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Mendoza, G. R. (2000). Aislamiento selectivo y pretamizado en bioensayos de
micoparasitos contra Rosellinia spp.

Palabras claves: aislamiento, bioensayo, cacao, compatibilidad, control bioldgico,
fitopatologia, Gliocladium, hongos del suelo, materia organica, mezcla de cepas,
micoparasitos, pH del suelo, placas precolonizadas, pretamizado, rango de hospedantes,
Rosellinia spp. Theobroma cacao, Trichoderma.

Resumen

El presente estudio se realizo en las instalaciones del CATIE, con el objetivo de
establecer en Costa Rica una coleccion de micoparasitos promisorios para el control
biolégico de Roselfinia spp.

El estudio constd de cuatro fases. 1) Coleccidn del patgeno Rosellinia spp. y hongos
rmicoparasitos, 2) Pretamizado de los micoparasitos en el cual se determiné el rango de
hospedantes, 3) Se evalud la compatibilidad entre micoparasitos seleccionados a nivel de
bioensayo, 4) Se evalud la eficiencia de mezclas de los micoparasitos a nivel de
bioensayo contra Rosellinia dependiendo dei pH y el contenido de materia organica del
suelo. Para las fases dos y tres se utilizd un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA),
cinco repeticiones. Para la fase cuatro se utilizé un disefio factorial completamente
aleatorizado de la forma 4x3 ( factor A = 4 tratamientos: dos testigos y las dos mejores
mezclas de antagonistas; factor B = 3 diferentes contenidos de materia organica o pH,
cinco repeticiones, la unidad experimental consistid en cada planta de cacao. Las
variables de respuestas que se evaluaron en todos los experimentos fueron: severidad de
los sintonas como el Area Bajo fa Curva (ABC), mortalidad de plantulas (%), dias de
sobrevivencia de plantas, altura de plantas (cm), nimero de hojas, area foliar (cm?),
longitud de raices (cm), peso seco de hojas (g) y peso seco de raiz (g).

Los datos fueron analizados a través de programa estadistico SAS (Statistical Analysis
System). Antes de los andlisis se realizaron pruebas univariadadas para conocer si los
datos se ajustaban a los supuestos del andlisis de varianza (ANDEVA).  Para las
variables como: severidad dias de sobrevivencia de planta, altura de planta (cm), ntimero
de hojas, area foliar {cm?), longitud de raices (cm), peso seco de hoja (g) y peso seco de
raiz (g), su distribucion tendid hacia una distribucion normal. Por lo tanto fueron
comparados a través del ANDEVA, seguido por la prueba de Tukey (probabilidad 0.05)
para hacer separaciones de medias. En cambio, la mortalidad de plantas del ensayo de
compatibilidad de antagonistas se analizd segln la prueba de Cochran para datos
binarios. Para el ensayo con arreglo factorial para materia organica y pH, donde tenemos
dos factores que constituyen una replicacion oculta, los datos de mortalidad de plantas
fueron transformados al ARCSEN (y, = arcseno vy, ) y luego se realizé un ANDEVA.

Se presentan protocolos mejorados para el aislamiento y manipuleo de Rosellinia spp.
Los resultados demuestran que Rosellinia es un hongo que presenta una afta variabilidad
entre diferentes cepas, incluso en cuanto a la susceptibilidad a antagonistas. La mezcla
de tres antagonistas presentd mejor eficiencia en cuanto al control biolégico de Rosellinia
a nivel de invernadero en comparacion cuando son aplicado individualmente o en mezclas
de dos. Ademas su respuesta fue mas consistente en todas las variables evaluadas. La
enfermedad fue més severa en suelos con alto contenido de materia organica y pH acido.
El control bioldgico fue mas eficiente en suelos con bajo contenido de materia organica y
niveles mas alto de pH.  Se discute las implicancias para el manejo integrado de
Rosellinia spp. en relacion a practicas agricolas comunes.
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Mendoza, G. R. (2000). Selective isolation and pre-screening in bioassays of
mycoparasites against Rosellinia spp.

Key words: Bioassay, biocontrol, cocoa, compatibility, Gliocladium, host range, isofation,
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ranges, Roseflinia spp., soil pH, soilborne fungi, strain mixtures, Theobroma cacao,
Trichoderma.

Summary

This study was carried out in the facilities of CATIE with the objective to establish a
coliection of promising mycoparasites for the biclogical control of Rosetlinia spp. in Costa
Rica.

The study consisted of four phases: 1) collection of the pathogen Roseflinia spp. and
mycoparasitic fungi, 2) prescreening of the mycoparasites to determine their host ranges,
3) the compatibility of selected mycoparasites was tested in a bioassay, 4) the efficiency of
mixtures of the mycoparasites against Rosellinia depending on soil pH and organic matter
content was tested in bioassays. For phases two and three, the Completely Randomized
Design (CRD) with five repetitions was used. For phase four, a completely randomized
factorial design with a 3x4 arrangement was employed (factor A = 4 treatments: two
controls and the two best antagonist mixtures; factor B = three different organic matter
contents or pH values; five replications; the experimental units were individual cocoa
plants). The response variables which were evaluated in all experiments were: disease
severity measured as area under the disease progress curve, seedling mortality (%), days
of plant survival, plant height (cm), number of leaves, leaf surface area (cm?), root length
(cm), dry weight of leaves (g) and dry weight of roots (g).

Data were analyzed using the statistical program SAS. Prior to analysis, univariate tests
were carried out to determine whether the data fulfiled the requirements of analysis of
variance (ANOVA). The distribution of the variables: severity, days of plant survival, plant
height (cm), number of leaves, leaf surface area (cm?), root length {(cm), dry weight of
leaves (g) and dry weight of roots (g) approached normality. Therefore, they were
compared by ANOVA, followed by the Tukey-test (probability 0.05) for the differentiation of
means. Seedling mortality in the compatibility assay was analyzed with the Cochran-test
for binary data. in the experiments for soil pH and organic matter with factorial design,
where the two factors constitute a hidden replication, percentage seedling mortality was
arcsine-transformed (y2 = arcsine Vy;) prior to ANOVA.

Improved protocois for the isolation and handling of Roselfinia spp. are presented. The
results indicate that Rosellinia exhibits a high variability between different strains, including
with regards to its susceptibility to antagonists. The mixture of three antagonists was more
efficient in controlling Rosellinia at the greenhouse level than a mixture of two or
individually applied antagonists. Furthermore, it resulted in more consistent response in all
the different variables measured. Disease was most severe in acid soils with a high
organic matter content. Biocontrol was more efficient in soils of low organic matter content
and high pH values. The implications for the integrated management of Rosellinia are
discussed in relation to common agricultural practices.




4. INTRODUCCION

El manejo de las enfermedades de plantas ocasionadas por patdgenos del suelo, son un
reto para la agricultura mundial ya que por su complejidad requieren un trato diferente a
las causadas por patégenos en el follaje (Castro 1995).

Roselffinia spp. son hongos habitantes naturales del suelo, con un amplio rango de
hospedantes, y con capacidad para sobrevivii en madera en descompaosicion.
Actualmente sus dafios se han incrementando en forma alarmante en areas agricolas, a
causa de las grandes pérdidas debido a la muerte de plantas en plena produccion.
Principaimente en cultivos de gran importancia econémica como: cacao, café, frutales,
hortalizas y &rboles de sombra (Castro 1995).

A pesar de los dafios causados por Rosellinia spp debido a la muerte de muchos arboles
en plantaciones comerciales de varios paises productores de cacao, café y hortalizas, no
se tienen datos sobre la magnitud de las pérdidas causadas por este patdgeno (Aranzazu
et al. 1999). Estudios realizados en El Salvador y Colombia demuestran, que el impacto
econdémico de Roselfinia esta representado por la muerte progresiva de arboles
productivos. Y por lo tanto la reduccién substancial de los volimenes de produccién, los
costos directos de control, debido a la eliminacién de arboles enfermos y asi como el
costo de no poder resembrar cacao u otros cuitivos susceptibles en suelos contaminados
por el patogeno (PROCAFE 1996; Ardnzazu et al 1999). Un estudio realizado por
Chaves (1996) en Costa Rica encontré que de 67 cafetales estudiados, un 51 %
presentaban problema de mortalidad de plantas y se estimé como pérdida un 22 % del
total 80 hectareas sembradas.

Aunque este patégeno esta adquiriendo mucha importancia en varios sistemas de
praduccion, atn no se cuenta con métodos eficiente para controlarlo. Excepto por su
manejo tradicional basado en aplicaciones de productos quimicos dirigido al suelo como
fumigantes, los cuales en su mayorfa son productos de alto riesgo para la salud humana y
la contaminacion al ambiente. Asi como Ia implementacion de algunas practicas
culturales como eliminacién de plantas enfermas distanciamiento de zonas enfermas,
entre otras pero atn con resultados no satisfactorios (Ardnzazu 1997).

Por lo tanto, en las ultima década se ha despertado mucho interés por encontrar nuevas
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opciones de manejo. Entre ellos el uso de biocontroladores que forman parte de [a
riqueza potencial de la flora benefica del suelo, y que tienen cualidades como organismos
antagbnicos 0 micoparasitos (Castro 1985, Elad y Katan 1980). Hongos como
Trichoderma, Micorrizas (vesiculares, arbustivas) y bacterias fluorescentes del genero
Pseudomonas compiten por espacio, nutrientes y pueden formar parte de un programa de
control integrado de enfermedades causada por organismos antagénicos que

normalmente habitan en el suelo (L.opez et al. 1998).

Se considera que los costos del control biologico pueden resultar menares, respecto al
uso de practicas tradicionales, aungue su accion puede ser mas lenta, puede ser mas
estable y duradera que el control quimico y con menos dafios al ambiente (Borda y
Arbelaez 1985).

Bajo este contexto y dado la importancia de cultivos como: cacao, café, citricos vy
hortalizas en el ambito social, principalmente como fuente de empleo y generar divisas
para la economia de los paises y productores que dependen de estos cultivo. En este
sentido, se considera necesario continuar las investigaciones para encontrar métodos mas
eficientes y sostenible para el manejo de Rosellinia spp. como es el uso de organismos

antagonistas como son los micoparasifos.




1.1, OBJETIVOS GENERAL

o Establecer en Costa Rica una coleccion de micoparasitos promisorios para el control

biolégico de Rosellinia spp.

Objetivos especificos:

s Establecer una coleccidn representativa, de la variabilidad de Rosellinia spp. presente
en los cultives afectados.

» Establecer una coleccién de micoparasitos con actividad hiperparasitica hacia cepas de
Rosellinia spp.

e Conocer el efecto de las caracteristicas del suelo (pH y materia orgénica) sobre el
control bioldgico del patdgeno con micoparasitos.

1.2. Hipotesis

s Existe variabilidad marcada entre aislamientos de Roselfinia spp. obtenido en zona de
diferentes cultivos.

o Los micoparasitos afectan en forma diferente a Rosellinia spp.

» Mezclas de micoparasitos mejoran el control de diversas poblaciones de Roseflinia
spp.

» Mezclas de micoparésitos se adaptan a suelos con diferentes caracteristicas.

» Las caracteristicas del suelo (pH y Materia Orgéanica) afectan no solo la severidad de
Rosellinia sino también la eficiencia de los micoparasitismo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. El género Rosellinia spp.

2.1.1. Importancia de Rosellinia

Las pudriciones radiculares causada por especies del hongo Roseflinia, amenazan con la
produccién de muchos cultives. La enfermedad es causada por un hongo habitante
natural del suelo, es considerado una especie altamente polifago con capacidad para
infectar un amplio rango de hospederos. Aunque estos patdégenos pueden infectar y
causar la muerte a la mayoria de las especies cultivadas, su ataque es mas notorio y
preocupantes en cultivos perennes como arboles maderables y de sombra, Inga spp.
Erytrina spp. cultivos de importancia econdémica como frutales, citricos Citrus spp.
aguacate Persea gratissima cacao Theobroma cacao, café (Coffea arabica L.)
macadamia Macadamia integrifolia yuca Manihot esculenta, papa Solanum
tuberosum y algunas malezas como Petiveria alliacea, Iresine spp. Solanum nigrum,
también se reportan especies con alta resistencia a las dos especies de Roselflinia como:
pasto guinea Panicum maximun Jacq, mango Mangifera indica, cafia de azicar
Saccharum offinarum y especies aparentemente inmunes coma el cocotero Cocus
nuciferas (Waterston 1941, Merchan 1993).

2. 1. 2. Descripcién de Roseffinia spp.

El genero Rosellinia, pertenece a la clase de ascomycetos esta ubicados dentro del grupo
de parasitos facultativos o hemiparasitos con caracteristica de ser mas saprofito que
parasitos (Waterston 1941).

Posee filamentos “tabicados” de color café claro a oscuros, se diferencia de otros hongos
del suelo porque presenta en un extremo del “tabique” un abultamiento en forma de “pera”
o hueso el cual varia de tamano de acuerdo a la especie. En condiciones de alta
humedad relativa forma estructuras de fructificacion en forma de “tallitos” erguidos, en
cuyos extremos produce las esporas. El hongo infecta las raices de las plantas a través
de filamentos que penetran la cascara de la raiz por medio de estructuras especializadas
conocidas como apresorios, posteriormente invade la madera a través de las partes
blandas del tejido (PROCAFE 1996).



- . 2.1. 3. Sintomas

| Los arboles atacados por Rosellinia presentan en la parte aérea sintornas similares a los
“causados por otras enfermedades radiculares. No obstante, la enfermedad se

| "j:'_'caracteriza por manifestarse en focos o parches dentro de las plantaciones vy

generalmente alrededor de los arboles de sombra infectados. Progresivamente se
: presenta amarillamiento de haojas, marchitamiento, defoliacién, secamiento de ramas y
muerte del arbol (Merchan 1590).

La invasion de! sistema radical puede ser rapida algunas veces, pero en la mayoria de los
casos es lenta y progresiva. En el primer caso, Ia muerte sobre viene abruptamente,

~manteniendo el arbol sus hojas por algunas semanas. Este colapso subito se origina por

la destruccion del sistema radical, pudricién de la corteza o de los tejidos a la altura del

- cuello de la planta y pierde anclaje en el suelo. En el caso de la muerte lenta, ésta es

precedida por la declinacion y estancamiento de la planta; ia parte agrea se debilita poco
a poco y se observa marchitamiento, clorosis, caida del follaje de las ramas superiores,
amarillamiento del follaje y disminucion o ausencia de nuevos brotes. En cultivos como
café y cacao los frutos verdes tienden a madurar prematuramente Y quedan vanos en su
mayoria; cuando la cosecha ya esta establecida, los frutos se tornan negros, se secan y
quedan prendidos en las ramas (PROCAFE 1996: Aranzazu et al 1999). '

2.1. 4. Signos

Al levantar la corteza del tallo y raices se aprecian formaciones de micelio grueso en
forma de estrella, abundantes y de color blanco, que semeja una marafa de hilo, facil de
apreciar a simple vista (figura 1). Estas estructuras estéan adheridas en la parte interna de
la corteza y la madera de la raiz y es fa forma como el hengo sobrevive. Durante |a época
lluviosa, cuando existen condiciones ambientales favorables, el hongo se activa y crece
invadiendo la raiz, se observa de color negro, lo que da origen al nombre de
‘podredumbre negra”.  El micelio avanza entre el colchon de materia organica y llega
hasta las raices de otras plantas donde inicia la infeccion: penetra la corteza y avanza en
forma envolvente hasta llegar cubrir toda la raiz pivotante y las rafces principales
(PROCAFE 1996; Hernandez 1967)



Figura 1. Tallo de cacao sin la corteza que muestra los signos tipico del hongo
Roselfinia

2. 1. 5. Epidemiologia de la enfermedad

En el campo la enfermedad generalmente inicia en pequefios focos aislados y en plantas

débiles, sin embargo, si no se toma medida de control para prevenir su avance, la

enfermedad avanza en la finca Observaciones en plantaciones establecidas de café y

cacao han demostrado, que el inicio e irradiacién de las pudriciones radicales, causadas

por Rosellinfa spp. tiene su origen primordial a partir de troncos y raices de arboles de

sombra eliminados a través de anillamiento o por podas severas. Dicha practica, que

debilita los arboles, los hace susceptibles a Rosellinia, el cual es un hongo que se ve

favorecido cuando se rompe el equilibrio hiolégico del suelo, y por las grandes reservas de

carbohidratos acumuladas en el sistema radical que queda de los arboles (Aranzazu et al

1999).

La enfermedad se propaga cominmente siguiendo el radio de las raices de los 4rboles.

La tinica forma de propagacién natural en cultivos establecidos, es por contacto de raices

sanas con raices de arboles enfermos, que facilita la colonizacion micelial. No se ha

encontrado evidencia de propagacion de la enfermedad a través de herramientas o

propagulos como conidios o ascoporas.  Sin embargo, la enfermedad puede también

Propagarse por el transporte de material vegetal o suelo infestado hacia zonas que estén
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libres del problema (Ardnzazu et al. 1999).

Rosellinia spp. se considera un organismo con habilidades mas saprofiticas que parasiticas,
por la resistencia que ofrecieran las raices vivas a la infeccion; por lo que se ha calificado
como un parasito facultativo. Por ejemplo se ha comprobado que R. pepo con el transcurso
del tiempo, pierde paulatinamente su poder patogénico; por lo que los substratos més
apetecidos para su invasion, e infestacion, lo constituyen las raices recién muertas, mas que
aquellas que poseian un grado de deterioro o pudricion (Aréanzazu 1996).

Cuando el hongo penetra al interior de los tejidos de la raiz, comienza a colonizar y toma
sus nutrientes a partir de ella, esto permite al patégeno un crecimiento acelerado,
extendiéndose rapidamente sobre la parte externa de Ia raiz, cuello de la planta y el suelo
que se encuentra alrededor de la base del tallo, donde forma cordones filamentosos de
color negro (PROCAFE 19986),

2. 2. Ecolegia

2. 2. 1. Distribucién

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en los paises tropicales donde se
produce cacao, café y otros cultivos de importancia, favorecida por las caracteristicas
agro ecoldgicas que le permiten crecer en diferentes tipo de suelo y tipografia,
observandose ataques con mas frecuencia en areas himedas y ricas en materia organica
(Waterston 1941).

2. 2. 2. Efecto de la humedad

Duque y Borrero (1966) consideran que la llaga negra del cafeto causada por R. pepo se
encuentra con mayor frecuencia en suelos pesados, ricos en materia organica, con alto
contenido de humedad y pH 4cidos. Estudios realizados por Waterston (1941) y Merchan
(1990) encontraron que al correlacionar la incidencia de Rosellinia con la fertilidad del
suelo, observaron que el patdgeno prevalecid mas en suelos pobres en fésforo disponible
en cantidades menores de 40 ppm.




Duque y Borrera (1966) realizaron un estudio con el propésito de conocer el efecto de la
humedad del suelo sobre el comportamiento de R. pepo (Pat.) y R. bunodes (Berk. y Br.)
y encontraron que suelos con rango de humedad entre 50-70 % fueron los mas
favorables para el desatrollo de ambos organismos. En relacién a la infeccién, R.
bunodes produjo 100 % de mortalidad de chapolas de plantulas café de 90 dias en todos
los niveles de humedad ajustado a 60, 70, 80, 90, 100 y 110 % de su capacidad de
retencién de agua. R. pepo produjo mortalidad en todos los niveles de humedad
ensayados, sin embargo, la proporcion de plantulas muertas fue mayor en los niveles de
(70, 80, 90 y 100 %) de humedad. Por lo que se deduce que el exceso de humedad en el
suelo predispone a la planta y favorece un mayor desarrollo del hongo y éste penetra la
parte lefiosa de las raices de las plantas.

Otras factores ambientales que aceleran la predisposicién de las plantas y favorecen el
desarrollo del hongo son: deficiencias nutricionales, plantas con sistema radical dafados
por nematodos o insectos, exceso de sombra, presencia de hospederos silvestre como
malezas y el establecimiento de nuevas siembras en &reas infectadas por el hongo
(Herrera y Grillo 1889).

