la escoba de
bruja (Moniliopthora perniciosa) en el cacao”, lo que permite la reduccion del

uso de moléculas quimicas y su efecto nocivo en el ambiente.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion se emiten las

siguientes conclusiones y recomendaciones.

A.

Conclusiones

BANKIT ratificase como un producto adecuado para el manejo de Escoba
de Bruja. El producto presento el segundo lugar en los resultados sobre la

reduccion de la incidencia de M. perniciosa en plantulas de cacao EET-95.

STROMATICUM Y TRICHOEB 5WP, demuestran su alta capacidad de
control de M. perniciosa lo que los convierte en una herramienta eficaz a
diferencia de productos como (Bankit) susceptibles de desarrollar

resistencia del patégeno.

Independientemente del producto usado, todos ejercieron una actividad
mas bien protectora, reduciendo la accion del hongo en presencia del
producto, la excepcion fueron BANKIT y STROMATICUM que

adicionalmente tuvieron accion terapéutica.

Los productos usados en esta investigacion presentan buena actividad
antifungica aun en presencia inicial del hongo, con alta posibilidad de
control aunque ya el hongo se halle en la planta. Esta accion es mas
visible con el BANKIT y STROMATICUM.
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VIl. Recomendaciones

Ampliar esta investigacion, aplicando estos productos a nivel de campo
para confirmar resultados de su comportamiento en plantaciones ya
establecidas y observar el impacto final en la produccién de infecciones y
reproduccion del patégeno.

Incluir a estos productos en programas de fumigacion, combinado con la
estrategia de manejo integrado del cultivo.



RESUMEN

La escoba de bruja, causada por Moniliophthora perniciosa. Esta
enfermedad ataca al cultivo de cacao generando pérdidas del 40 al 70%
de la produccion, sin tomar en cuenta la reduccion del vigor de la planta
por el atague a brotes, entrenudos y cojinetes florales y frutos, el mejor
control para esta enfermedad es el manejo integrado del cultivo, que
incluye podas anuales, adecuada fertilizacion, remocion semanal de frutos
enfermos y aplicacion de productos quimicos protectores y el uso de los
biorracionales, la agricultura actual demanda la reduccion de plaguicidas
quimicos y la introduccion a sistemas sostenibles, una de cuyas
alternativas es el uso de agentes biorracionales, para el control de plagas y
enfermedades que podria ser una estrategia promisoria de control. El
presente estudio fue realizado en la Estacion Experimental Tropical
Pichilingue del INIAP y tuvo como objetivo estudiar la eficacia de seis
productos biorracionales para el manejo de Escoba de bruja (M.
perniciosa) en el cultivo De cacao (Theobroma cacao L. ) a nivel de
laboratorio e invernadero. Los productos biorracionales estudiados fueron:
TRICHOEB 5WP (Acondicionador del suelo), ECOFLORA (Acondicionador
biol6gico), ECOFUNGI (Inoculante de micorrizas), 3b112 S.C. (Inhibidor de
la esporulaciéon de hongos) y el BANKIT (Fungicida sistémico). En el
ensayo de invernadero a nivel de Escobas secas se midieron las variables
namero de basidiocarpos antes de la inoculacion y numero de
basidiocarpos despues de la inoculacion, en el ensayo de Laboratorio se
midio Crecimiento radial del patégeno y Reaccion fisica del hongo, a nivel
de plantulas se estudio Periodo de incubacion (Pi) y Incidencia. Para los
dos primeros ensayos se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) y
para el tercer ensayo se utilizd un Disefio Completamente al Azar con
arreglo factorial de 2 x 6 con 10 observaciones. Para la diferencia de las
medias de los tratamientos, se empled la prueba de rangos multiples Tukey
al 95% de la probabilidad. En el primer ensayo Stromaticum, Trichoeb y
bankit redujeron significativamente la produccion de basidiocarpos tanto a
los 15 como a los 30 dias. En el segundo ensayo Bankit y Stromaticum

difiri6 estadisticamente de los demas tratamiento en estudio inhibiendo el



crecimiento radial del patdgeno. En el tercer experimento siendo Bankit,
Trichoeb y Stromatium los que presentaron los mejores resultados en la
variable Periodo de incubacion (PI) y en la variable incidencia Stromaticum,

bankit y Trichoeb siguen ubicados en las primeras posiciones.
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SUMMARY