2. 2. 3. Efecto del pH

Con respecto al pH, Waterston (1941) y Merchan (1990) trabajando con Rosellinia pepo,
en cacao, no encontraron correlacion entre la concentracion del ion hidrégeno en el suelo
y la incidencia de la enfermedad. Duque y Borrero (1966) en estudios a nivel de
laboratorio encontraron que con R pepo y R. bunodes fueron capaces de crecer
satisfactoriamente en medio de papa maltosa agar a pH entre 3.0 y 8.0, con intervalos de
0.5. Aunque las diferencias en crecimiento no fueron significativas, se observé una zona
de maximo desarrollo comprendida entre los pH 55 y 7.0 También inocularon el
patdgeno en suelos con pH entre 4.0 y 7.0 y sembraron plantulas de café, observaron que
en todos los rangos de pH se presentd infeccidn, aunque el mayor porcentaje de plantas
muertas ocurrio en el suelo con pH de 5.2.



2. 2. 4. Efecto de la materia arganica

Segun Ruiz y Caycedo (1996), hay una relacidn proporcional entre e porcentaje de
materia organica y el porcentaje de infeccién del patdgeno. Ambos autores encontraron
gue suelos con un contenido de materia orgénica de 8.9 % fue donde se presentd ei
mayor porcentaje de infeccion de Rosellinia. Los menores porcentajes de infeccion se
obtuvieron en suelos con un contenido de materia orgénica 6.2 y 3.3 %. Por lo tanto se
sugiere que el patogeno tiene un mejor desarrollo en suelos ricos en materia orgarnica,
Rosellinia es un hongo que proéspera en ambiente sombreado; terrenos donde hay
abundantes troncos y ramas podridas, acumulacién de mucha hojarasca y detritus
organico que cubren el suelo (PROCAFE 1996).

2. 3. Mangjo de la enfermedad

En la actualidad se carece de métodos eficaces de control y solo existen algunas medidas
que tienden a frenar el desarrollo de la enfermedad. Merchan (1989) afirma que el mejor
método de control de Roseffinia lo constituye la reduccién de inoculo del suelo, y que ias
plantas que presentan los sintomas deben ser arrancadas y destruidos.

2. 3. 1. Labores culturales

Se ha observado que cuando aparecen los primeros facos de plantas afectadas, la
medida mas eficaz e importante consiste en eliminar completamente los talios y raices de
las plantas enfermas. Esta medida reduce la posibilidad de que Roseflinia se desarrolle y
se propague a otras plantas (Herrera y Grillo 1889). De igual modo con las plantas que
se encuentran cerca de los focos y muestren los primeros sintomas de estar enfermas.
También se recomienda en el lugar donde se localizan las plantas enfermas, cobar una
zanja de 50 cm de profundidad y aplicar cal en las paredes interna. No es recomendable
en estas areas replantar antes de transcurrido 6-12 meses: ya que frecuentemente las
nuevas plantas son afectadas por el hongo, Debe evitarse el exceso de humedad del
suelo, asegurando un buen drenaje, dado que la acumulacién de agua es un factor que
predispone a la planta para el ataque de este patdgeno (Herrera y Grillo 1989; Kannan
1986).



2. 3. 2. Control quimico

A la fecha no se cuenta con un control quimico eficaz para controlar Rosellinia spp.
Merchan (1993) evalud diferentes frecuencias y dosis de productos quimicos como:
Captan, Carboxin + Captan, Cyproconazole, Metil thiofanato, Oxicarboxin, Thiabendazole,
Triadimefon, y Tridimorph. Despueés de dos afios de estudio observé que en promedio los
valores més bajos de incidencia y severidad correspondieron a los arboles no tratados con
fungicidas, indicando que estos productos probablemente favorecieron el desarrollo del
patégeno mediante la reduccion de la microflora antagoenista, y ninguno de los productos
utilizado previno ni controld la enfermedad.

3. 3. 3 Control bicldgico

El control biolégico se define como la reduccién de la densidad del inocule o de su
actividades productoras de enfermedad de un organismo patégeno o parasitos en su
estado activo o de dormancia, por unc o mas organismos que ocuiren naturalmente o a
través de la manipulacion del medio ambiente, hospedante, o antagonistas o por la
introduccion masiva de uno o mas antagonistas. (Baker y Cook 1982).

En las (ltimas décadas, el control bioldgico esta recibiendo mucha atencién, como
ejemplo es la adicién de microorganismos antagonistas, que presentan un gran potencial
para controlar patégenos que habitan en el suelo (Johnson y Dileone 1999).
Principalmente por el énfasis en la sostenibilidad de los sistemas de produccion agricola,
ya que se presenta como una alternativa de bajos costos al reducir el uso de
agroquimicos, ofrece soluciones a problemas como la persistencia de los plaguicidas y
reduce el deterioro de la microflora del suelo (Rincén et al. 1992; Jacobsen y Backman
1993).

En la naturaleza se encuentran suficientes antagonistas, no obstante, la blsqueda vy

evaluacion es un proceso fundamental y necesario para iniciar los programas de control
bioldgico (Krauss ef al. 1999).
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r;.:diversos estudios se ha demostrado el efecto antagonista de Trichoderma spp. El cual
éﬁi’mo de los hongos antagonista mas estudiados ya que presenta un gran potencial
é,_;,'-,iﬁ'o agente de control biolégico. Ademas es un hongo que prolifera en varios tipos de
: g,ﬁé'tos. especiaimente los que tienen un alto contenido de materia organica (Papavizas
1973; Lewis y Papavizas 1984; Freeman ot al. 1986).

.R'ajas ot al. (1992) estabiecen que el control biologico de R. bunodes con la utilizacion del
“antagonista Trichoderma tiene muchas posibilidades de aplicacién en los sistemas de
_produccién, ya sea como componente de sistemas integrales de manejo de
‘enfermedades o mediante el desarrolio de biopesticidas con base en este
“tnicroorganismo.

‘2.4, Metodologia en control biolégico

‘2. 4. 1. Aislamiento y tamizado de antagonistas en placas precolonizadas

- El aislamiento de un gran nimero de biccontroladores potenciales es relativamente facil.

. Sin embargo, es necesario realizar un proceso de tamizado para descartar la mayoria y
seleccionar las cepas mas promisorias. La importancia del tamizado radica en que las
evaluaciones de campo son mas confiables, pero son mas caras por lo que deben
probarse en el campo solo un nimero de antagonistas preseleccionados (Krauss et al
1999).

Muchos estudios publicados presentan resultados, donde se usan pruebas in vitro en las
cuales el patégeno y el antagonista son ubicados en lados opuestos de platos petri con
medios de cultivos (laboratorio) ricos en nutrientes y se mide la inhibicidn del crecimiento
del patégeno. La inhibicion in vitro en muchos casos es producto de la produccion de
antibiéticos que dependen fuertemente del substrato usado (Whipps 1987). La mayoria
de los medios usados no son representativos de los substratos naturales, por lo tanto, la
inhibicion in vitro en medios altamente nutritivos no correlaciona con la eficacia del
biocontrolador en el campo (Huber & Watson 1966); tampoco la ausencia de inhibicién
bajo tales condiciones artificiales, deberia ser usada como un criterio para descartar un

agente candidato como biocontrolador en un proceso de pretamizado.

I




En realidad, la mayoria de los micoparasitos no producen zonas de inhibicion substancial
porque su modo de alimentacion parasitica requiere contacto fisico con el hospedero, el
cual seria, con menor posibilidad, inactivado si el patégeno ha sido inhibido antes de
entrar en contacto. La antibiosis es solo uno de los muchos mecanismos posibles para el
antagonismo y su importancia relativa es controversial (Fravel 1988). Sin embargo juega
un papel en algunas interacciones y su involucramiento debe ser probado en los

substratos naturales respectivos.

Krauss ef al. (1999), afirmaron que las interacciones in vitro no son apropiadas, con el
propédsito de seleccionar agentes biocontroladores efectivos, pero pueden ser (tiles para
detectar la habilidad principal de un organismo para producir antibidticos. Esto es de gran
interés en estudios de toxicolegia por gjemplo, si el agente de biocontrol va a ser aplicado
a productos comestibles o para registro de un agente de biocontrol. A pesar de estas
limitantes las interacciones in vitro siguen siendo utilizadas ampliamente en la seleccién

de agenies de control biolégico.
2. 4. 2. Tamizado de antagonisias

2.4, 2. 1. Eluso de bioensayos

Los bicensayos son simulaciones a pequefia escala que representan condiciones
naturales especificas. lLos cuales son llevados a cabo en el laboratoerio o invernadero y
por eso, normalmente no toman en cuenta las variabilidad climaticas, las cuales juegan un
papel importante en el campo. Dependiendo del propédsito, los bicensayos pueden usar
plantas producidas a partir de cultivo de tejidos, plantulas que son particularmente Gtiles
para patdgenos del suelo o varias partes extraidas de la planta (frutos desprendidos,
hojas, discos de cascara, discos de hoja o raices, etc.). El marchitamiento se simula bien

en ensayos con plantulas para enfermedades de suelo (Krauss et al. 1999).

Los bivensayos, correctarnente empleados e interpretados, son la mejor simulacion de las
condiciones naturales con que contamos en el presente para el tamizado de agentes de
control biolégico, pero se debe tener en mente que partes separadas de plantas, plantulas
o tejido vegetal producido in vitro, difieren marcadamente de las condiciones naturales
(Krauss 1996).
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2. 4. 2. 2. Incculaciones con patégenos y antagonistas

La eficacia del control biolégico depende del equilibrio entre patégenos y el antagonista(s).
.La mayoria de los "antagonistas" pueden hacerse lucir como promisorios si se aplican en
niveles altamente superiores a los del patégeno. No hay reglas fijas que expliquen el nivel
:'_:: de inoculo que se debe usar en el campo. Sin embargo, muchos patégenos como
'phytophthora spp. y Colletotrichum musae son ejemplos en cacao vy banano,
respectivamente, que pueden inducir sintomas a concentraciones de 10° ufe mi”. Otros
necesitan mayores niveles de inoculo para causar una enfermedad consistente.

Antagonistas aplicados a niveles mas bajos que los del patogeno, raramente funcionan
{Krauss ef al. 1999).

Krauss el al. (1999), establecieron que los buenos antagonistas deberian dar una
proteccién significativa a niveles de inoculo iguales al del patdgeno (50:50), Yy s una
prueba estricta de seleccion que puede eliminar candidatos mediocres. Niveles del
antagonista 1000 veces mas altas que las del patdgeno son frecuentemente usadas para
producir un biocontrol consistente y deberian ser consideradas como maxima diferencia
para antagonistas de hongos. Diferencias excediendo este maximo darian una ventaja
irreal al agente de control biolégico, parque es improbable que una dosis tan alta pueda

ser mantenida en el campo, incluso con aplicaciones repetidas y/o reforzadas con
nutrimento en la foormuiacion.

Las curvas dosis-efecto usualmente son logaritmicas. Incrementando la concentracién 10
veces doblard la respuesta, incrementando 100 veces aumenta 3 veces el nivel de
respuesta etc. Por eso deben usarse series de diluciones en base a 10 en pruebas
preliminares para determinar concentraciones sensibles (Krauss ef al 1999).

Otra consideracidn principal en el tamizado de agentes de control bioldgico, es el tiempo
de aplicacion de patégeno(s) y antagonista(s). Muchos antagonistas funcionan bien si se
aplican antes que el patégeno pero no si se aplican simultaneamente o después del
patogeno. Dado que en el campo siempre existe una presion de enfermedad casi
constantemente, un investigador critico buscara seleccionar agentes de biocontrol que
controlen la enfermedad cuando se inoculen  simultaneamente (Krauss ef al. 1999).
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Un gltime punto de impartancia es el grado de condiciones estériies que deberian ser
m}ﬁiadas en el pre-tamizado. Aunque las condiciones asépticas dan resultados mas

definidos, y por ende més faciles de interpretar, también son menos representativas de las
condiciones naturales. Un buen agente de control bioldgico dara resultados claros en
condiciones no estériles. Similarmente, usando condiciones estériles, podemos
'seleccionar un antagonista débil creyéndolo promisorio, pero este funciona bien solo
.'cuando los competidores han sido eliminados. Este candidato es poco probable que
3.'5.funcione en el campo y es mejor descartarlo durante un pre-tamizado estricto. Por esto,
~los biocensayos bajo condiciones no estériles (suelo no estéril para plantulas, no-
esterilizacion de superficie para partes desprendidas de la planta) deben ser considerados
:-"at menos en etapas avanzadas del proceso de tamizado (Krauss ef al 1999).

2. 4.2, 3. Rango de hospedante

Durante el trabajo con micoparasitos, es muy importante determinar el rango de
| hospedantes de los antagonistas promisorios. Para esto es necesario comparar los
hospedantes, y no los antagonistas. Es decir, |la taza absoluta de crecimiento no es
relevante, sine la variabilidad de las tazas de crecimiento entre hospedantes. Uno puede
comparar generos diferentes de un complejo de enfermedad para seleccionar
hiperparasitos de amplio rango de hospedante, o comparar cepas diferentes de una
especie de patbgenocs para estimar el efecto de biodiversidad de! patégeno en el control
bioldgico, o inocular hongos benéficos con el antagonista para eliminar antagonistas con

efecto negativo a estos hongos (Krauss ef al. 1899),

Estudios de rangos de hospedantes para patégenos de la parte aérea, han permitido
identificar varios micoparasitos de amplio rango que atacan tres géneros de patégenos
diferentes de cacao: Crinipellis perniciosa, un basidiomicete, Moniliophthora roreri, un
basidiomicete imperfecto y Phytophthora spp, un oomicete. El hecho de que muchos
micoparasitos fueron capaces de parasitar estos tres géneros, incluyendo las diferentes
Cepas probadas y que fueron originadas en diferentes zonas, ofrece un ambito
Considerable para su explotacion como agentes de control biolagico.  Por esto, es
importante evaluar los micoparasitos contra una poblacién representativa del patégeno.

Debido a la diversidad del patogeno, seria irrealista esperar que un agente de
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wiocontrol compuesto por una sola cepa, garantice un control consistente contra una
: 'pob;acién diversa de patégenos y bajo condiciones ambientales variables. Por eso, es
recomendable trabajar con mezclas de cepas de antagonista (Krauss et al. 2001).

2. 5. Variabilidad de patégenos e implicaciones para el control biologico
- 3.5.1 Biodiversidad de patdgenos y discriminacion de cepas

Cepas de las mismas especies de patdégenos pueden presentar diferencias significantes,
Esto se ha demostrado para diferentes patdgenos incluyendo Coffetotrichum spp.
Fusarium spp. y Phytophthora spp.  Por eso, es importante trabajar con varias cepas
representativas de la especie del patégeno. lLas cuales deben ser originadas en las
diferentes areas en donde se espera que el biocontrolador controle aj patdgeno. También
debe tomarse consideraciones eco fisiolégico, como adaptacién al sitio (Krauss 1999).

Para Colletotrichum musae, otro patégeno altamente diverso, se ha mostrado gue hasta
micoparasitos de amplio rango de hospederos, que atacan dos o mas géneros de
patégenos, difieren significativamente entre cepas de C. musae (Krauss ef al. 1998). La
discriminacion de cepas fue observada a todos los niveles de interaccion celular con C.
musae. Los antagonistas actuaron por diferentes mecanismos, como parasitismo,
antibiosis, competencia simultaneamente (Krauss ef al 2001), lo cual concuerda con las
observaciones hechas por Elad (1998) en diferentes sistemas de control bioldgico.

La importancia relativa de cada mecanismo, difirié en los micoparasitos individualmente.
La discriminacion de cepas fue correlacionada con la susceptibilidad diferenciada de las
cepas de C. musae a uno 0 mas mecanismos menores. Obseivaciones similares han sido
hechas para micoparasitos con amplio rango de hospederos, contra aislados de
Phytophthora palmivora de cacao en Pert, pero en menor grado contra C. pemniciosa y M.
rorer.

Para los Gltimos hongos, eso es una Sorpresa porque se cree que estos organismos
fienen una base genética relativamente estrecha. Indicando que es necesario estudiar
mas este fendmeno v la variabilidad de patdgenos (Krauss ef al. 2001).
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2 5. 2. Mezclas de cepas de bio-controladores

Uno de los principales problemas del control biolégico es la inconsistencia en la actuacién
de los controladores bioldgicos bajo condiciones de campo sin razén aparente.
Posiblemente, el procedimiento de desarrollo puede ser un factor que confribuye. En la
mayorfa de los tamizados de control biolégico, se prueba un gran ntimero de candidatos
contra una sola cepa de referencia del patégeno, incluso en un estado avanzado de las
evaluaciones. Poca atencidn es puesta a las poblaciones de patégenos. Los
antagonistas mas promisorios se prueban mas tarde en el campo donde son expuestos
no sélo a la entera biodiversidad de poblaciones de patégenos contra los que nunca han
sido evaluados, sino que también a un amplio rango de condiciones ambientales que en e}
laboratorio no pueden ser simuladas. Como resultado, estos controlan la enfermedad en
algunos experimentos pero en otros no (Krauss et al. 2001).

Cualquier cepa de antagonista estd adaptada a un nicho particular. Una cepa, por si
misma, no puede esperarse que aclie igualmente en diferentes zonas climaticas,
microclimas y estaciones (Krauss 1999).

2.5.2. 1. Ventajas de las meZclas de cepas

Bio-indeculo mezclado ha sido, probablemente, pionero en el control de enfermedades del
suelo (Sivasithamparam y Paker 1978, citado por Krauss 1999) y desde entonces han
sido aplicado exitosamente en el campo y en situaciones de post-cosecha.

En un estudio para el control bioldgico de la pudricion de la corona en banano, se
seleccionaron y pre-tamizaron micoparasitos usando 12 cepas de patégenos del compiejo
de la enfermedad. Se encontraron diferencias entre ios diferentes antagonistas. Mas
aun, en las interacciones de cepas de patdgenos con ambos antagonistas y experimento,
fueron altamente significativas. Esto significa que el control de diferentes cepas de C.
musae difiere entre cepas de antagonistas, asi como también entre experimentos
repetidos. Sin embargo, el descubrimiento interesante es que cada antagonista exhibié
un comportamiento consistente, como puede ser concluido de la falta de interaccion
significativa entre antagonista y experimento. Por otro lado, el factor "cepa de patégeno”
interactué con ambos antagonista y experimento. La inconsistencia se debié entonces a
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' la variabilidad del patdgeno C. musae, por ejemplo el grado particular de susceptibilidad
" de cada cepa de C. musae a un antagonista individual (Krauss ef al. 2001).

De acuerdo a lo anterior, se evaluaron combinaciones de antagonistas en un intento por
superar la inconsistencia en el control de pudricidn de la corona. En bioensayos, las
mezclas de hasta cuatro hongos antagonistas fueron mas efectivas controlando
infecciones mezcladas causadas por cuatro cepas de C. musae. Cuando estas mezclas
fueron usadas para tratar racimos de banano que fueron infectados en forma natural por
una multitud de patégenos, otra vez, el biocontrol fue mas eficiente con inoculo
conteniendo tres o cuatro antagonistas (Krauss et al. 2001).

2. 5. 2. 2. Compatibilidad de antagonistas

No todos los intentos por combinar agentes de control biolégico han sido exitosos
(Raupach y Kloepper 1998). Estudios han reportado incompatibilidad entre antagonistas
(Leibenger et al. 1997). Sin embargo, a pesar de que los antagonistas probados en
estudios de la pudricion de la corona fueron antagonistas de amplio rango de hospederos,
no parecieron antagonizarse entre si a ningtin nivel marcado, en agar agua o en cascara
de banano. El porcentaje de recuperacion de antagonistas de discos de cascara
inoculados incrementd con el nimero de cepas de bioindculo, mientras que la frecuencia
de reaislamiento del patdégeno disminuyd. En realidad, a partir de discos tratados con
cepas individuales de antagonistas siempre se pudo aislar el patégeno aunque la
pudricién de corona hubiera sido reducida significativamente. Pese a esto, la
compatibilidad contra antagonistas debe ser probada para cada caso. Recientemente,
Fukuii et al (1999, citado por Krauss 1999) sugirieron que el enfoque mas practico es
iniciar la evaluacién de agentes de control biolégico con una mezcla de muchos
antagonistas y eliminar los incompatibies o no efectivos.
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3 MATERIALES Y METODOS
3‘1. Localizacion

.'_'..:'L'os experimentos se realizaron en el invernadero y en el laboratorio de Fitopatologia de la
Unidad de Fitoproteccion, en el Centro Agrondmico Tropical de Investigacién y Ensefianza
(CATIE), en Turriaiba, Costa Rica, localizado a 9°52'N y 83°38°0 y 640 msnm, donde las
" variables climaticas son de 22°C, 2479 mm, 87% MR y 11,82 uJ/m?, en promedio
. (Jiménez 1994).

" 3.2. Cultivo del patégenc Rosellinia spp.
3.2.1. Coleccidn del patégeno Rosellinia spp.

Para establecer la coleccion del patégeno se visitaron diferentes zonas y productores. Se
localizaron los focos de infeccién del patdégeno y se tomaron al azar, plantas infectadas
naturalmente que presentaban los sintomas tipicos de la enfermedad como marchitez. Se
colectaron muestras de la coleccién de cacao del CATIE. En el caso de café, con el
apoyd de tecnicos extensionistas de ICAFE, se visitaron fincas de la zona del Sauce.
Ademas se tomaron muestras de cafetales del CATIE. En el caso de papa, se visitd
Tierra Blanca de Cartago, zona altamente productora de papa y con alta incidencia de
Rosellinia.

Las muestras de plantas enfermas procedentes del campo se ilevaron al laboratorio del
area de Fitopatologia del CATIE, se cartaron en trozos pequefios y se lavaron con agua
potable para retirar el suelo de las raices y el tallo de las plantas afectadas.
Posteriormente se dio una segunda lavada utilizando agua esterilizada y se dejaron

secando a temperatura ambiente para reducir el exceso de humedad y evitar la
contaminacion.
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3.2.2, Metodologia de aisiamiento

Durante el proceso de aislamiento del patégeno se probaron tres métodos diferentes los
cuales se describen a continuacion: 1) Papel Kraft, 2) Siembra directa y 3) Vermiculita

(figura 2):
3.2.2.1. Papel Kraft

El papel Kraft que se utilizd para llevar a cabo el aislamiento se envolvid con papel
aluminio y se esterifizo en la autoclave durante 40 minutos a 121 °C, se dejé enfriar y se
humedecio con agua esterilizada. Una vez que las muestras fueron secadas a
temperatura ambiente se envolvieron con el papel Kraft y se ubicaron sobre una malla
colocada dentro de una bandeja con agua esterilizada en el fondo, para formar una

camara humeda y se mantuvo cerrada para evitar la contaminacion (figura 2A).

3.2.2.2. Siembra directa

Para la inoculacion directa en los medios especificos, las muestras procedentes del
campo fueron cortadas en trozos pequefios y se sumergieron en una solucién de
hipoclorito al 1 % viv durante un minuto. Después se enjuagaron rapidamente con agua
esterilizada y se dejaron secando en la camara de transferencia durante tres horas.
Posteriormente se quitd la corteza con un bisturi y se hicieron cortes finos para ser
inoculados directamente sobre los medios CZAPEK-DOX AGAR (CDA) con Rosa de
Bengata (figura 2B) y papa dextrosa agar acidificado (PDAA) figura 2C. La inoculacién se
hizo en la cdmara de flujo laminar para evitar la contaminacion.

3.2.2.3. Vermiculita
La vermiculita es un tipo de arcilla expandible. En una bolsa autociavable se echaron
aproximadamente dos libras de vermiculita y se agregaron 100 m! de agua destilada con

el fin de humedecerla. Luego se autoclavé durante dos horas. Se dejé enfriar en la
camara de transferencia y se pasé a cajas plasticas.
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‘Se introdujeron trozos pequefios de muestras de plantas enfermas y se cubrieron
"tl)talmente con la vermiculita. Se rocié con agua esterilizada hasta humedecer y la caja se
‘mantuvo cerrada para evitar la contaminacion (figura 20).

bara la preparacion del PDAA, se agregaron 500 ml de agua destilada en un erlenmeyer
‘con capacidad de un litro. Se pesaron ?;QQQ de Papa Dextrosa Agar (PDA) y 5 g de agar
3..:.soiid§ﬁcante y se echaron al erlenmeyer. Finalmente se agregé el resto de agua hasta
completar 1000 ml.  Para lograr una buena disolucién del medio y tener una buena
homogenizacion se dejé agitando con un magneto mas calor durante un pericdo de
" tiempo de 15-20 minutos hasta lograr una solucién transparente. Luego el volumen total
.:.se dividio entre cuatro erlenmeyers con capacidad de 250 ml y se sellaron con papel
aluminio, se autoclavaron a 121 °C durante un periodo de 25-30 minutos, finalmente se
_ dejaron enfriar a una temperatura manejable en la cdmara de transferencia y con un
gotero se agregd el acido lactico (25 % viv, pH = 0.6) a una dosis de 50 gotas para un litro
- de PDA, finalmente tener un medio con un pH = 3.5 y evitar el crecimiento de bacterias.

El CDA con Rosa de Bengala es un tipo de medio especifico para hongos de crecimiento
lento. Para preparar la solucién el procedimiento es el siguiente: en un litro de agua
esterilizada se agregaron 0.4 g de Rosa de Bengala. Se autoclavé una sola vez; cuando
se tiene preparado se guarda en una botella color ambar para evitar la foto irradiacion, y
se recomienda no usarlo después de un mes de preparado (Pady ef al 1960).

Para la preparacién del CDA con Rosa de Bengala, se agregaron 500 mi de agua
destilada en un erlenmeyer con capacidad de un litro. Se pesaron 35 g CZAPEK-DOX +
20 g de agar + 10 ml de la solucidn madre de Rosa de Bengal, luego se agregd el resto de
agua hasta completar el litro.
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Figura 2. Métodos para el aislamiento del patégeno Rosellinla spp.

Para lograr una buena homogenizacién del medio CDA se puso a agitar con un magneto
mas calor hasta lograr una buena dilucién del medio. Luego se autoclavé durante 20
minuto y a 1 bar de presidn. Finalmente el medio se mantuvo por un bafio de Maria
durante a una temperatura entre 40 — 50 °C y en la c&mara de transferencia de flujo
laminar se adicionaron los antibidticos (ciclohexamida 0.5 g/L y cloramfenicol 1 g/L). Para
la adicién de los antibidticas se usaron filtros milipor de 0.2 pm. Durante este proceso es
importante mantener la temperatura del medio en 40 °C para evitar que los antibidticos
no se desnaturalicen.

Los éxitos de aislamiento logrado con cada uno de los métodos se compararon con la

prueba Chi-cuadrado.

3.2.3. ldentificacion de Roselfinia.

Rosellinia es un género que se caracteriza por tener un crecimiento muy lenfo en
comparacién con otros hongos del suelo como Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. por lo
que se revisaron las muestras periddicamente después de la inoculacion vy se transfirié el

crecimiento de Rosellinia antes de que se contaminara.
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para tener seguridad que el hongo que estaba creciendo era Rosellinia, el micelio se
observo al microscopio compuesto y se comprobd la caracteristica tipica del micelic en
forma de hueso (ver figura 3, PROCAFE 1996) Cuando se tuvo seguridad que se
trataba de Roselfinia, se transfirid el crecimiento a PDAA el cual es un medio que inhibe el

crecimiento de bacterias y favorece el crecimiento de Rosellinia.

Figura 3. Forma tipica del micelio de Rosellinia sp. Fuente: PROCAFE (1996)

3.2.4. Crecimiento de Rosellinia spp.

Cuando los patigenos se obtuvieron en cultivos puros, se compard el crecimiento radial
de ambas cepas (RBO0OT y RB0002) en dos condiciones luz y oscuridad. Las cepas
sembradas en PDAA se ubicardn en una camara incubadora a una températura constante
de 25 °C. Después dé 8 dias de la inoculacion sé evalud su tasa dé cracimisiits en
milimetros por dia. Las tasas de crecimiento se comparé con ANDEVA de dos faciores
(cepas e iluminacion) con 27 repeticiones.
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3.3. Aislamiento de micoparasitos

E| aislamiento de los antagonistas se llevo a cabo en dos fases:

3.3.1. Fase de campo

Para obtener los micoparasitos antagonistas se tomaron muestras de plantas sanas que
estaban creciendo alrededor de los sitios donde se preseniaba la enfermedad, para
garantizar una alta presién de inoculo. Esto representa una mejor garantia de que el
control biolégico esta funcionando. Esto se hizo también para garantizar una buena
adaptacion al habitat, y por ende, su supervivencia y actividad fisiolégica requerida para el
control biolégico (Krauss y Bustamante 1999).

Para el aislamiento de los antagonistas ya sea en cacao o papa, se colectaron cinco sub
muestras de suelo del drea de la rizésfera de las plantas a 30 cm de la base del talio
hacia fuera y 30 cm de profundidad. Antes de extraer la muestra se limpié toda la
hojarasca de la zona de goteo de la planta y con la ayuda de un palin se saco el suelo,
Se mezcld bien y se llevé al laboratorio aproximadamente 454 g, se sacaron todos
aguellos materiales extrafios como piedras y raices.

3.3.2. Fase de laboratorio

El aislamiento de los micoparasitos se realizd usando la técnica de cebo Namada
métodos de placas precolonizadas (Foley y Deacon 1985, ver figura 4). El método
consiste en precolonizar platos petri con el hongo patégeno, dejarlo incubar hasta que
llene completamente. El suelo antes colectado del campo en el laboratorio, se partié en
pedazos pequefios para aumentar el rea de superficie. Estos pedazos se dejaron secar
al aire a temperatura ambiente, de un dia para otro, para reducir la humedad y evitar la
contaminacion por bacterias. Luego cuidadosamente se inoculé sobre la superficie del
micelio de hospedero (patégenc). Para lograr un buen contacto un buen contacto con el
micelio pero no con el agar. Cuando los platos no estaban completamente
precolonizados, fue necesario remover las partes no colonizadas del agar. Después de la
inoculacién se dejaron incubando por periodo de cinco dias y con la ayuda del
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estereoscopio se aislaron en cultivos puros. Los organismos que crecieron sobre el
micelio de las placas precolonizadas por el patégeno. Por la agresividad de los
micoparasitos, fue posible obtenerlos en cultives puros en solamente uno o dos pasos

(Krauss y Bustamante 1999).

e Se cultivaron placas de PDAA con micelio del hongo

hospedero Rosellinia spp. Se dejd incubar a la oscuridad a
25 °C hasta que las placas petri estuvieran bien

colonizadas.

s Se colocé suavemente scobre el micelio de platos
precolonizados por el hongo hospedero Rossllinia spp.
aproximadamente 1 g de suelo seco que es la fuente de

inGeulo de los antagénicos.

» Se dejo incubar hasta que el parasitismo de los antagonistas
fue visible.

» Finalmente con la ayuda del estereoscopio los micoparasitos
fueron aislados en cultivo puro en medio de PDAA.

| Figura 4. Presentacion esquematica del método de placas precolonizadas.

3.4. Rango de Hospedantes de Micoparasitos en Placas Precolonizadas

Los micoparasitos que resultaron en el proceso de aislamiento, se le determing el rango
de hospedante y se escogieron los mas promisorios. Se precolonizaron platos de PDAA
con cada una de las cepas dei hospedero Rosellinia spp. se inocularon con los
micoparasitos y se dejaron crecer por cinco semanas. El crecimiento de los micoparasitos
se midi¢ indirectamente de la siguiente manera: Se marcaron cinco franjas paraleias,
cada una de cinco milimetros de ancho, en la base de los platos. Cada siete dias se
removié una de las franjas con un bisturi, cortando desde el extremo distal hacia ia fuente
de inoculo del micoparasito para evitar la contaminacién cruzada (figura 5). Las franjas de

agar se cortaron en quince pedazos sucesivos de cinco milimetros, de manera que la
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presencia del micoparésito serd en un bloque particular de agar de 5X5 mm, el cual tiene
una distancia conocida hasta la franja de inoculo original, y se relacioné con el crecimiento
que el hiperparasito ha tenido cada semana, a través de la placa precolonizada {figura 5).
Para cada micoparasito, se compararon las tasas de crecimiento en ambas cepas
mediante la prueba t-student.  La susceptibilidad general de las cepas se compard
mediante la prueba t-pareada.

Se Cortaron franja Cada franja se cortd
cada semana en pedazos de 5x5
mm
= =
Placa precolonizada
~ con el patdgeno
Inccuto del Evaluacién microscépica
micoparasito después de Ia segunda

L incubacion

Figura 5. Rango de Hospedante de Micoparasitos en Placas Precolonizados

3.5 . Compatibilidad de micoparasitos

3. 5. 1. Pruebas preliminares de patogenicidad

Previo a realizar los bioensayos de control bioldgico de Rosellinia se realizaron pruebas
de patogenicidad con plantas de cacao de diferentes edades. EI objetivo de las pruebas
fue para conocer si el hongo tenia capacidad para afectar plantas de cacao en diferentes
etapas del cultivo. Ademés se probé diferentes dosis de arena con crecimiento micelial de
Rosellinia para conocer ia dosis necesaria en la cual el patégeno es capaz de producir
enfermedad.

En el primer ensayo, se colocé en una bandeja 500 g de arena de rfo mas 150 g de avena
Quaker, se mezclé y se esterilizd durante 45 minutos. Luego se enfrid y se dejé en un
lugar aséptico, se humedecid con agua esterilizada hasta capacidad de campo y en la
camara de transferencia se inoculd con 10 discos de medios de agar con crecimiento de
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Rosellinia (cepa RBQO001). Se dejd¢ incubando en la oscuridad en una camara a
temperatura constante de 25 °C durante un periodo de 14 dias, periodo en el cual el
patégeno mostré un buen crecimiento del micelic sobre la arena. Cuando el hongo
presentd un buen crecimiento, a la bandeja se le agregé 500 g mas de arena de rio
esterilizada y se mezcld bien con la arena donde crecié el patdgeno (testigo positive). El
testigo absoluto fue una bandeja con arena de rio sin inoculo. En cada bandeja se
sembraron 25 semillas de cacac y después de 18 dias se evalud el porcentaje de
germinacion.

El segundo ensayo, se realizd con el propésito de conocer la dosis necesaria en la cual el
patdgeno es capaz de causar enfermedad, y para saber si las plantas de cacao a mayor
edad son mas susceptible a Rosellinia. Se seleccionaron plantas de tres meses de edad,
se sembraron en bolsas de dos kilogramos de capacidad y se inocularon con diferentes
dosis de arena con inoculo. Se compararon cuatro tratamientos: Testigo absoluto, 100 g,
200 g, y 250 g de arena con inoculo de Roselflinia, respectivamente. Después de tres
meses de inoculado se evalué la altura de las plantas (cm), nimero de hojas, peso seco
de hojas (g), peso seco de raices (g) y la presencia de la enfermedad en cada
tratariento.

3. 5 2. Preparacién del inoculo

Se probaron dos métodos para la produccion de inocule de Roseliinia (cepa RB0O0O1),
arena de rio mezclada con avena Quaker y semilla de trigo. En ambos métodos se
autoclavé durante 45 minutos. En el método de la arena de rio mezclado con avena
Quaker, se observd mucho problema ya que el hongo mostré un crecimiento lento y se
contaminaba con mucha facilidad. El método usando semilla de trigo fue mejor ya que e
hongo crecié mas rapido y sin problema de contaminacién. Estas observaciones
concuerdan con estudios realizado por (Sztejnberg et al. 1987), los cuales comprobaron
que el metodo funciona bien para producir inoculo de Rosellinia. Por lo tanto, para la
produccion de inoculo de Rosellinia se decidié poner en practica esta metodologia.

Se pesaron 100 g de semilla de trigo y se colocaron en una botella cuadrada de

capacidad de un litro y se agregaron 150 ml de agua. Se autoclavé durante 45 minuto y

se dejo enfriando en la camara de flujo laminar durante tres horas. El agua sobrante

dentro de la botella se drend para reducir la contaminacién por bacterias. Cuando Ia

semiila de trigo se enfrid, cada botella se le inocuid con 6 trozos de PDAA con crecimiento
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joven de Rosellinia (7 dias de edad) de un didmetro aproximado 5x5 mm. Las botellas se
dejaron incubando en la oscuridad a una temperatura constante de 25 °C durante un
periodo de tiempo de 14 dias, periodo en el cual el hongo mostré un crecimiento evidente.

Los antagonistas como Trichoderma y Gliocladium tienen una produccion abundante de
conidias sobre medios ricos en nutrientes, ademas son hongos facil de manipularios y
obtener el inoculo necesario. En ese sentido, el inoculo de los antagonistas se obtuvo de
platos precolonizados previamente, de 8 dias después de haberse inoculado. A cada
plato se agregé 10 mi de agua destilada y con un pincel se hizo un lavado de las conidias.
Para conocer la cantidad de conidia por cada plato, de los diez mililitros se saco una
alicota y a través del método de conteos con el hemacitémetro se determind la cantidad
de esporas disponible por cada plato precolonizado (French y Hebert 1982) v luego se
estimé la concentracion necesario por mililitro de agua para cada tratamiento.

3.5.3. Bioensayo de compatibilidad de hiperparasitos

Se observd que el patdgeno afecta las plantas de cacao indistintamente de la edad, por lo
que se decidio trabajar con plantas de 15 dias después de germinada. Para establecer el
ensayo de compatibilidad de los antagonistas, se selecciond suelo del mismo lote donde
se aislaron los antagonistas y el patégeno, esto con el bropésito de tener la misma
microflora en el suelo donde se inocularon los antagonistas. No obstante, se tuvo el
cuidado de seleccionar las areas donde la enfermedad no estaba presente, para
garantizar un suelo libre del patdgeno. La tierra se zaranded y se llenaron holsas
plasticas de dos kilogramo de capacidad, con suelo natural sin esterilizar, y se sembraron
las semillas de cacao. ‘

Los antagonista mas promisorios que resultaron del proceso de pretamizado se aplicaron
en forma individual y en mezcla. Tanto el patégeno como los antagonistas se inocularon a
fa misma vez. El patbgeno se aplicd a una dosis de 250 g de semilla de trigo con inoculo
de Roselfinia por bolsa de 2 Kg. de suelo. Los antagonistas en forma individual se
aplicaron una concentracion de 1x10° conidias por mililitros de agua, en cambio cuando se
aplicaron en mezcla de dos y tres se bajo la concentracién de cada antagonista a 5x10°
conidias por mililitros de agua para no aumentar el inoculo total.
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Para el ensayo de compatibilidad de antagonista, se utilizd un Disefic Completamente
Aleatorizado (DCA) con 9 tratamientos, 5 repeticiones como se detalla en el (cuadro 1), la
unidad experimental consistio en cada una de las plantulas de cacao.

3.5.3.1. Tratamientos

Se usaron 9 tratamientos y se aplicaron en forma individual y en mezcla con el propésito

de conocer su compatibilidad (ver cuadro?).

Cuadro 1. Tratamientos de antagonistas aplicados de manera individual y en
mezcla para el manejo de Rosellinia sp.

Tratarmientos en mezcias

Tratamientos Tratamientos en mezclas
de tres antagonistas (1)

Individuales (5) de dos antagonistas (3)
RBO001+ ARBO004 + ARBOO11 RBO00O1 + ARBO0O04 + ARBOO11+ T-22

Testigo absoluto

Testigo positivo RB0001 + ARBO00O4 + T-22

RBO0O0O1+ARB0O004 RB0001 + ARBOO11 + T-22

RBO001+ARBOO11

RBO0O1 + T-22

Testige abscluto = Sin inoculo
Testigo positive = Solo inoculo de Roselfinia (RBG001)

ARBO004 = Trichoderma sp. aistado del suelo de la rizésfera de plantas de cacao
ARBOO11 = Gliocladium roseum alslado dsl suelo de la rizosfera de plantas de papa
T-22 = Trichoderma harzianum aislado de Root Shield™ producto comercial

3.5.3.2. Modelo estadistico

Yysp+ri+sy

donde:
Y, = es lavariable aleatoria de respuesta,
4, = la media verdadera poblacional,
= el efecto del tratamiento iésimo, y
¢y = el error experimental.
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3.5.3.3. Andlisis de la informacién

Para la variable severidad los datos son fueron paramétricos por lo que se analizaron
usando el area bajo la curva propuesta por Jeger (1983) que expresa la acumulacién de la
enfermedad en el tiempo.