The witches' broom, caused by pernicious Moniliophthora. This disease
attacks the cocoa generating losses of 40 to 70% of production, without
taking into account the reduction of plant vigor for the attack on shoots,
internodes and bearing flowers and fruits, the best control for this disease is
the integrated crop management, including annual pruning, proper
fertilization, weekly removal of diseased fruits and application of protective
chemicals and the use of biorational, current agricultural demand reduction
of chemical pesticides and the introduction of sustainable systems, one of
whose alternative is to use biorational agents for the control of pests and
diseases that could be a promising strategy to control. This study was
conducted at the Experimental Station of Tropical Pichilingue INIAP and
aimed to study the efficacy of six biorational products for handling Witches'
broom (M. perniciosa) in cocoa (Theobroma cacao L.) at laboratory and
greenhouse. Biorational products studied were: TRICHOEB 5WP (soil
conditioner), ECOFLORA (biological Conditioner), ECOFUNGI (mycorrhizal
inoculant), 3b112 SC (Inhibitor of fungal sporulation) and Bankit (systemic
fungicide). In the greenhouse trial dry Brooms level variables were
measured number of basidiocarps before inoculation and number of
basidiocarps after inoculation in the laboratory test was measured radial
growth of pathogenic fungus and physical reaction at the level of seedlings
was studied incubation period (Pi) and incidence. For the first two trials
used a completely randomized design (DCA) and the third trial used a
completely randomized design with factorial arrangement of 2 x 6 with 10
observations. For the difference of treatment means, we used the Tukey's
multiple range test at 95% probability. In the first trial stromaticum, Bankit
Trichoeb and significantly reduced production of both basidiocarps 15 as at
30 days. In the second trial and stromaticum Bankit differ statistically from
the other study treatment inhibiting radial growth of the pathogen. In the

third experiment being Bankit, Stromatium Trichoeb and those with the best

44



results in the variable incubation period (IP) and the variable incidence

stromaticum, Bankit and Trichoeb still located at the top.
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ANEXOS
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Anexo 1.- Sitio especialmente apropiado para la produccion de basidiocarpos
(escobero)

Anexo 2.- Escobas inoculadas con los productos biorracionales
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Anexo 3.- Camara humeda para la inoculacién de las escobas con stromaticum

»?:‘II “" i\ g4

t

Anexo 4.- Crecimiento in vitro de M. perniciosa en medio de cultivo PDA
(Potato Dextrose Agar).
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Anexo 5.- colonia pura y de tamafio Optimo para inocular en cada punto
sefalado.

Anexo 6.- Inoculaciéon con micro pipeta de 10 ul.
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Anexo 7.- Trichoderma stromaticum demostrando su agresividad ante
escoba de bruja

Anexo 8.- Trichoeb inhibiendo completamente a escoba.
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Anexo 9.- Reaccidn fisica del patdgeno al presentar una coloracion mas
intensa que la del testigo.

Anexo 10.- Reaccién de crecimiento anormal del patdgeno con el medio
nutritivo PDA mezclado con Bankit.
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Anexo 11.- Crecimiento del patégeno en medio PDA mezclado con 3b112

Anexol12.- Semilla sin mucilago ni testa y cubierta con papel toalla
humedecido con agua estéril.
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Anexo 13.- Semilla pre germinada con tamafio de radicula de 5 cm
mostrando sus raices secundarias sumergidas en sus respectivos
productos.

Anexo 14.- Recoleccion de basidiocarpos. Y el pileo pegado en una caja
Petri untada con vaselina.

58



Anexo 15..- Descarga de espora en el laboratorio y recoleccion de inoculo

Anexo 16.- Preparacion de inoculo de escoba de bruja
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Anexo 17.- Inoculacién de plantas de cacao con el método Agar-drop.
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Anexo 19.- Vista general del invernadero donde se ubicd las plantas
inoculadas con M. perniciosa.
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