ABC = Z{Y+ Y4}/ 2 x dt;

Donde:

ABC = Area Bajo la Curva

2. = a la sumatoria de n observaciones

Y, = Severidad de la enfermedad afectado en la iésima observacion

dt; = Tiempo (dias) después de la inoculacién en la iésima observacion.

1 ABC y las demas variables, excepto mortalidad, se analizd mediante ANDEVA.

Los datos expresado en porcentaje, como la mortalidad para el primer ensayo de
compatibilidad de antagonistas, fueron analizados usando la metodologia propuesta por
Cochran para datos binarios seglin Zar (1996), la cual considera datos aleatorizados en
blogues o con medidas repetidas que puede contener dos posibles valores (vivo o
muerto). Para el andlisis, el valor muerto se registra can “1” y para valores vivo se registra
con “0".

3.6. Eficiencia de los micoparasitos en funcién de la materia organica (M.O) y
el pH del suelo.

Para conocer el efecto de la MO y del pH del suelo a nivel de bioensayo, se
seleccionaron las mejores mezclas que resultaran del experimento de compatibilidad. Se
encontré que las mezclas mas promisorias fueron ARBO004+ARBOG11 vy
ARBO0004+ARB0011+T-22. Por lo tanto, se decidié trabajar con estas mezclas y conocer
su eficiencia sobre en el control bioldgico de Roseffinia.

Para el establecimiento del ensayo se colectd suelo de la misma area donde se aislaron
los antagonistas y el patdégeno, esto con el propdsito de obtener microorganismos
adaptados a la misma condicién del patégeno. Los elementos minerales fueron
determinados por el laboratorio de suelo del CATIE. El contenido de materia orgénica
(MO) establecido a través del método de digestion himeda Walkley y Black (Bornemiza et
al 1979). Se encontré que el suelo de Cabiria tiene (6.14 % M.0). A partir de este

29



ﬁorcentaje- se ajustd a los otros dos niveles deseados para el estudio. Para lograr los
hfveles propuestos de materia orgénica (6, 9y 12 %), fue necesario agregar 0, 63 y 128 g
6.9 bocachi por bolsas de dos kilogramos de suelo, respectivamente.

““También al mismo suelo se le midid el pH, siguiendo la metodologia propuesta por Diaz y
- Hunter (1978), la cual se basa en la determinacion def pH a traves de la extraccién en
agua usando una relacion suelo / solucién 1:25. Se encontrd que el suelo de Cabiria
" tiene un pH de 4.17. A partir de este nivel de pH, se ajusto a los otros dos niveles
: deseados para el estudio adicionande carbonato de calcio (CaCO;). Previo a instalar el

- experimento fue necesario medir nueve muestras de 100 g de suelo seco y se agregaron
" cantidades de 50 hasta 450 mg con intervalos de 50 g de CaCQ;. Eso se hizo con el
~ propésito de establecer una curva y poder determinar la cantidad necesaria de CaCOs
para lograr lo niveles de pH deseados para el estudio. Para lograr los niveles propuestos
de pH (4, 5 y 6) se adicionaron 0, 2.04 y 6.12 g de CaCO; por bolsas de dos kilogramos
de suelo, respectivamente.

3.6.1. Disefio experimental

Se utilizd un Disefio factorial completamente aleatorizado de la forma 4 X 3 ( factor A = 4
tratamientos: dos testigos y las dos mejores mezclas de antagonistas; factor B = 3
diferentes contenidos de materia organica o pH, 5 repeticiones). La unidad experimental

consistidé en cada plantula de cacao.

3.6.2. Tratamientos evaluados

A nivel de bioensayo, se seleccionaron las mezclas de dos antagonistas
ARBO0004+ARB0011 y mezclas de tres antagonistas ARB0O004+ARB0011+T-22, las
cuales resultaron ser las mdas promisorias durante el ensayo de compatibilidad de
antagonistas, y se compard con un testigo positivo (solamente Roseflinia RBO001) y un
testigo absoluto (sin inoculo). Ademas se evalud el efecto de las caracteristica del suelo
materia organica y pH, sobre la eficiencia de las mezclas de antagonistas para suprimir la
presencia de Rosellinia. Los tratamientos, tanto el patégeno como los antagonistas, se
aplicaron a la misma vez. El patégeno se aplicé a una dosis de 250 g de semilla de trigo

con inoculo de Roselfinia por bolsa de 2 Kg. de suelo y los antagonistas se aplicaron una
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concentracion 5x10° conidias por mililitros de agua (concentracién total con iguales
proporciones de cada antagonista).

3.6.3. Modelo estadistico

Yy=u+Ag+By+ ABy +E

donde:
Yy = Es la variable aleatoria de respuesta.
& = La media verdadera poblacional.
Ay = Efecto de la i-ésima cepas de micoparasitos.
By = Efecto del j-ésimo nivel de materia organica o pH.
By = Efecto de interaccién entre Ay y By

Error Experimental

3.6.4. Variables de respuestas

En todos los experimento se evaluaron las siguientes variables: severidad de los sintomas
usando una escala no paramétrica de 0 a 5, de la misma se construyd la curva de
severidad en el tiempo y se calculd el area bajo la curva (ABC), mortalidad de plantulas
(%), dias de sobrevivencia de planta, altura de plantas (¢m), numero de hojas, area foliar
(cm?), longitud de raices (cm), peso seco de hojas (g) y peso seco de raiz ().

364 Analisis de la informacién

Todos los datos fueron analizados a través de programa estadistico SAS. Previos a los
analisis se realizaron pruebas univariadas para conocer si los datos se ajustaban a los
supuestos del anélisis de varianza (ANDEVA). Las variables como: Severidad ABC, dias
de sobrevivencia de planta, altura de planta (cm), nimero de hojas, area foliar (cm?),
longitud de raices (cm), peso seco de hoja (g) y peso seco de raiz (g), su distribucién
tendic hacia una distribucion normal. Por lo tanto fueron comparado a través del
ANDEVA, seguido por la prueba de Tukey (probabilidad 0.05) para hacer separaciones de
medias.

Para el ensayo con arreglo factorial para materia orgénica y pH, donde tenemos dos
factores que constituyen una replicacion oculta, los datos de mortalidad de plantas fueron
transformados al ARCSEN (y; = arcseno *Jy1 )y luego se realizé un ANDEVA. Como no
hubo replicacion verdadera no se incluyd la interaccion entre Ay y By, en el modelo.
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4. Resultados y discusién

4.1. Resultados

4.1.1. Analisis de suelo.

Los resultados del anaiisis de suelo demuestran gue los suelos procedentes del lote de
Cabiria de las plantaciones de cacao del CATIE y Tierra Blanca de Cartago, fueron muy
simitares en relacion a ios macro y micro elementos, los niveles de fésforo son menores
de 40 ppm, un nivel que favorece el patégeno (Merchan 1990). No obstante, con respecto
al pH y el porcentaje de materia orgénica que son las caracteristicas del suelo de interés
en este estudio, se puede observar que el suelo de Cabiria fue mas acido, con mayor
porcentaje de materia organica y acidez extraible que el suelo de tierra blanca de Cartago
(cuadro 2).

Cuadro 2. Andlisis de suelo de dos diferentes localidades: suelo de plantaciones de
cacao del CATIE y suelo de cultivo de papa Tierra Blanca de Cartago.

Procedencia | Profun | PH | Acidez | Cafemol | Mglemol | Kicmol Pimg |Cwmg |Znimg [Me/ TM.O
Muestras {cm) agua | Extra | +4 +f A /l l A mil | %
Cabiria 0-30 | 47| 3.0 2.8 0.9 0.6 389 | 237 | 49 (279 6.1
Tierra

Blanca 0-30 | 55| 03 3.4 0.5 0.8 33.7 9.2 1.3 3.2 154

4.1. 2. Aislamiento de Rosellinia spp

4.1.2.1. Comparacién de aislamiento entre cultivos

Se colectaron muestras con sintomas tipicos de la enfermedad en tres cultivos: cacao,
café y papa. Sin embargo, solo se pudo aislar una cepa de cacao (RBOOO1) y otra de
papa (RB0002); para el caso de café no se logrd el aislar el patageno.

Al hacer una comparacién estadistica entre cultivos (figura 6), se puede observar que los
mayores porcentajes (yx’= 21.74, gl = 2, P< 0.001) de éxitos de aisiamiento se obtuvieren
en el cultivo de cacao, seguido por papa y sin ningln resultado para el cultivo de café.
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4 1.2.2. Métodos de aislamiento

A través de la prueba de Chi cuadrado se compararon diferentes meétodos para el
aislamiento de KRosellinia spp. Los resultados demuestran que hay diferencias
significativas (y*= 7.4, gl = 2, P < 0.05) entre los métodos evaluados (cuadro 3).

Se encontro que la cepa de Rosellinia sp. en el cultivo de cacao presenté los mayores
porcentajes de éxitos de aislamiento usando el método vermiculita, seguido por el método
de papel y los peores porcentajes de éxitc se presentaron con el método directo.

f 18 5 16,7
f 16 4

e
10 4
8 -
6

Porcentaje de éxitos

It

2

0 i - i 1
Café Papa Cacao

Cultivos

Figura 6. Porcentajes de éxitos de aislamiento de Rosellinia spp. en tres cultivos
diferentes.

La cepa de Rosellinia sp. en el cultivo de papa (RB0002) mostré un comportamiento
contrario a o encontrado en cacao (RB0O001), ya que el método directo fue el presents el
mayor porcentaje de éxito y sin ninguna respuesta en vermiculita y papel. Para el caso de
café no fue posible aislar el patégeno en ninguno de los métodos aplicados (cuadro 3).
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Cuadro 3. Porcentajes de éxitos de aislamiento de Roseflinia Spp. usando fres
diferentes métodos.

Cultivos Métodos de aislamiento

Papel Kraft | Vermiculita [ Directo 1 P
Cacao 18.0 25.0 4.0 7.4 0.05
Papa 0.0 0.0 6.7 na na
Café 0.0 0.0 0.0

na = no aplica por nimeros bajos.

4.1.2.3 Tipos de Medics

Durante el aislamiento de Rosellinia sp. de cacao, se probaron diferentes tipos de medios.
Segln la prueba de Chi cuadrado, los resultados demuestran que hay diferencias
significativas (y* = 138, gl = 2, P < 0.01) entre los diferentes medios evaluados,
encontrando que el medio Papa Dextrosa Agar Acidificado (PDAA) fue el dnico que
presentd éxito; no hubo respuesta en los medios Czapek-Dox Agar (CDA) y otros como
papa dextrosa agar (PDA) o agar agua (AA). Rosellinia sp. en papa mostré igual
comportamiento, ya que en el medio PDAA fue el tnico donde se obtuvo éxito. Sin
embargo, la prueba de Chi cuadrado no aplica por nimeros bajos de observaciones
(cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentajes de éxitos de aislamiento de Rosellinia spp. en diferentes
medios de crecimiento.

Tipos de medios
Cultivos PDAA CDA OTROS! v P
Cacao 23.0 0.0 0.0 13.8 0.01
Papa 4.4 0.0 0.0 na* ha

'* Papa Dextrosa Agar y Agar Agua
?* no aplica por nimeros bajos

4.1.2.4. Crecimiento de Rosellinia

Rosellinia es un hongo habitante natural del suelo, A nivel del laboratorio se tratd de
simular dicha condicién, haciendo crecer las cepas de Rosellinia bajo oscuridad y se
comparé el crecimiento bajo condicione de luz.
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os resultados del analisis de varianza (ANDEVA) demuestran que hay diferencias

Ita
cacao y RB0002 de papa ) (F = g7.56; P = 0.000). En relacion a la condicion luz /

mente significativas entre el comportamiento de ambas cepas de Rosellinia (RB0001

scuridad no se encontraron diferencias significativas (F = 1.09; P = 0.288). Sin
“embargo, la interaccién fue altamente significativa (F = 38.66; P = 0.000), esto significa
“que las dos cepas tienen una reaccion diferente al cambio de luz y oscuridad.

‘La prueba de separacién de media (DMS) demuestra que RBO0OT alcanzé un mayor
crecimiento en ambas condiciones en comparacion con RB0002 y tuvo mayor crecimiento
bajo la oscuridad que a la luz. En cambio, RBO002 mostré un comportamiento contrario a

: la cepa RBO0O1, ya que tuvo mayor crecimiento bajo la condicién de luz que a la

" oscuridad (cuadro 5).

Cuadro 5. Promedio de la tasa de crecimiento (en mm/dia) t error estandar de
Rosellinia spp. de cacao y papa, bajo condiciones de oscuridad y luz

Cepas de Rosellinia Condicion
Oscuridad Luz
- {RB00O1 3.87 +0.11° 2.84 +0.16°
RB0002 1.59 + 0,329 232 +0.15°

abed peadias con las mismas letras no son diferentes significativamente de acuerdo a la prueba
de ANDEVA y DMS (P<0.05).

4.1.2.5 Prueba de patogenicidad

El primer ensayo que se realizé con el objetivo de conocer si Rosellinia afecta plantas de
cacao durante la germinacién. Se sembraron 25 semillas de cacao en cada una de las
bandejas (testigo absoluto y testigo negativo). Se encontré que en la bandeja que
contenia inoculo de Rosellinia (500 g de arena de rio mas 150 g de avena Quaker e
inoculado con 10 discos de PDA con crecimiento del patégeno) solo logré germinar una
planta, que representa un cuatro porciento de germinacién; no obstante, la planta que
logré germinar al cabo de ocho dias despues de la germinacién comenzd a manifestar
sintomas de marchitez y finalmente muri¢ (ver figura 7). En cambio en el testigo absoluto
se logré un 100 % de germinacion y las plantas se mostraron vigorosas hasta la
finalizacién de la prueba que duro un petiodo de un mes (ver figura 7).

En el segundo ensayo, cuando se inocularon plantas de tres meses de edad con
diferentes dosis de arena con inoculo de Roseflinia (0, 100, 200, 250 g), se encontro que
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en la medida que se aument6 la cantidad de inoculo, ta altura de las plantas, peso seco de
hojas y el peso secd de rafoes fus menor en comparacion cori el testige negativo (figura
8). En todas las variabies, la regresion fue significativa y la ecuadion musstra una
pendienté negativa (ver cuadro 6). Se observé und reduccién de s bidmasa en un
cincuenta porciento.

Estos resultddos pemiifieron cénocer la dosis en la cual el patégeéno era capaz de
provocar enfermedad, adermias, conocer la capacidad que tiene Rosellinia para afectar
plantulas de cacao dentro de un rango de edades. A partir de estos resuftados, en los
siguientes bioensayos de control biolégico de Rosellinia a nivel invernadero, se decidié

inocular las plantas con la dosis mas alta (250 g) v en plantulas de 15 dias después de
germinadas.

Cuadro 6. Ecuaciones de regresian, relacionando la dosis de inoculo vs. altura, peso
seco ralz y peso seco hoja.

Variabies Ecuacion de regresién R P
Altura {cm) Y = 39.69 — 0.07(dosis de inoculo) 0.77 0.008
Peso seco hoja(g) |Y = 10.00 — 0.02(dosis de inoculo) (.98 0.001
Pesosecoraiz(g) |Y= 3.68-0.08(dosis de inoculo) 0.63 0.020

i
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Figura 7. Inoculacién en plantas germinando, | Figura 8.~ Inoculacién en plantas de tres meses
de izquierda a derecha (500 g de de edad de izquierda a derecha (100,
inoculo y sin insculo) 200, 250 g de inoculo y sin inoculo

respectivamente).




4.1.3. Aislamiento de Micoparasitos

De un total de diez placas precolonizadas por Rosellinia, cinco por cada cepa (RBO0O1 y
RB0002), se lograron obtener un total de doce micoparasitos. De ellos, cuatro cepas que
se lograron aislar pertenecen al género Trichoderma, ya que al observarias al microscopio
compuesto presentaban caracteristica similar a las figuras 9A y B. Se aislaron dos cepas
de Gliocladium roseurn, con caracteristicas muy similares a las figuras 9C y D, cuatro
cepas de Fusarium sp. similar a las figuras 9E y F y con diferentes pigmentaciones del
medio, un Penicillium sp. y un micoparasito que no se logrd identificar (cuadro 7).

A pesar que para ambos cultivos se hicieron iguales intento de placas precolonizadas, en
el suelo donde se cuitiva cacao se logro aislar un mayor nimero de antagonistas (10),
comparado con el suelo donde se cuitiva papa del cual solo se aislaron dos (cuadro 7).
Segun la prueba de Chi cuadrado, con correccidn de yates hay diferencias significativas

(x*=5.42, gl =1, P < 0.021) entre ambos suelos donde se aislaron los antagonistas.

4.1.4. Rango de hospedantes de micoparésitos

La prueba de rango de hospedantes se realizé con un total de trece micoparasitos, de los
cuales nueve fueron aislados del suelo de la rizosfera de plantas de cacao, dos del suelo
de la rizésfera de plantas de papa y dos micoparasitos que se aislaron de productos que
ya existen en forma comercial (Root Shield y Soil Guard) y que se han reportado como
antagonistas exitosos para el manejo de patdgenos del suelo (Larkin y Fravel 1598).

Los resultados demuestran que nueve micoparasitos mostraron diferencias significativas
en relacién al grado de hiperparasitismo en las dos cepas de Rosellinia (prueba t student,
cuadro 8). El grado de hiperparasitismo se midié indirectamente con respecto a su tasa
de crecimiento para cada patégeno. ARB0O004 y ARB0O0O11 no mostraron diferencias
estadisticas, por lo tanto su comportamiento como hiperparasitos fue igual en ambas
cepas del patégeno (negritas cuadro 8). GL-21 y el hiperparasito no identificado ARB0010
no mostraron ningun efecto sobre las cepas de Rosellinia spp. (cuadro 8).
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En promedio (Ultima linea, cursiva y negrita) se puede observar que la cepa RB0001 de
Rossllinia sp. de cacao es mas susceptible al micoparasitismo que |la de cepa RB0002 de
papa.
significativamente mayor independientemente del micoparasito usado (cuadro 8, prueba t
pareada, t = 4.487; gl = 12, P < 0.05).

Esto se explica ya que en promedio la cepa RBO001 soporta un crecimiento

Cuadro 7. Caracterizacion de micoparasitos aislados de placas precolonizados de
Rosellinia en cacao y papa.

Micoparasitos Origen Caracteristicas de los
antagonista
"Especies Cepas Sitlo Cultive Cepas de | Caracteristica del | Fecha de
Raosellinia | crecimiento en el medio de | aislamiento
SpP. cultive
Trichoderma | ARBOQO1 | Cabiria | Cacao RBODO1 micelio blanco algodonoso,
sp. Sitio 2 con el tiempo se pone color | 28-03-2000
verde clara cubre el plato
Trichoderma | ARBO002 | Cabira | Cacao RBOOMM micelio blanco algodonoso,
sp. sitio 1 anillos  concérdricos  con | 28-03-2000
capas compactas
Trichoderma | ARBOOC3 | Cabiria i Cacao RBOOO1 Micelic blance algodonoso
sp. sitio 1 cubre complemente el plato | 31-03-200
sin formar anillos
conceéntricos
Trichoderma | ARBO0O04 | Cabiria | Cacao RBOCO1 Micelio blanco algodonoso,
sp sitio 2 anillo  concénfrico  de|31-03-2000
coloracién verde compacio,
rale hacia el exiramo,
Fusariumsp. | ARBOQOS |Cabiria |Cacao RBOOO1 Micelio con crecimiento
sitic 2 algodenoso blance rosado | 30-03-200
Fusarium sp. | ARBO00S |Cabiia | Cacao RB00O1 Micelio con crecimiento
sitio 2 bajo en el medio blanco a| 31-03-200
rosado
Fusariumsp | ARBO007 [ Cabifa |Caczo RB0OCO1 Micelio algodenoso blanco
sitin 2 a rosado 31-04-.200
Fusarium sp. | ARBQDC8 {Cabiria | Cacao RBOOO1 Micelioc algodonoso color
sitio 2 rosado 31-03-2000
Penicilium sp. | ARBO00S | Cabirla | Cacao RBOOO Micelio color verde claro
sitio 2 con anillos concéntricos 27-03-2000
No ARBOC10 | Tierra Papa RBOoO2 Micelio color blanco
identificado Blanea cracimiento extendido 6-04-2000
Gliocladium ARBOO11 | Tierra Papa RB0OO02 Micelio de color resado
rosetim Blanca 31-03-2000
Gliocladium ARBO012 | Cabiria Cacao RBOCO1 Micelio de color rosado
roseum gifio 2 28-03-2000
Gliocladium GL 21" EUA Producto Micelio blanco algodonoso
virens comercial | na’ con anillos concéntricos | 13-04-2000
color verde claro
Trichoderma | T-22° EUA Producte | na Micelio formando  una
harzianum comercial pigmentacidén color verde | 13-04-2000
olivo

5

Aislado del producte comercial Soil Guard™
no aplica

Aislado del producto comercial Root Shield ™

38




o ‘é:&" 0 .t
T riehodoerma

Figura 88. Conididforos y'conidias deTrichoderma

igura 9C. Crecimiento d
Ay Tt

Figura 9E. Crecimiento de Fusarium____

Figura OF._Gomdibtoro y conidias de Fusarium

. Figura SACD. Hongos antaganistas que se aislaron durante el estudio de control bioldgico de Roseflinia ..

39




Cuadro 8. Resultados del andlisis de la prueba t student de los datos de crecimiento

en mm/dia de diferentes antagonista encima de las cepas de Rosellinia spp.

! Segun prueba de t-student valar critico = 3.747, ™ P<0.01, ** P< 0.001

NS = no significative
2 na=no aplica por falta de crecimiento

Micoparasitos Cepas de Rosellinia spp. Valor t Probabilidad
RBOOM RB0OGOZ

ARBOOD1 82x08 16+03 8832 0002~
ARBOO02 79+14 18103 4122 0.007 **
ARBOGO3 52x05 18207 3860 0.008
ARBG004 31+1.2 1.6 £ 0.4 1.236 0.142 NS
ARBOOOS 69+03 1.0£0.1 18.043 0.00Q
ARBO0O0OS 6207 20+02 5624 0.002 =
ARB00OO7 51+04 18+04 6132 0.002 *
ARBS0008 6403 09+03 13.239 0.000 **
ARB0O0OS 13+02 01+£00 5537 0.003

"ARB0010 0.0z00 00+00 na Na*
ARBOO11 3.0+086 3.0+63 0.118 0.456 NS

FT-22 98+07 14:+01 11.339 0.000
GL-21 00+00 00£00 na Na

| Peo S - .9 0“ — 1 ‘ - _— e e ‘..

Segun prueba t pareada, valor critico = 1.782

4.1.5. Biocensayo sobre compatibilidad de antagonistas

Para la prueba de compatibilidad de los antagonistas se seleccionaron aquellos que no
mostraron diferencias estadistica (ARB0004 y ARB0011) en relacién al grado de
hiperparasitismo con respecto a las cepas de! patdgeno. También se selecciond el T-22
aunque no mostro diferencias altamente significativas, dado que es un antagonista que se
ha reportado como muy promisorio para manejar patdgenos del suelo (Harman 2000).
Ademas que tubo un efecto importante sobre la cepa RB0001 que se utilizé para los
bioensayos. En el (cuadro 9) se presentan los resultados de la eficiencia de los
antagonistas en forma individual y en mezcla, sobre el grado de supresion de Rosellinia

RBOOO1.
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La eficiencia de los antagonistas se comparo con dos testigos en la presencia y ausencia
del patbégeno. En relacion al porcentaje de mortalidad, se puede observar que hay una

tendencia clara entre los tratamientos. Los antagonistas aplicados en mezclas redujeron
mejor la enfermedad que cuando son aplicaron individualmente, a excepcion de T-22 que
aplicado en forma individual no mostrd diferencias estadisticas con respecto al testigo
absoluto, pero si mostré diferencias altamente significativas con respecto al testigo
positivo. Mientras que, las cepas ARB0004 y ARB0011 aplicados en forma individual y la
mezcla ARBO004+T-22 no mostrarcn diferencias estadisticas con respecto al testigo
positivo, pero si mostraron diferencias significativas con respecto al testigo absoluto. Es
importante sefialar que las plantas en el testigo positivo manifestaron sintomas de
marchitez mas rapido, y murieron en un periodo mas cortc que las plantas fratadas con
las cepas de antagonistas. Esta tendencia fue significativa para la cepa T-22 y todas las
mezclas excepto fa mezcla ARBO004+T-22 la cual no fue tan efectiva. La misma

tendencia se observé para el drea bajo curva del desarrollo de la enfermedad (cuadro 9).

Para las otras variables evaluadas como: aitura de planta, area foliar, nimero de hojas,
peso seco de hojas, peso seco de raiz y longitud de raices, los resultados demuestran
que hay diferencias altamente significativa entre tratamientos (P<0.0001 cuadro 8). Todas
las variables evaluadas, presentaron la misma tendencia, donde el mejor tratamiento fue
la mezcla de tres antagonistas, ya que no difieren del testigo absolutc pero siempre del

testigo negativo.

Las mezclas ARBO0O11+T-22, ARBU0O04+ARBO011 y T-22 aplicado individualmente
mostraron un comportamiento intermedio con respecto al testigo absoluto. No difieren del
testigo absoluto en ninguna de las variables, pero para las variables nimero de hojas
(todos estos tres tratamiento), longitud raices (ARB0011+T-22 y ARBO004+ARB0011) vy
peso seco de la hoja (ARBO004+ARBO0011) no difieren del testigo positivo tampoco. La
mezcla de ARBO004+4T-22 y los antagonistas individuales ARB0O004 y ARB0OO11 no
difieren del testigo positivo para estas variables (cuadro 9).

Los tratamientos aplicados en mezclas, excepto la combinacién de ARB00Q4+T-22,

protegieron las plantas al reducir la enfermedad. El T-22 aplicado individualmente

presentd un mismo comportamiento. Esto permitié que las plantas alcanzaran mayor

crecimiento y por lo tanto mayor produccién de biomasa. Se puede observar que la
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produccién de biomasa se incrementé en un 50% més comparado con el testigo positivo y
con las cepas de antagonistas ARB0O004 y ARB0011 aplicadas de forma individual. Con
base en estos resultados, se seleccionaron los dos mejores tratamiento para las demas
pruebas: ARBOQ04+ARB0011+T-22 y ARBO004+ARB0011.

De las nueves variables evaluadas, el porcentaje de mortalidad, dias de sobrevivencia y
severidad ABC, dieron los resultados mas claro con pocos traslape entre los tratamiento
que se comportan como el testigo positivo y el testigo absoluto. Estas variables también
resultaron en ia preseleccion menos estrictas de tratamientos, junto con altura, area foliar

y peso seco de raiz.

El criterio mas estricto fue nimero de hojas, la cual resultaria en Ia seleccién de un solo
tratamiento ( mezcla de tres antagonistas). El peso seco de la rajz fue seguido por la
longitud de la misma y el peso seco de hoja.

4.1.6. Efecto de las caracteristicas del suelo materia orgénica (M.O) y pH sobre la

eficiencia de los antagonistas y patégeno.
4.1.6.1. Efecto de la materia organica sobre la eficiencia de los antagonistas

Al analizar la eficiencia de los tratamientos con respecto al porcentaje de mortalidad de
plantas (cuadro 10). Se encontraron diferencias significativa segun el ANDEVA para
datos transformados (arcseno en grados) (F= 34.29, P = 0.0004 ) entre tratamientos pero
no entre niveles de materia organica (F = 3.0, P = 0.125 ). Se puede observar que ambos
tratamientos bioldgicos redujeron la mortalidad significativamente comparandolo con el
testigo absoluto dentro del rango de niveles de materia orgénica ( 6% a 12% ) evaluado.
Aungue entre los niveles de materia organica no se alcanzé significancia estadistica, los
resultados demuestran una tendencia clara, a medida que se incrementa el contenido de
materia organica en el suelo el porcentaje de mortalidad es mayor. En relacidon a la
eficiencia del control biolégico de Rosellinia, los resultados demuestran que las mezclas
de antagonistas (dos o tres), tienen un mismo comportamiento en los diferentes niveles de

materia organica (cuadro 10).
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Para la variable peso seco de raiz, se encontrd que hay diferencia altamente significativa
entre tratamientos (Gltima columna en negrilla, F = 18.69, P<0.0001). La mezcla de tres
antagonistas no mostré diferencias estadisticas con respecto al testigo absoluto, pero si
mostré diferencia aitamente significativa con respecto al testigo positivo. La mezcla de
dos antagonista mostrd un comportamiento intermedio con diferencias significativa en
relacion a ambos festigos (cuadro 11). Entre niveles de materia organica no se encontro
diferencias significativa ( Ultima fila en cursiva, F = 1.00, P < 0.377 ), tampoco entre la
interaccion tratamiento con nivel, (F = 1.20, P < 0.321).

Cuadro 10. Mortalidad de plantas en porcentaje : efecto de diferentes niveles de
materia organica

Tratamientos' Niveles de M.O (%) Promedic por
8 9 12 Tratamiento
Testigo absoluto 0 0 0 0°
ARB0004 + ARB0011 + T-22 60 80 100 80°
ARBO004 + ARBOO11 60 80 100 8g°
Testigo positivo 100 100 100 100°
Promedio por nivel 55° 55° 55°

8. 5. pradias dentro Iz Gitima fila o Gltima columna con las mismas letras no son diferentes
significativamente segin ANDEVA para datos transformados (arcseno en grados)

Cuadro 11. Peso seco de raices (g) : efectos de diferentes niveles de materia

organica
Tratamientos' Niveles de M.O (%) Promedio por
8 9 12 tratamiento
Testigo absoluto 1.7 1.4 1.5 1.5°
ARB0004 + ARBQO11 + T-22 1.3 1.4 1.7 1.4"
ARB0004 + ARB0011 1.3 1.1 1.1 1.2°
Testigo positivo 0.7 0.6 0.8 0.7°
Promedio por Nivel 1.3 1.2° 1.3 e

& b5 pedias dentro la Gltima fila o Gitima columna con las mismas lefras no son diferantes
significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido por la prueba de Tukey P<0.05
Testigo absalute = sin inoculo

ARBOUC4 = Trichoderma sp. aislado del suelo de la rizésfera de plantas de ¢acao
ARBOD11 = Gliocladium roseum aislade del suelo de la rizdsfera de plantas de papa
T. 92 = Trichoderma harzianum aislado de Root Shield™ producto comercial

Testigo positive = Con inocule de Rosallinia

b




Para las variables longitud de raices y &rea foliar (cuadros 12 y 13), el analisis varianza
demuestra que hay diferencias significativas entre tratamientos {tltima columna en negrilla
F = 882, P < 00001, F = 1251, P < 0.0001 respectivamente). Los tratamientos
biolégicos no difieren del testigo positivo, pero si difieren del testigo absoluto. Ademas se
encontro diferencias significativa entre niveles de materia organica (Gltima fila en cursiva F
=415, P < 0.0217, F = 3.08, P < 0.0585). La interaccién de tratamiento con nivel en
ambas variables no fue significativa (anexos 2 y 3). En ambas variables el 6ptimo
crecimiento de fa raiz y el érea foliar, se dio en el nivel mas bajo de materia organica (6%)
y sin diferencia estadistica en los niveles 9y 12 % de materia organica.

Cuadro 12. Longitud de raices (cm): efectos de diferentes niveles de materia

organica
Tratamientos' Niveles de M.O (%) Promedio por
6 9 12 tratamiento

Testigo absoluto 25.4 22.5 20.4 22.8"
ARBO004 + ARB0OO11 + T-22 221 16.3 16.8 18.4°
ARB0004 + ARBOO11 21.1 16.3 16.9 18.1°
Testigo positivo 14.4 14.9 14.9 14.8°
Promedio por Nivel 20.8° 17.5° 17.2° e

2 ® Medias dentro ia Gltima fila o Glitima columna con las mismas lelras no son diferentes
significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido por a la prueba de Tukey P < (.05

Cuadro 13. Area foliar (cm?); efectos de diferentes niveles de materia organica

Tratamientos’ Niveles de M.O (%) Promedio por
8 9 12 tratamiento
Testigo absoluto 1427 112.2 104,7 119.8°
ARB0004 + ARBOO11 + T-22 80.0 77.8 81.0 79.7°
ARB0004 + ARB0011 84.8 74.5 71.5 7.7
Testigo positivo 69.9 58.8 71.4 66.4°
Promedio por Nivel 100.0° 85.3° 86.2°° -

*® Medias dentro de la Gitima fila o columna con las rismas letras no son diferentes
significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido por la prueba de Tukey a P <005
Testigo absoluto = sin inoculo

ARBO004 = Trichoderma sp. aislado del suelo de [a rizésfera de plantas de cacao
ARBOG11 = Gliocladium roseum aislado del suslo de Ia rizésfera de plantas de papa

¥- 22 = Trichoderma harzianum aislado de Root Shield™ producto comercial

Testigo positivo = Con ino¢ulo de Rossllinia

t

Para la demas variables evaluadas como; Dias de sobrevivencia de las plantas, severidad
expresada como el area bajo la curva, altura de planta, ntimero de hojas, peso seco de
hojas, los resultados demuestran que hay diferencias aftamente significativas entre
tratamientos (P < 0.0001 ditima columna en negrilla) v no se encontraron diferencias
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estadisticas entre niveles de materia organica (Gitima fila en cursiva cuadros 14, 15, 16,
17 y 18) . En ninguno de estos casos se presentaron interacciones significativas entre
tratamiento y nivel (Anexos 4, §, 6, 7y 8). Para la variable aitura de planta (cuadro 16)
los tratamientos bioldgicos no difieren del testigo absoluto. Por otro lado, la mezcla de
tres antagonista no difieren del testigo positivo tampoco. Para las demas variables como:
dias de sobrevivencia, severidad expresada como ABC, numero de hojas, peso seco de
hojas, se encontré que los tratamientos bioldgicos no difieren del testigo positivo, pero si
del testigo absoluto. Se puede observar en la Gitima columna en negrilla, que a pesar que
las mezclas de antagonista no mostraron diferencia significativa con respecto al testigo
positivo, se mantiene una tendencia clara y consistente en todas las variables, las
mezclas de antagonista siempre numéricamente superaron al testigo positivo (cuadros 14,
15, 17 y 18). En relacidén a la severidad de los sintonas, la mezcla de tres antagonista
fue donde se acumulé menos enfermedad en el tiempo, superando a la mezcla de dos y al
testigo positivo (cuadro 15), también se puede observar que en la mezcla de tres
antagonistas, las plantas en este tratamiento sobrevivieron mas dias comparado con la
mezcla de dos antagonista y el testigo positivo (cuadro 14).

Cuadro 14. Dias de sobrevivencia (Maximo 48 dias® ): efectos de diferentes niveles
de materia organica.

Tratamientos' Niveles de M.O (%) Promedio por
6 g 12 tratamiento
Testigo absoluto 48.0 48.0 48.0 48.0°
ARBO00O4 + ARBOO11 + T-22 35.2 30.4 30.4 32.0°
ARB0004 + ARB0011 36.8 22.4 28.8 29.3°
Testigo positivo 33.6 27.2 256 28.8°
Promedio por Nivel 38.4° 32.0¢ 33.2° —

b podias dentro de la tltira fila o columna con las mismas letras no son diferentes
significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido por ala prueba de Tukey P <0.05
Testigo absoluto = sin inoculo

Méximo 48 dlas (fin del ensayo).

ARBOO04 = Trichoderma sp. aistado del suelo de la rizésfera de plantas de cacao
ARBOO11 = Gliocladium roseum aislado del suslo de la rizéstera de plantas de papa

T- 22 = Trichoderma harzianum aislado de Root Shield™ producto comercial

Testigo positive = Con inoculo de Roselfinia

1
2
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Cuadro 15. Severidad (ABC). efectos de diferentes niveles de materia orgénica

Tratamientos' Niveles de M.O (% Promedio por
8 8 12 tratamiento
Testigo absoluto 0 0 0 0°
ARBO0D4 + ARBOOTT + T-22 10.7 13.8 14.3 12.9°
ARBG004 + ARBOO11 10.1 14.6 16.5 13.7°
Testigo positivo 15.1 17.1 18.7 16.9°
Promedio por Nivel 8.9° 11.4° 12.4° e

&5 Medias dentro de fa itima fila o columna con las mismas letras no son diferentes significativamente de
acuerdo al ANDEVA, seguido por ala prusba de Tukey P <005

Cuadro 16. Altura de planta (cm): efecto de diferentes niveles de materia organica

Tratamientos' Niveles de M.O (% Promadio por
8 9 12 tratamiento
Testigo absoluto 19.6 18.9 17.3 18.7°
ARBOQO4 + ARBOO11 + T-22 16.6 18.7 17.9 17.6*°
ARBOQ04 + ARBOG11 19.0 17.8 16.7 17.9°
Testigo positivo 16.2 14.9 15.9 15.7°
Promedic por Nivel 18.2° 17.9° 17.1° —

3 & Medias dentro de la ultima fila o columna con las mismas letras no son diferentes
significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido por a la prueba de Tukey P < 0.05

Cuadro 17. Nimero de hojas: efectos de diferentes niveles de materia organica

Tratamientos’ Niveles de M.O (% Promedio por
6 9 12 tratamiento
Testigo absoluto 5.6 54 57 5.6°
ARB(0004 + ARBOO11 + T-22 4.7 4.1 4.8 4.6°
ARB0004 + ARB0011 4.8 4.8 3.7 4.5°
Testigo positivo 4.4 3.9 4.8 4.3°
Promedio por Nivel 5.0° 4.8 4.9° ——

*® Medias dentro de Ia ltima fila o columna con las mismas letras no son diferentes
significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido por a la prueba de Tukey a P <0 05
Testigo absoluto = sin inoculo

ARBOQQ04 = Trichoderma sp. alslado del suslo de fa rizdsfera de plantas de cacao
ARBO011 = Glocladium roseum aislado del suelo de Ia rizésfera de plantas de papa

T- 22 = Trichoderma harzianum aistado de Root Shield™ producto comercial

Testigo positivo = Con inoculo de Rosellinia

1
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Cuadro 18. Peso seco de hojas (g): efecto de diferentes niveles de materia organica

Tratamientos' Niveles de M.O (%) Promedio por
6 9 12 tratamiento
Testigo absoluto 2.2 1.7 1.6 1.8°
ARB0O04 + ARBOO11 + T-22 0.9 0.8 0.9 0.9"
ARB0Q04 + ARB0011 1.1 0.8 0.8 0.9:
Testigo positivo 0.7 0.7 0.7 0.7
Promedio por Nivel 0.7° 0.8 0.9° —

*b Medias dentro de la ditima fila o columna con las mismas letras no son diferentes
significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido por a la prueba de Tukey a P < 0.05
' Testigo absoluto = sin inoculo
ARBOO004 = Trichodenma sp. sislado del suelo de la rizésfera de plantas de cacao
ARBOO11 = Gliocladium roseum aislado del suela de la rizésfera de plantas de papa
T- 22 = Trichoderma harzianum aislado de Root Shield™ producto comercial
Testigo positivo = Con inoculo de Rosellinia

4.1.6.2. Efecto del pH dei suelo sobre ia eficiencia de los antagonistas

Al analizar el efecto del pH con respecto a la mortalidad de planta expresada en
porcentaje, segin el ANDEVA para los datos transformado (arcseno en grados), los
resultados muestran que los tratamientos bioidgicos no presentaron diferencias con el
testigo positivo en ninguno de los niveles de pH, pero si mostraron diferencias altamente
significativa con respecto al testigo absoluto. Todos las plantas inoculadas se murieron
independientemente del uso de antagonista e indistintamente del nivel de pH del suelo
(cuadro 19). Ademas, los dias de sobrevivencia de las plantas y la severidad varid como
se detalla en los siguiente cuadros.

Cuadro 19. Mortalidad de plantas (%) : efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientos’ Niveles de pH Promedio por
4 5 8 Tratamiento
Testigo absoluto 0 0 0 0°
ARB0004 + ARBQ011 + T-22 100 100 100 100°
ARBO0004 + ARBOO11 100 100 100 100°
Testigo positivo 100 100 100 100°
Promedio por nivel 75° 75° 75" o

a1 ¢ pedias dentro la ditima fila o columna con las mismas letras no son diferentes
estadisticamente segin ANDEVA para datos transformados (arcseno en grados)
Testigo absoluto = sin inoculo

ARBO004 = Trichoderma sp. aislado del suelo de la tizdsfera de plantas de cacao
ARBOM 1 = Gliocladium roseum aislado del suelo de la nzésfera de plantas de papa
T- 22 = Trichoderma harzianum aislado de Root Shield™ producto comercial
Testigo positivo = Con inoculo de Roselinia
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'Para las variables como: Severidad de la enfermedad expresada como el area bajo la
curva, dias de sobrevivencia de las plantas, area foliar y altura de planta, se encontro que
hay efecto de interaccion entre los tratamiento y los niveles de pH (Anexo 9, 10, 11y 12).
para el caso de la severidad se puede observar que la mezcla de tres antagonistas no
mostré diferencia con el testigo positivo y la mezcla de dos antagonista en los niveles mas
pajo de pH (4 y 5), pero si mostro diferencia en el nivel mas alto (pH 6). La mezcla de dos
antagonista no mostrd diferencia en con el testigo positivo en ningunc de los niveles.
Ambas mezclas de antagonistas y el testigo positivo mostraron diferencias significativas
con respecto al testigo absoluto (cuadro 20). Para la sobrevivencia de plantas, se
observa la misma tendencia que se encontrd para la severidad. Eso significa que
solamente fa mezcla de tres antagonista redujo la severidad de la enfermedad y prolongd
Iz vida de la plantulas. El control bioldgico fue mas eficaz en suelos menos acidos.

Cuadro 20. Severidad como area bajo la curva :efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientos' Niveles de pH
' 4 5 8
Testigo absoluto ' S 0* 0*
- [ARB0004 + ARBOQ11 + T-22 \ 17.1%° 12 .5 g.58°
' FTARBO004 + ARB0011 18.5° 17.9° 17.5°
Testigo positivo 20.1° 17.7° 17.9°

a.b& 4 pedias con las mismas letras no son diferentes significativamente de acuerdo al
ANDEVA, seguido porla prueba de Tukeya P<0.05

Cuadro 21. Dias de sobrevivencia (Maximo 48? ) : efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientos’ Niveles de pH
4 5 3]
Testigo absoluto 48.0° 48.0° 48.0°
ARBOO04 + ARBOO11 + T-22 25.6° 32.0% 38.4°
ARBOOQ4 + ARBOO11 24.0° 24.0° 24.0°
Testigo positivo 24.0° 27.0° 24.0°

® %% Madias con las mismas letras no son diferentes significativamente de acuerdo al ANDEVA,
seguido poria prueba de Tukey a P<0.05

Testigo absoluto = sin inoculo

ARBQ004 = Trichoderma sp. aislado del suelo de fa rzésfera de plantas de cacao
ARBOO11 = Gliocladium roseum aislado del suelo de la rizdsfera de plantas de papa

T- 22 = Trichoderma harzianum aislado de Raot Shield™ producto comercial

Testigo positivo = Con inocule de Rosellinia

Maximo 48 dias (Fin del ensayo)
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£n el caso del area foliar también se encontré una interaccion significativa entre
sratamiento y niveles (Anexo 11) pero las tendencias fueron menos pronunciadas. Al
realizar la separacion de medias se puede observar que la mezcla de antagonista no
mostré diferencias estadistica con respecto al testigo positivo en ninguno de ios niveles de
pH. Solamente en el suelo de pH = 6, la mezcla de tres antagonistas efectu un control
intermedio; el area foliar no difiere de ninguno de los dos testigos (cuadro 22).

Para la altura de plantas, la mezcla de dos antagonista no aumento el crecimiento de la
planta sobre el nivel del testigo positivo en ningun pH (cuadro 23). La mezcla de tres
antagonista no mostré diferencias significativa con el testigo absoluto en todos los niveles
de pH. Solamente se observa una ligera tendencia (no significativa ) de plantas mas altas
en niveles altos de pH para la mezcla de tres antagonistas. Por otro lado, las plantulas sin
inoculo (testigo absoluto) crecieron mejor en condiciones de acidez. Por lo tanto, fa
diferencia entre el testigo y la mezcla de tres antagonista se disminuye cuando el pH

aumenta.

Cuadro 22. Area foliar (cmz) :efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientos' Niveles de pH
4 5 6
Testigo absoluto 1075 108.9° 104.8%
ARB0O004 + ARBOO11 + T-22 62.8™ 63.7° 77.2%¢
ARB0004 + ARB0OO11 48 4° 52.7° 60.6°
Testigo positivo 52.6° 53.3° 48.4°

2 b< pedias con las mismas letras no son diferentes significativamente de acuerdo al ANDEVA,
seguido por fa prueba de Tukey a P<0.05

Cuadro 23. Altura de planta (cm): efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientos' Niveles de pH
4 5 6
Testigo absoluto 21.7° 20.5% 18.8°°
ARB00G4 + ARBOOT1 + T-22 1725 17 454 17.8°%
ARB0O004 + ARB0O11 16.4°% 14.4% 13.7°
Testigo positivo 13.3° 16.5%° 14.8%

& be,d paodiag con las mismas letras no son diferentes significativamente de acuerdo al ANDEVA, seguido
porla prueba de Tukey a P<0.05

Testigo absoluto = sin incculo

ARBOOO4 = Trichoderma sp. aislado del suelo de la rizdsfera de plantas de cacao

ARB0011 = Gliocladium roseum aislado del suelo de la rizésfera de plantas de papa

T- 22 = Trichoderma harzianum aistado de Root Shield™ producto comercial

Testigo positive = Con inoculo de Roseflinia

1
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Para la demas variables evaluadas como: nimero de hojas, peso seco de hojas, longitud
de raices y peso seco de raices, los resuitados demuestran que hay diferencias altamente
significativa entre tratamientos, altima columna en negrilia (P<0.0001 Anexos 13, 14, 15 y
16). Los tratamientos bioldgicos difieren del testigo del testigo absoluto pero no del
positive. De toda manera, para las tres variables (ntimero de hojas, longitud de raiz y
peso seco de raiz), la mezcla de tres antagonista superd la de dos y el testigo positivo,
numéricamente, mientras para el peso seca de hojas esa tendencia fue al revés.

En las variables nimero de hojas, peso seco de hojas y longitud de rafz no se encontraron
diferencias entre nivel (Anexo 13,14 y 15). Solamente el peso seco de raiz aumentd con
valores de pH mas alto (cuadro 27). Y tampoco se encontrd efecto de interaccién {Anexo
16).

Resumiendo la presente seccitn, se puede concluir que el factor mas importante para el
exito del control biolégico de Roselfinia fue el uso de la mezcla de tres antagonista, la cual
resultd mas consistente en el control. El controi biologico fue mas eficiente en suelos de
bajo contenido de rateria arganica (6%) y de alto pH (6). EI dltime factor fue de mayor
importancia, ya que se detecté su efecto con cinco de las nueves variables evaluadas,

mientras el efecto de la materia organica en solamente tres variables.

Cuadro 24. Numero de hojas: efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientos’ Niveles de pH Promedio por
4 5 6 tratamiento
Testigo absoluto 5.3 5.3 47 5.1°
ARB0004 + ARB0011 + T-22 3.6 3.8 4.3 3.9°
ARB0004 + ARB0011 3.6 3.4 3.8 3.6°
Testigo positivo 3.7 3.9 3.7 3.8°
Promedio por Nivel 4.4° 4.4° 4.3 —

* b Medias dentro la tiltima fila o columna con las mismas letras no son diferentes significativamente de
acuerdo al ANDEVA, seguido porla prueba Tukey a P<0.05
Testigo abscluto = sin inaculo
ARBOO04 = Trichoderma sp. aislado del suelo de la rizésfera de plantas de cacao
ARBU0011 = Gliocladium roseum aislado del suelo de la rizésfera de plantas de papa
T- 22 = Trichoderma harzianum aistado de Root Shield™ praducto comercial
Testigo positivo = Con inoculo de Rosellinia
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Cuadro 25. Peso seco de hojas (g): efecto de diferentes niveles de pH

T Tratamientos’ Nivelss de pH Promedio por
4 5 8 tratamiento
Testige absoluto 1.5 1.5 1.5 1.5°
ARBO00O4 + ARB0O11 + T-22 1.1 0.9 0.9 0.9"
ARB0004 + ARB0011 1.0 0.9 1.1 1.0°
Testigo positivo 0.8 0.9 0.9 0.9°
Promedio por Nivel 1.1° 1.0° 1.1° e

b Medias dentro Ia dltima fila o colum
acuerdo al ANDEVA, seguido por |

na ¢on las mismas letras no so
a pruaba Tukey a P<0.05

it diferentes significativamente de

Cuadro 26. Longitud de raices (em): efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientas’ Niveles de pH Promedio por
4 5 8 tratamiento
Testigo absoluto 27.3 26.0 27.4 26.9%
ARBOO04 + ARBOO1 1T + T-22 16.3 15.5 18.5 16.8"
ARBQ004 + ARBOGT1 14.2 15.3 14.6 14.7°
Testigo positivo 13.9 14.7 14.9 14.6°
Promedio por Nive! 17.9° 17.9° 18.8° —

¥ Medias dentro I titima fila o co
acuerdo al ANDEVA, seguido p

lumna con las mismas letras

orfa prueba Tukey a P<0.05

no son diferentes significativamente de

Cuadro 27. Peso seco de rajz (g) : efecto de diferentes niveles de pH

Tratamientos’ Niveles de pH Promedio por
4 5 8 tratamiento
Testigo absoluto 1.1 1.3 1.7 1.4°
ARBOG04 + ARBOO11 + T-22 0.6 0.8 0.8 0.7°
ARB0Q04 + ARB0GT1 0.6 0.7 0.7 0.6°
Testigo positivo 0.4 0.5 0.6 0.5°
Promedio por Nive] 0.7° 0.5 0.9° —

*b Medias dentro fa Gltima fila o colu
acuerdo al ANDEVA, seguido por
Testigo absolute = sin inoculo
ARBO004 = Trichoderma s

mna con las mismas lelras no

la prueba Tukey a P<0 05

son diferentes significativamente de

p. aislado de! suelo de la rizésfera de plantas de cacao

ARBO011 = Gliocfadium ro

seum aislado del suelo de la rizdsfera

de plantas de papa

T-22 = Trichoderma harzianum aislado de Root Shield™ prod

Testigo positivo = Con inoc

ulo de Rosellinia
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4.2. Discusion
4.2.1. Aislamiento de Rosellinia spp.

En general el género Rosellinia es dificil de aislar, ya que es un hongo que se caracteriza
por tener un crecimiento muy lento en comparacién con otros hongos que habitan en el
suelo. En café fue imposible aislar el patégeno, mientras que en papa el aislamiento del
patégeno fue mas dificil en comparacién con cacao (figura 6); ya que este cultivo se
encontrd asociado con otros hongos como Fusarium y Rhizoctonia, los cuales tienen un
crecimiento mas rapido lo que dificulto aun mas su aislamiento. En cambio, en el cacao
se tuvo mas éxito de aisiamiento ya que mayormente no se encontré asociado con ofros
organismos, lo que sugiere que el hongo es un parasito primario (Waterston 1941).

A pesar que ya se ha trabajado con el género Rosellinia en otros cultivas (Sztejnberg ef al.
1987), durante la revision bibliografica no fue posible encontrar una metodologia detallada
que facilitara el proceso aislamiento de dicho patégeno. Esto implicd poner en practica
algunos metodos que se han aplicado con otros hongos que son dificiles de aislar y que
presentan caracteristicas de crecimientos similares a Rosellinia. En ese sentido, se usd la
vermiculita y papel Kraft, los cuales han side métodos muy eficiente para el aislamiento
de patbgenos (Dra. Vera Sanchez Garita, comunicacion personal).

Sin embargo, los resultados encontrados en este estudio demuestran la dificuitad de aislar
Rosellinia spp. Se puede observar en la figura 6 que a pesar de hacer los mismos intentos
durante la etapa de aislamiento en todos los cultivos, solamente fue posible aislarlo en
cacao y papa y, en el tltimo caso, con porcentajes muy bajos. Por lo tanto, no se logré
establecer una coleccion representativa de todos los cultivos que actuaimente afecta
dicho patdgeno (objetivo unc).

De cacao se logré el mayor porcentaje de éxito de aislamiento cuando se usd vermiculita.
Este comportamiento, quizés se explica por el hecho que la vermiculita es un tipo de
arcilla expandible y que generalmente, por el tamario de las particulas, forma grandes
espacios porosos que facilitan la entrada de aire, de manera que hay buena oxigenacién.
Al mismo tiempo la vermiculita tiene capacidad para absorber agua y no se seca
facimente. Esto implica que mantiene la humedad Optima para lograr un buen
crecimiento del patégeno. En cambio, el papel con facilidad pierde la humedad, de
manera que el micelio puede deshidratarse mas rapido y morir, o por lo menos retarda su
crecimiento al no existir la humedad necesaria. También hay que sefialar gue una vez
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que el hongo logra un buen crecimiento sobre las particulas de la vermiculita, el -

aislamiento con la ayuda de una aguja fina es mucho mas facil, en comparamén cuandoiﬁ-z =
esta creciendo sobre el papel. Por otro lado, la cepa de Roseflinia de papa o se pudo Hon N

aislar ni con vermiculita ni con papel pero solamente a través del aislamiento directo en
PDAA. Obviamente esta cepa difiere mucho de la de cacao (RBO001 ).

Por lo tanto, consideramos que las dos cepas aisladas representan mucho de la
variabilidad que se encuentra en el género Rosellinia. Esta observacién esta de acuerdo
con la hipotesis uno que existe mucha variabilidad entre cepas de Rosellinia. También es
un paso importante hacia lograr el objetivo uno. Como se explicara mas adelante, se
encontraron diferencias adicionales que soportan esta afirmacion.

A pesar de esas dificultades, esta parte del estudio fue muy importante, va que se
evaluaron diferentes métodos de aislamiento, de manera que permite recomendar una
metodologia sencilla y bien detallada sobre el procedimiento a seguir para aislar con éxito
el patégeno. En el futuro, otros investigadores puedan lograr una coleccién mas
representativas de todos los cultivos de importancia que actualmente esta afectando el

genero Rosellinia.

4.2.2. Crecimiento de Rosellinia

Con respecto a los diferentes medios y las condiciones de luz vs. Oscuridad en las cuales
se puso a crecer Rosellinia, se puede observar en el cuadro 5 que el patdgeno tuvo un
mejor crecimiento cuando se usd papa dextrosa agar acidificados. Esto se debe
principalmente al hecho que el crecimiento del hongo se ve favorecido cuando se
encuentra bajo condiciones de pH 4acido. Esta hipdtesis se comprueba a nivel de campo,
ya que los resultados del andlisis de suelo demuestran que el pH del suelo donde fue
aislado el patdégeno es muy acido (cuadro 2). A nivel del laboratorio, el medio acidificado
inhibe el crecimiento de bacterias, de manera que reduce la competencia y favorece el
crecimiento de Rosellinia.

A pesar que las dos cepas aisladas, RB0001 y RB0002, son habitantes naturales del
suelo, ambas mostraron un comportamiento diferenciado con respecto a su crecimiento.

La cepa RBO001 crecio mejor en la oscuridad y a una temperatura constante de 25 °C,
estos resultados concuerdan con lo encontrado por Merchan 1990, quien reporta que el
hongo se desarrolia mejor en ausencia de luz. Una interpretacion posible es que el cacao
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por si solo brinda cierto auto sombramiento, ademas mayormente se asocia con arboles
de sombra que botan una gran cantidad de hojarasca (Fassbender 1993), de manera que
el patégeno en el suelo recibe poca luz.  Esto ha permitido que el patdgeno se adapte
mejor a este tipo de condiciones.  En cambio, la cepa RB0O002 crecid mejor en la luz,
posiblemente por que la papa es una planta de porte bajo, con un crecimiento erecto, de
manera que durante el dia probablemente el patégeno recibe cierta cantidad de luz ya que
no hay nada que obstruya la entrada. A pesar de que el hongo se encuentra en el suelo,
el sistema radicular de una planta de papa es mas superficial que el de una planta de
cacao. Quizas estas condiciones son las que han permitido que el patégeno se adapte y
tenga un mejor crecimiento en la luz. Las diferencias de preferencias con respecto a luz,
dan todavia mas apoyo a la hipétesis uno.

4.2.3. Aislamiento de micoparasitos

En este estudio se puso en practica el metodo de placas precolonizadas desarrollado por
Foley y Deacon (1985) especialmente para hongos que habitan en suelo. El método ha
demostrado ser muy eficaz para aislar hongos hiperparasitos. Los resultados del estudio
comprueban que el método funciona bien para diferentes cepas de Rosellinia y que se
puede lograr el aislamiento de una coleccion representativa de los hongos antagonistas
que habitan de manera natural en el suelo (figura 10). En ese sentido, se cumplid con el
objetivo especifico nimero dos.

A pesar de la importancia que representa el método de placas precolonizadas, ya que es
sencillo y se adapta mas a la realidad en el campo, durante Ia revisién de literatura que se
hizo, no se encontraron estudios que hagan referencia a esta metodologia para el
aislamiento de antagonistas que controlen Roseflinia. Por lo tanto, es el primer estudio
que pone en practica los procedimientos para llevar a cabo el aislamiento de hongos
hiperparasitos contra este hongo.

A través del meétodo de placas precolonizadas se lograron aislar antagonistas que habitan
en forma natural en el suelo, y que con mucha facilidad pueden encontrarse en diferentes
sistemas de produccion (Foley y Deacon 1985). Diversos estudios indican que especies
de Trichoderma y Gliocladium son los hongos antagonistas mas estudiados y que tienen
un potencial de gran utilidad como agente de control bioldgico para manejar
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enfermedades ocasionadas por hongos def suelo (Howell 1991). Los mecanismos de
control que usan estos hongos es a través del hiperparasitismo y como antagonistas
productores de compuestos antibidticos que inhiben el crecimiento de otros honges
patdgenos de plantas.

Figura 10. Crecimiento de hiperparasitos sobre placas precolonizadas por
Rasellinia

También se encontraron especies micoparasiticas de Fusariurn que durante la prueba de
rango de hospedante mostraron crecimiento significativo sobre las placas precolonizadas
por cepas de Rosellinia. Esto podria ser un indicativo que son hiperparasitos con potencial
como agentes de control biologicos. Estos resultados concuerdan con lo encontrados por
otros investigadores (Park ef al 1988; Duiiff et al. 1999) quienes reportan la abundancia
de especies de Fusarium no patogénico en los cultivos, y que evidentemente son
potenciaies supresores de Fusarium spp. patégenos de las plantas y de otros hongos del
suelo.

A pesar que se hizo iguales intentos durante la fase de aislamiento de antagonistas a
través del método de placas precolonizadas, se encontrd que del suelo de cacao se logré
aislar mas antagonista que el suelo de papa. Ante estos resultados encontrado surge la
interrogante ¢ Si esto es producto de las caracteristicas del suelo / cultive o de la
susceptibilidad de las cepas usada?  Algo que no podermnos contestar con nuestro
disefio, que tuvo como objetivo aislar antagonistas contra el mismo patdgeno y no tanto la
abundancia de antagonista en cada suelo.
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Ei cultivo de papa generalmente es manejado de forma intensiva haciendo uso de una
diversidad de agrogquimicos principalmente fungicidas de alta residualidad y que puede
influir negativamente sobre la microbiologia del suelo. Ademas son suelos con poca
rotacion de cultivos; cada afio estan cultivando el mismo cultivo como un monocultivo y los
aporte de materia organica (cuadro 2) y la actividad microbiana son muy pobres,

Otro aspecto importante, es que el cacao es un ecosisterna mas estable, ya que es un
menaos perturbado por la actividad del hombre en comparacion con el ecosistema de
papa. Esto permite que el sistema mantenga un equilibrio. Foley y Deacon (1985) bajo
condiciones de zonas templadas, encontraron que las especies micoparasiticas de
Pythium se presentaron con mayor frecuencia en suelos perturbados que en suelos no
perturbado. Pera en relacién a Trichoderma y Gliocladium, que son los géneros de mayor
interés en este estudio, no encontraron diferencias significativas en relacién a sitios
perturbados y no perturbados.

El cacao es un cultivo mayormente establecido en suelos acidos, generaimente asociado
con una gran diversidad de plantas que sirven como sombra y que constantemente estan
aportando y reciclando al ecosistema una gran cantidad de materia organica (Fassbender
1993). Esta hipdtesis se comprueba con los resultados del analisis de suelo, se encontrd
que el suelo donde se cultiva cacao tiene mayor contenido de materia organica y pH mas
acido en comparacién con el suelo donde se cultiva papa (cuadro 2). En relacion a las
caracteristicas del suelo (materia orgénica y pH), los resultados encontrados en este
estudio concuerdan con las observaciones hechas a nivel de campo por Lewis y
Papavizas (1984) y por Foley y Deacon (1985} quienes sugieren que Trichoderma y
Gliocladium son hongos antagonistas que se presentan con mayor frecuencia en suelos
con pH acidos y con abundante contenido de materia organica. Estos aspectos podrian
ser la razén que justifica el porque en este estudio se encontrd mayor diversidad, y se
logré aislar més antagonistas de suelos donde se cultiva cacao que suelos donde se
cultiva papa.
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4.2.4. Susceptibilidad de Cepas de Rosellinia

Para el trabajo con micoparasitos, es muy util determinar el rango de hospedantes de !Os."f'-'--_ Sndnn

candidatos. En este disefio, se comparan hospedantes, no los antagonistas. Es decir, la
tasa de crecimiento absoluta no es relevante sino la variabilidad de tasas de crecimiento
entre hospedantes. Uno puede comparar géneros diferentes de un complejo de una
enfermedad para seleccionar hiperparasitos de amplio rango de hospedante, ¢ comparar
cepas diferentes de una especie de patégenos para estimar el efecto de biodiversidad del
patégeno en control biolégico, o inocular hongos benéficos con el antagonista para
eliminar antagonistas con efecto negativo a estos hongos (Krauss et al. 1999).

Segln los resultados de la prueba de rango de hospedante se puede observar en el
cuadro 9 que la cepa RB0001 de cacao es mas susceptible que la RB0002 de papa.
Estos resultados apoyan a la hipétesis dos. En promedio la tasa de crecimiento de los
antagonistas fue 3.8 veces mayor en RB0001 comparado con RB0OQ02. Por lo fanto, la
alta susceptibilidad de RB0001 definitivamente contribuyd al hecho que se logré aislar
cinco veces méas micoparasitos en esa cepa, aunque razones elaboradas anteriormente
tienen que jugar un papel adicional para explicar una diferencia tan grande.

Es dificii encontrar en la naturaleza antagonistas “perfectos” para el controf de un
patégeno en particular, producto de las interacciones complejas que se dan entre los
micraorganismos que habitan en el suelo. Sin embargo, es posible mejorar su capacidad
para controlar los patdgenos mediante la seleccion de aquellos con caracteristicas mas
efectivas. Tales caracteristicas incluyen aumento del antagonismo contra los patdgenos,
capacidad para competir contra la microflora presente en el suelo, mayor habilidad para
multiplicarse bajo condiciones favorables y persistir bajo condiciones desfavorables sobre
la superficie del hospedero, y la capacidad para afectar un amplio rango de hospederos
(Blakeman y Fokkema 1982).

Generalmente para el control bioldgico de patdgenos de plantas, el investigador debe
seleccionar aquellos antagonistas que no discriminan entre cepas, es decir aquellos que
muestran caracteristicas de ser controladores generales. En este estudio se encontrd que
ARB0004 y ARB0011, son cepas de antagonistas que presentaron caracteristicas de ser
controladores generales, ya que no mostraron diferencias significativas (cuadro 8, prueba
t-student) en cuanto a su hiperparasitismo. Por lo tanto, esta fue la razén del porque se
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decidio trabajar con estos antagonistas en los siguientes ensayos de control bioldgico de

" Rosellinia.

4.2.5. Control biolégico de Rosellinia sp. a nivel de invernadero

4.25.1. Pruebas de patogenicidad

ge realizé el aislamiento de Roseflinia y el hongo se estudid en cultivo puro en
condiciones controlada para establecer pruebas de patogenicidad y determinar bajo que

rango de condiciones el hongo se comparta como un parasito.

Antes de establecer los ensayos de control biolégico de Roselfinia, se realizaron pruebas
preliminares para comprobar la patogenicidad del hongo usando plantulas de cacao
dentro de un rango de edades: se usaron plantas de 15 dias de germinadas y tres meses
de edad. La literatura generalmente asocia la presencia de este hongo con plantas de
consistencia lefiosa y cita que mayormente se presenta cerca de arboles que han sido
cortados o que estdn en proceso de descomposicion (Ardnzazu ef al 1999). Los
resultados de este estudio demuestran que Rosellinia es un hongo con capacidad para
afectar plantas de cacao indistintamente de la edad, una vez que se aumento el inoculo.
Esto justifica porque no es recomendable sembrar plantuias en lugares donde se
presentan los focos de infeccién sino hasta un tapso de tiempo de 6-12 meses (Aranzazu
et al, 1999; Herrera y Crillo 1989).

Se observé que las plantulas comenzaron a manifestar sintomas entre un lapso de tiempo
de 15-20 dias después de inoculado. Inicialmente las plantas mostraron marchitez y
luego en la base de la planta se formd un micelio blanco, que es la forma de reproduccion
del hongo. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Waterston (1941)
quien encontrd que plantulas de tres semanas de edad manifestaron sintomas a los 14
dias después de ser inoculadas, el cual es el periodo normal para el hongo provoque
infeccion,
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- 4.2.5.2. Bioensayos

' 1os bioensayos son simulaciones a pequefia escala que representan condiciones
" naturales especificas. Generalmente se realizan en el laboratorio o invernadero y
. normalmente no toman en cuenta las fluctuaciones climaticas y la variabilidad inherente
que ocurre en el suelo, las cuaies juegan un papel importante en el campo. A pesar de
esa limitante, los bioensayos representan mas la realidad objetiva que ocurre en el campo
que cualquier otro métedo de pretamizado (Krauss ef a/. 1999).

En el campo del control bioldgico de patdgenos de plantas, tradicionalmente muchos
estudios publicados sobre la eficiencia de hongos antagonista, hacen referencia a las
pruebas i vitro, en las cuales el patogeno y el antagonista se ubican en lados opuestos
dentro de platos petri con medios de laboratorios ricos en nutrientes y se mide Ia inhibicién
del crecimiento del patdgeno. La inhibicion in vitro estd mediada por la produccion de
antibiéticos, que dependen fuertemente del substrato usado (Whipps 1887). La mayoria
de los medios de laboratorio no son representativos de los substratos naturales limitados
de nutrientes. Tal interaccion in vitro ha sido criticada por alrededor de 30 afios (Huber y
Watson 1966). Desafortunadamente, a pesar de modernas reiteraciones de Ia
advertencia, las interacciones in vitro son ampliamente utilizadas en la seleccion de
agentes de control biolégico ( Whipps 1987),

Las diferencias entre el comportamiento in vitro y en el suelo se explica porque en las
pruebas in vitro se suministran los nutrimentos adecuados para la produccion de
antibiéticos para un antagonista en particular, lo que no sucede en muchas ocasiones en
el suelo. Elantagonista esta libre de competencia en las pruebas de laboratorio pero en
el suelo la produccion de antibidticos puede ser suprimida e inhibir su efecto sobre el
patogeno. Ademas en el suelo los patégenos pueden presentar estructuras de resistencia
las cuales no se ven afectadas por el antagonismo. Por lo tanto, es preferible trabajar con
bicensayo (Baker y Cock 1982). Por lo tanto, en este estudio, se utilizaron bicensayos
con suelo no estéril. Ademas, los antagonistas y el patégeno se aplicaron en forma
simultanea y se uso un inoculo relativamente alto del Gltimo como lo recomiendan Krauss
et al. (1998).
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4,2.5.3. Compatibilidad de antagonistas

Los resultados de la prueba de compatibilidad a nivel de bicensayo demuestran una
tendencia clara, que los antagonistas cuando son aplicados en mezcla de tres lograron
una mejor control de la enfermedad comparado con el testigo absoluto, y para todas las
variables evaluados la respuesta fue méas consistente en comparacién que cuando se
aplicaron en mezclas de dos y solo (cuadro 10). Las mezclas de dos antagonistas y el
T-22 aplicado solo mostraron un comportamiento intermedio en comparacidon a los
tratamientos con ausencia y presencia del patégeno. Los antagonistas aplicados
individuaimente se comportaron estadisticamente igual al testigo positivo. Estos
resuitados estan de acuerdo con estudios realizados por Pierson y Weller (1994), quienes
argumentan que muchas investigaciones sobre control bioldgico de patégenos de raices
se han enfocado sobre la aplicacion de microorganismos solo. Sin embargo, cuando los
microorganismos son aplicados en combinacién proporciona una supresion mayor y mas
consistente de la enfermedad en comparacion cuando las cepas son usadas
individualmente. Este resultado es en acuerdo con la hipétesis tres. Se confirmé todavia
mas en los ensayos de materia organica y pH donde la mezcla de tres antagonistas
supert la de dos. Este es el primer estudio, donde se empled mezclas de micoparasitos
contra Rosellinia sp.

Estudios actuales demuestran que, en general, cierta combinacion de cepas tienen mayor
potencial de actividad de control biologico comparada con las mismas cepas aplicadas
individualmente (Krauss ef al. 2001, Baker y Caok 1982). De igual forma, la combinacién
de cepas a nivel de invernaderos también han proporcionado mayor controf bicldgico que
las cepas probadas individuaimente. Sin embargo, en este estudio no todas las
combinaciones fueron efectivas. Se encontré que la mezcla de ARBO004 mas T-22,
ambos Trichoderma, mostraron cierta incompatibilidad ya que su proteccion a las plantas
no fue muy promisoria y con resultados inconsistentes en las variables evaluadas.
Probablemente son organismo con un mismo mecanismo de accién y compiten por el
mismo sustrato, de manera que su eficiencia se reduce por la competencia. Este
resultado esta de acuerdo con lo planteado por Raupach y Kloepper (1998), los cuales
establecen que no todos los intentos por combinar agentes de control bioldgico han sido
exitosos y se ha reportado incompatibilidad entre antagonistas (Leibenger ef al 1997).
Muchos estudios publicados sobre las propiedades fisiolégicas y la actividad

61




biocontroladora de Trichoderma spp. indican que hay una gran variacién entre diferentes
cepas aisladas. Los mecanismos antagénico vy los niveles de control bioldgico
alcanzados dependen de las especies y los patégenos aislados de plantas, del cultivo y 8i
la enfermedad ocurre en el campo en el invernadero o post cosecha (Thrane et a/, 2000).
Ante esta situacion, que no todos los agentes de control biolégico funcionan de manera
exitosa, ya sea de forma individual o en mezcla, surge la pregunta ¢como lograr una
mayor eficiencia de los agentes biolégicos? Hay varias posibilidades que pueden
considerarse para una mayor actividad biocontroladora de ciertas combinaciones de
cepas, comparadas con cepas individuales: Una es que al existir mayor diversidad de
fenotipos introducidos, resulta una comunidad mas diversa en Ia rizosfera y
potenciaimente mas estable, capaz de colonizar completamente las raices y ser més
capaz de sobrevivir a cambios biol6gicos, quimicos y fisicos que ocurren en la rizdésfera.
La colonizacion rapida y persistente en la rizésfera es un aspecto importante en control
bioldgico, principalmente en cultivos que son susceptibles a infecciones en todos los
estados de desarrollo, lo cual es el caso del cacao. Segundo, que al existir mayor
diversidad de fenotipos en las mezclas, comparado con cepas solas, también
probablemente resulta en una mayor variedad de caracteristicas 0 mecanismos
responsables para suprimir la enfermedad, incluyendo diversos productos metabélicos
secundarios capaces de suprimir hongos patogenos (Raupach y Kloepper 1998). La
importancia de lograr un espectro méas amplio de mecanismos de biocontrol en mezclas
complementarias ha sido demostrado por Krauss et al (2001).  En esa manera, los
autores controlaron un complejo de diversos patégenos. Dado que Rosslfiinia es un
patdgeno con mucha variabilidad en su susceptibilidad a antagonistas, parece prudente el
empleo de muchas mezclas para aumentar la probabilidad de controlar cepas de
patégenos que aun no se logré aislar pero que deben existir en diferentes suelos y
cultivos.

Para llevar a cabo mezclas de agentes biocontroladores es importante considerar los
siguientes factores: el tipo de suelo, el cultivo, niveles de materia organica y el potencial
de inoculo del patégeno (Pierson y Weller 1994). Ademds, que al formar una mezcla es
importante incluir organismos con diferentes patrones de colonizacién, mezclar
antagonistas con diferentes mecanismos de supresion de la enfermedad, mezclar
organismos diferentes taxondmicamente, o mezclar antagonistas con diferentes 6ptimas
de temperatura, pH o condiciones de humedad para proteger las plantas en cualquier

situacion que se presente en el campo (Raupach y Kloepper 1998).
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4.2.8. Efecto de las caracteristica del suelo materia organica (MO} v pH sobre Ia
eficiencia de los antagonistas

El uso de materia organica, ademés de mejorar las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo, influye directa o indirectamente el desarrollo y la eficiencia de los microorganismos,
los cuales pueden suprimir la propagacion de patégenos en el suelo (Baker 1 987). Al
analizar el efecto de la materia orgénica sobre la eficiencia de los antagonista, los
resultados demuestran una tendencia clara, en la medida que se incrementé el contenido
de materia organica en el suelo el porcentaje de mortalidad de plantas fue mayor (ver
cuadro 11). Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Ruiz y Caycedo (1 9986),
quienes establecieron que los suelos con alto contenido de materia organica favorecen el
desarrollo del patégeno e incrementan su tasa de infeccion. Aunque también encontraron
que la densidad poblacional de los agentes biocontroladores especialmente Trichoderma
se incrementd de forma proporcional.  Dado que el patdgeno como sus antagonistas
estén favorecidos por altos contenido de materia organica, es de gran interés a quienes lo
favorece mas cuando estan presente ambos grupos de microorganismos.

A nivel de invernadero no podemos demostrar esta hipétesis, si los antagonistas
aumentaron su densidad poblacional, en la medida que se aumentd el contenido de
materia orgénica, debido a que no se hizo ninguna cuantificacion posterior a su
inoculacion.  Pero si es evidente que las mezclas de antagonistas fueron mas eficiente en
el control de Rosellinia, en el nivel méas bajo de materia organica esta observacion esta de
acuerdo con la hipdtesis cuatro y cinco.  Por lo tanto, en un manejo integrado de
Rosellinia, donde se combinan varias estrategias para el control de una enfermedad, Ia
adicion de bocachi no es recomendable, independiente del uso de biocontrol. Mas bien
sugiere que en el futuro se deberia considerar la remocién de materia organica como
hojarasca o plantas muertas en descomposicién para crear un ambiente mas a favor de
los antagonistas. Esta recomendacion es de acuerdo con las de Merchan (1989).

La literatura cita que una alternativa no quimica para manejar Roseflinia es aplicar cal en
los focos de infeccién con el proposito de incrementar el pH del suelo (Herrera y Grillo
1989). Esto crea condiciones desfavorable para el patégeno, ya que generaimente pH

acidos favorecen su desarrollo. En este estudio se probaron diferentes niveles de pH {4,
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5 y 6) con el objetivo de conocer si el pH influye el comportamiento de Rosellinia vy la
eficiencia del control biolégico de los antagonista, los cuales también son favorecidos por
pH bajos (Lewis y Papavizas 1984; Foley y Deacon 1985).

Al analizar la relacion entre el pH y la eficiencia de los antagonista, los resultados
demuestran que para el caso de la mortalidad de plantas, la mezclas de antagonistas no
mostraron diferencias significativas con respecto al testigc negativo, aunque si hay
diferencia con respecto al testigo absoluto. Tampoco se encontrd diferencias
significativas entre niveles de pH evaluados, de manera que la enfermedad no presentd
una tendencia definida en relacién al pH. Estos resultados concuerdan con et estudio
realizado por Waterston (1941), el cual no enconitré ninguna correlacion entre la
concentracion del ion hidrogeno del suelo (pH) y la incidencia de la enfermedad y plantea
que Rosellinia parece ser tolerante a un amplio rango de pH, lo cual es confirmado por
observaciones a nivel campo. Otro estudio realizado por Duque y Borrero (1966), quienes
encontraron que el mayor porcentaje de mortalidad ocurrié en suelo con pH natural (pH
5.2), por encima o por debajo de este rango el hongo causd notablemente menos la
mortalidad. Estos resultados difieren a los encontrado en este estudio ya que la
mortalidad de planta fue igual en todos los pH evaluados (4, 5, 6).

En cuanto a la severidad de la enfermedad analizada como el area bajo la curva que
expresa la acumulacion de enfermedad en el tiempo, se encontrd que hay una interaccion
altamente significativa entre tratamientos y nivel, y se puede observar que en el nivel mas
bajo de pH no hay diferencia significativa entre las mezcla de antagonista y el testigo
positivo. En cambio, se encontré diferencia en los niveles cinco y seis de pH (ver cuadro
21). También se puede observar que, a pesar que estadisticamente no hay diferencia
significativa entre los niveles, hay una tendencia clara que la enfermedad es mas severa
en el nivel més bajo de pH. Aunque las plantulas de cacao se adaptaron bien a suelos de
bajos pH, la acidez favorecié al patbégeno y desfavorecid los antagonistas. Por lo tanto, la
practica comin de agregar cal al suelo afectados por Rosellinia, no solamente es una
estrategia recomendable en si, sino también un manejo compatible con el control
biolégico. Futuras investigaciones podrian seleccionar antagonistas que se adapten mejor
a suelos acidos.

De acuerdo a la hipdtesis cinco, se observo el efecto de las caracteristicas del suelo en la
enfermedad y control biclégico. El efecto del pH se detectd en forma més consistente
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que el efecto de la materia organica. Esto sugiere que el nivel del pH es mas importante
que el contenido de materia organica. Par otro lado, uno tiene gue tomar en cuenta que
la escala de pH es una escala logaritmica (log (concentracién H* ) ) mientras los niveles
de materia organica sugieren un incremento lineal. Por lo tanto, el rango de pH fue muy
amplio comparado con el rango de materia organica.  Sin embargo, ambos rangos
corresponden a valores realistas en el campo. Serla interesante investigar el efecto de
otras caracteristica del suelo reportadas en la literatura como el contenido de fosfato
(Merchan 1990).

Los resultados encontrados en este estudio cumplen con el objetive especifico tres pero
también nos ilevan a ciertas interrogantes, ya que en el primer ensayo sobre la
compatibilidad de antagonista, los tratamiento bioclégico aplicado en mezcla mostraron una
tendencia mas clara y consistente en todas las variables evaluadas. En cambio, en los
siguientes ensayos sobre el efecto de las caracteristica del suelo (MO y pH), las
respuestas no fueron tan evidentes, aunque son experimentos diferentes y no se puede
esperar la misma respuesta.  Sin embargo, hay elementos importantes para que en
estudios futuros se témen en consideracion y entre estos podemos mencionar los
siquientes: ¢ si aplicar conidias de antagonistas al suelo es la forma mas eficiente para
controlar el patégeno? Las conidias, especialmente de Trichoderma y Gliacladium, han
sido usadas extensivamente en estudios de control bioldgico porque ellos son producidos
abundantemente sobre medios de agar y son facil para manipularlas. Sin embargo,
excepto para posible uso comao tratamiento a semilla, algunos estudios sugieren que las
conidias son inapropiada para introducir antagonistas dentro del suelo para el control
biolégico (Papaviza y Lewis 1985). Los mismos autores encontraron que la preparacion
micelial de Trichoderma spp. y Gliocladium conteniendo hifas de crecimiento joven
formulada en una base de afrecho como fuente de alimento, fue mas efectivo que la
preparacidon de conidia. Esto sugiere que para futuros estudios sobre el control biolégico
de Rosellinia, seria muy importante incluir otros tratamientos gque consideren la forma de
preparacion de inocuio de los antagonista y evaluar su eficiencia en cuanto al control del

patogeno.

Otra interrogante es ¢ si la cantidad de inoculo que se puso por bolsa de dos Kilogramo de
suelo para el patégeno fue excesiva y se dio cierta ventaja con respecto a los
antagonista? En nuestro estudio se inocularon plantulas de cacao con 250 g de trigo con
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crecimignto micelial del patégeno por bolsa de dos kilogramo de suelo. En cambio, un
estudio realizado por Freeman ef al. (1986), usando la misma metodologia inoculando
semilla de trigo con crecimiento micelial Roselfinia, encontrd que con cuatro g de trigo por
kilogramo de suelo fue suficiente para que el patégeno provocara enfermedad. En el
presente trabajo, se selecciond un nivel de inoculo muy alto del patégeno por dos
razones: {1) para obtener un sistermna de evaluacion muy estricta, lo cual permite identificar
el mejor tratamiento y (2) para asegurar que Rosellinia produzca sintomas medibles en
menos de dos meses, algo importante para la redaccion de una tesis de maestria pero
atipico para la muerte lenta que se observa en el campo. De toda manera, es necesario
seguir investigando y perfeccionando la dosis éptima en la cual el patdgeno puede
provocar enfermedad, pero de manera que pueda darse una mejor correlacion entre el
comportamiento del patégeno y la eficiencia del control bioldgico de los antagonistas. En
este sentido, el presente frabajo contribuyd un primer paso en el manipuleo y la
produccion de Rosellinia, que sigue siendo un patégeno poco estudiado.

Otro aspecto que hay que considerar, es que la inoculacién se hizo al mismo tiempo tanto
para los antagonistas coma el patégeno. Como en el campo, el patdgeno ya esta
presente antes de apiicacion de los antagonistas, seria importante estudiar si se puede
agregar antagonistas a un suelo ya contaminado con Rosellinia y bajo que condiciones.
Ademas, para este tipo de estudio, donde el objetive principal era ver el efecto de las
caracteristica del suelo sobre el comportamiento del patdgeno y la eficiencia de los
antagonista, seria bueno que en proximos estudios, la materia organica y la cal se aplique
al suelo con anticipacion y hacer evaluaciones continuas para asegurarse si realmente se
logré un cambio en las caracteristicas del suelo que alcanzan los niveles deseados.

Consideramos que los resultados de este estudio son preliminares, y que hay muchas
interrogantes que dan pauta para mejorar las métodos y alcanzar mayor éxitos en el
control bioldégico de Rosellinia. De toda manera, se establecid una coleccidn de
micoparasitos muy promisorios para el control biolégico de Rosellinia sp. y, por lo tanto se

ctimplid con el objetivo general.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Rosellinia es un hongo dificil de aislar ya que presenta un crecimiento lento. Esta
favorecido en medio papa dextrosa agar acidificado .

Rosellinia presenta una alta variabilidad entre diferentes cepas, algo que se afirmo
en casi todas las variables medidas, incluso su susceptibilidad a antagonistas.

El método de placas precolonizadas por Rosellinia funciona muy bien para aislar

hongos hiperparasitos y lograr una coleccion representativa.

En el suelo de Cabiria se encontrd un mayor nimero de hongos antagonistas en
comparacion con el suelo de tierra Blanca de Cartago.

E| suelo del lote de Cabiria cuenta con un alto potencial de microorganismos que
pueden ser agentes biocontroladores para Rosellinia. Especialmente los género
Trichoderma y Gliocladium reconocido mundiaimente por sus caracteristiéas
benéficas y que pueden ser incluidos en el contexto dei manejo integrado de la

enfermedad.

La cepa RB00O1 fue mas susceptible al hiperparasitismo de los antagonistas que
la cepa RBO00Z, ya que en promedio los antagonistas mostraron una mayor tasa

de crecimiento.

La mezcla de tres antagonistas presenté mejor eficiencia en cuanto al control
biolégico de Rosellinia a nivel de invernadero en comparacion cuando son aplicado
individualmente o en mezclas de dos, y su respuesta fue mas consistente en todas

las variables evaluadas.

La enfermedad fue mas severa en suelos de alto contenido de materia organica,

mientras el control biolégico fue menos eficiente bajo esas condiciones.
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» La enfermedad fue més severa en suelos dcidos. El control biolégico fue mas
eficiente en suelos con niveles de pH alto. Este factor es mas importante que
materia organica.

5.2. Recomendaciones

 Hacer la coleccion de Roselflinia spp. en Costa Rica que abarque diferentes sitios y
cultivos.

» Producir Rosellinia spp. en papa dextrosa agar acidificado o en trigo & nivel del
laboratorio, tomando en cuenta que diferentes cepas difieren en su preferencia
referente la iluminacion.

e Calibrar el nivel de inéculo de Rosellinia necesario para provocar sintomas en

bioensayos en pléntulas sembradas en suelos no estériles.

» lInvestigar métodos alternativas al riego con conidia para la aplicacién de hongos
antagonistas al suelo.

¢ Investigar mecanismos de (in)compatibilidad entre micoparasitos con el fin de
llegar a una estrategia racional para su uso.

» Investigar el efecto de fertilizacion con fosfato en la interaccidn entre Rosellinia y

su antagonistas,

» Buscar antagonistas tolerantes a suelos acidos mediante el método de placas

precolonizadas.

» Investigar el efecto de mezclas de antagonistas bajo condiciones del campo donde
el patdgeno ya esté presente antes de la aplicacién de biocontroladores.

» Remover material organica (hojarasca, madera en descomposicion) y aplicar cal
para el manejo integrado de Roselfinia sin o con la aplicacién de antagonistas.
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7.1. Salidas de analisis estadisticos

Anexo 1. ANDEVA, Peso seco de raices {g): Efecto de diferentes niveles de

materia organica.

Dependent Variable: Peso seco de raices (g)

Source DF
TRAT 3
NIV 2
TRAT*NIV 6
Error 48

Corrected Total 59

R-Square
0.576239

Sum of
Squares

5.65892500

0.20100000

0.72884000
4.84532000
11.43408500

CV.

25.82016

Mean
Square

1.88630833
0.10050000
0.12147333
0.10094417

Root MSE
0.317717
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F Value Pr>F
18.69 0.0001
1.00 0.3770
1.20 0.3209
MOSECRA Mean
1.230500




Anexo 2. ANDEVA Longitud de raices (cm): Efecto de difersntes niveles de
materia organica.

Dependent Variable: Longitud de raices (cm)

Sum of Mean
Source DF Squares Sguare F Value Pr>f
TRAT 3 485.6138333 161.8712778 8.82 0.0001
NIV 2 152.3523333 76.1761667 4.15 0.0217
TRAT*NIV 6 85.3796667 142299444 0.78 0.592¢9
Error 48 880.4840000 18.3434167
Corrected Total 59 1603.8208333
R-Square C.V. Root MSE MOLRAIC Mean
0.451012 23.14884 4.282922 18.50167
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Anexo 3. ANDEVA, Area foliar (cmz): Efecto de diferentes niveles de

materia organica.

Dependent Variable: Area foliar en (cm?)

Source DF
TRAT 3
NIV 2
TRAT*NIV 6

REP(TRAT*NIV) 48

FECHA 3
TRAT'FECHA 9
NIV*FECHA 6

TRAT*NIV*FECHA 14

Error 248
Correctad Total 339
R-8quare C\V.
0.680113 32.48877

Tests of Hypotheses using the Type 11l MS for REP(TRAT*NIV) as an error term

Sum of Mean
Squares Square
78176.2620 26058.7540
12838.3328 6419.1664
13317.4647 22195775
99998.2250 2083.2964
28996.3651 9665.4550
22096.0518 2455.1169

9946.8631 1657.8105

5686.5347 406.1810

215735.2750 869.8003
674409.8941

Root MSE

29.49407

F Value Pr>F
29.96 0.0001
7.38 0.0008
2.55 0.0205
2.39 0.0001
11.11 0.0001
282 0.0036
1.91 0.0804
0.47 0.9488
MOAREA Mean
90.78235

Source DF Type Il 88 Mean Square F Value
TRAT 3 7817626201 260858.75400 12.51
NIV 2 12838.33281 6419.16640 3.08
TRAT*NV 6 13317.46472 2219.57745 1.07
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Pr>F
0.0001
0.0551
0.3963




Anexo 4 . ANDEVA Dias de sobrevivencia (maximo 48 dias): Efecto de
diferentes niveles de materia orgénica

Dependent Variable: Dias de sobrevivencia (maximo 48 dias)

Sum of

Source DF Squares
TRAT 3 3715.200000
NIV 2 462.933333
TRAT*NIV 6 313.600000
0.4918

Error 48 2739.200000
Corrected Total 59 7230.933333
R-Square CVv.

0.621183 21.87524

Mean
Square

1238.400000
231.466667

52.266667

57.066667

Root MSE

7.554248
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F Value Pr>F

21.70 0.0001
4.06 0.0236
0.92

DIAMUEMO Mean

34.53333




Anexo 5. ANDEVA Severidad (ABC) Efecto de diferentes niveles de materia
organica

Dependent Variable: Severidad (ABC)

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr>F
TRAT 3 2516.645833 838.861944 27.96 G.0001
NIV 2 122.133333 61.066667 2.04 0.1417
TRAT*NIV 6 56.466667 9411111 0.31 0.9267
Error 48 1440.000000 30.000000

Corrected Total 59 4135.245833

R-Square CV. Root MSE AUC Mean
0.651774 50.21138 5.477226 10.90833
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Anexo 6. ANDEVA, Altura de plantas {cm): Efecto de diferentes niveles de
materia organica.

Dependent Variable: Altura de plantas (cm)

Sum of Mean

Sourcs DF Squares Square F Value Pr>F
TRAT 3 17.4565712 5.8188571 14.10 0.0001
NIV 2 3.1464129 1.5732064 3.81 0.0249
TRAT*NIV 6 84.0814864 14.0135811 33.96 0.0001
REP(TRAT*NIV) 48  775.0968333 16.1478507 39.13 0.0001
FECHA 5 166.0591527 33.2118305 80.49 0.0001
TRAT*FECHA 14 19.4058522 1,3861323 3.36 0.0001
NIV*FECHA 10 2.9234013 0.2923401 0.71 0.7150
TRAT*NIV*FECHA 20 7.6644948 0.3832247 0.93 0.5525
Error 118 48.680000 0.412627

Corrected Total 226 1750.415507

R-Square C.V. Root MSE MOALTUR Mean

0.872184 3.617451 0.642361 17.75727

Tests of Hypotheses using the Type HI MS for REP(TRAT*NIV) as an error term

Source DF Type I 88 Mean Square F Value Pr>F
TRAT 3 17.45657122  5.81885707 0.36 0.7819
NIV 2 3.14641289  1,57320644 0.10 0.8073

TRAT*NIV 6 84.08148640 14.01358107 0.87 0.5254
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Anexo 7. ANDEVA, Numero de hojas: Efecto de diferentes niveles de

materia organica.
Dependent Variable: Nimero de hojas

Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr>F
TRAT | 3 69.7642721 232547574 81.54 0.0001
NIV 2 2.9901765 1.4950883 5.24 0.0066
TRAT*NIV 6 17.5119398 2.9186566 10.23 0.0001
REP(TRAT*NIV) 48 103.8908802 2.1664767 7.60 0.0001
FECHA 5 214.0323684 42.8064737 150.10 0.0001
TRAT*FECHA 14 10.9770760 0.7840769 275 0.0015
NIV*FECHA 10 3.9551125 0.3955113 1.39 0.1946
TRAT*NIV*FECHA 20 8.1826652 0.4091333 1.43 0.1198
Error 118 33.6527778 0.2851930

Corrected Total 226 465.0572687

R-Square cv. Root MSE MOHOJA
Mean
0.927637 10.88204 0.534035 4,907489

Tests of Hypotheses using the Type lii MS for REP(TRAT*NIV) as an error term

Source DF Typelll 88 Mean Square F Value Pr>F
TRAT 3 206668653 0.68889551 0.61 0.6088
NIV 2 1.39794538 0.69897269 0.62 0.5411

TRAT*NIV 6 13.78716579 229786097  2.05 0.0777
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Anexo 8. ANDEVA, Peso seco de hojas (g)

materia orgénica.

Dependent Variable: Peso seco de hojas (g)

Source DF
TRAT 3
NIV 2
TRAT*NIV 6
Error 48

Corrected Total 59

R-Square
Mean

0.685631

Sum of
Squares

12.46507167
0.67782333
0.87512333
6.42740000

20.44541833

C.V.

34.23632
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: Efecto de diferentes niveles de

Mean
Square

4.15502389
0.33891167
0.14585389

0.13390417

Root MSE

0.365929

F Value Pr>F
31.03 0.0001
2.93 0.0802
1.08 0.3824
MOSECHO

1.068833




Anexo 9. ANDEVA, Severidad expresada como (ABC) : Ffecto de
diferentes niveles de pH

Dependent Variable: Severidad expresada como ABC

Source DF
TRAT 3
NIV 2
0.0006

TRAT*NIV 6
0.0071

Error 48

Corrected Total 59

R-Square

0.943211

Sum of
Squares

3347.645833

76.933333

89.866667

211.600000

3726.045833

CV.

16.894367
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Mean
Square

1115.881944

38.466667

14.977778

4408333

Root MSE
2.099603

F Value
253.13

8.73

3.40

Pr>F

0.0001

AUC Mean

12.39167




Anexo 10. ANDEVA, Dias de sobrevivencia (maximo 48 dias}): Efecto de

diferentes niveles de pH

Dependent Variable: Dias de sobrevivencia (Maximo 48 dias)

Sum of
Source DF Squares
TRAT 3 5516.800000
NIV 2 110.933333
TRAT*NIV 6 332.800000
Error 48 691.200000

Corrected Total 58 6651.733333

R-Square CV.
Mean

0.896087 11.76054
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Mean
Square

1838.933333
55.466667
55.466667

14.400000

Root MSE

3.784733

F Value Pr>F
127.70 0.0001
3.85 0.0281

3.85 0.0032

DIAMUEPH

32.26667




Anexo 11. ANDEVA, Area foliar (cm?): Efecto de diferontes niveles de pH

Dependent Variable: Area foliar (cm?)

Saurce DF
TRAT 3
NiV 2
TRAT*NIV 6

REP(TRAT*NIV) 48

FECHA 3
TRAT*FECHA 5
NIV*FECHA 6

TRAT*NIV*FECHA 7
Error 233

Corrected Total 313

R-8Square
0.635511

Sum of
Squares

187804.4046
665.5292
5726.1532
18831.3081
25808.3574
8120.9107
3977.0202
79.9201
161171.7500

442185.3535

CV.

34.08761

Mean
Square

62601.4682
332.7646
954.3589
392.3189

18602.7858
1624.1821
662.8367
114172

691.7242

Root MSE
26.30065

F Value Pr>F
80.50 0.0001

0.48 06187
1.38 0.2235
0.57 0.9898

26.89 0.0001
2.35 0.0419
0.86 0.4543

0.02 1.0000

PHAREA Mean

77.15605

Tests of Hypotheses using the Type 11l MS for REP(TRAT*NIV) as an error term

Source DF
TRAT 3
NIV 2

TRAT*NIV 6

Type |l SS

Mean Square

64146.06384 21382.02128

1418.03660

5449.57076

85

709.01830
908.26179

Pr>F
0.0001
0.1619

0.0398



Anexo 12. ANDEVA, Altura de plantas (cm): Efecto de diferentes niveles de

pH

Dependent Variable: Altura de plantas en (cm)

Sum of Mean

Source DF Squares Square
TRAT 3 2174472746 72.4824249
NIV 2 18.4073345 9.2036672
TRAT*NIV 6 121.0739258 20.1789876
REP(TRAT*NIV) 48 199.9367778 4.1653495
FECHA 5 140.1740053 28.0348011
TRAT*FECHA 9 35.2385751 3.9153972
NIV*FECHA 10 4.2457769 0.4245777
TRAT*NIV*FECHA 11 12.2885137 1.1171376
Error 110 40.114889 0.364681

Corrected Total 204 2014 280780

R-Square CV. Root MSE
0.980085 3.362862 0.603888

Tests of Hypotheses using the Type Il MS for REP(TRAT*NIV) as an error term

Source DF Type ill S8 Mean Square
TRAT 3 217.4472746 72.4824249
NiVv 2 18.4073345  9.2036672
TRAT*'NIV 6 121.0739258 20.1789876
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F Vaiue Pr>F
198.76 0.0001
2524 0.0001
55.33 0.0001
11.42 0.0001
76.87 0.0001
10.74 0.0001
1.16 0.3227
3.06 0.6013
PHALTUR Mean
17.95756
FValue Pr>F
17.40  0.0001
221 0.1208
4.84 0.0008



Anexo 13. ANDEVA, Numero de hojas: Efecto de diferentes niveles de pH

Dependent Variable: Nimero de hojas

Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr>F
TRAT 3 85.47528559 28.49176186 213.36 0.0001
NIV 2 0.05872426 0.02936213 0.22 0.8030
TRAT*NIV 6 12.32657774 2.05442962 15.38 0.0001
REP(TRAT*NIV) 48 35.12803030 0.73183396 5.48 0.0001
FECHA 5 07.02612782 19.40522556 145.32 0.0001
TRAT*FECHA 9 11.67387218 1.29709691 9.71 0.0001
NIV*FECHA 10 3.06615385 0.30661538 230 00173
TRAT*NIV*FECHA 11 0.87829060 0.07984460 0.60 0.8270
Error 110 14.6888889 0.1335354
Corrected Total 204 260.3219512

R-8quare CV. Root MSE PHHOJA
Mean

0.943574 8.342105 0.365425 4,380488

Tests of Hypotheses using the Type lil MS for REP(TRAT*NIV) as an error term

Source DF Type Il 88 Mean Square  F Value Pr>F

TRAT 3 1117751932 3.72583977  5.13 0.0037
Niv 2 0.25614619 012807310  0.18 0.8389
TRAT*NIV 6 4.06424745 067737458  0.93 0.4807
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Anexo 14. ANDEVA, Peso seco de hojas (g) : Efecto de diferentes niveles de
pH

Dependent Variable: Peso seco de hojas (g)

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr>F
TRAT 3 3.54112500 1.18037500 37.23 0.0001
NIV 2 0.01972333 0.00986167 0.31 0.7341
TRAT*NIV 6 0.41793000 0.06965500 220 0.0594
Error 48 1.52184000 0.03170500

Corrected Total 59 550061833

R-Square C.V. Root MSE PHSECHO Mean

0.723333 16.60740 0.178059 1.072167

88




Anexo 15. ANDEVA, Longitud de raices (cm): Efecto de diferentes niveles de
pH

Dependent Variable: Longitud de raices (cm)

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr>F
TRAT 3 1549.991167 516.663722 56.06 0.0001
NIV 2 11.775000 5.887500 0 64 0.5323
TRAT*NIV 6 23.148333 3.857722 0.42 0.8630
Error 48 442.384000 9.216333
Corrected Total 59 2027.296500
R-Square C.V. Root MSE PHLRAIC Mean

0.7817886 16.66671 3.035841 18.21500

89




Anexo 16. ANDEVA, Peso seco de raices (g) : Efecto de diferentes niveles de

pH

Dependent Variable: Peso seco de raices (g)

Sum of Mean
Source DF Squares Square
TRAT 3 6.37873333 2.12624444
NIV 2 0.59180333 0.28590167
TRAT*NIV 6 0.33375667 0.05562611
Error 48 2.21068000 0.04605583
Corrected Total 59 9.51497333
R-Square c.v. Root MSE
0.767663 26.47281 0.214608
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F Value Pr>F

46.17 0.0001
6.42 0.0034
1.21 0.3187

PHSECRA Mean

0.810867



7.2. Cronograma de actividades

ANO 2000
ACTIVIDAD/MES E|FIMIAIMIJ [J JAIS |O|N

Presentacién de anteproyecto X

Busgueda de patdgenos y antagonistas | X | X

Aislamiento de patdgeno X

Revisidn de literatura X [ X (X [ X {X | X |[X [X

Ensayos de invernadero X | X X |X |[X |X
Organizacién y andlisis de datos X |X |[X | X | X (X |{X [X

Discusidn de resultados

Presentacion det primer borrador

Presentacion del documento finat

Presentacion de tesis de grado

7.3. Cuadro presupuesto de tesis

CONCEPTO COSTO EN $ DOLARES

Bilsquedas de patégenos y antagonistas 250
Material y equipos de laboratorios 1000
Material y equipos de invernadero 100
Pago de mano de obra 170
Material de oficina 140
Cajas de disquetes 40

Rollos de slides y revelado 100
Fotocopias y encuadernado 200
Total 2000
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