UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR

ESCUELA DE POSGRADO “ING. JACOBO BUCARAM
ORTIZ, PHD”
PROGRAMA DE MAESTRIA EN SANIDAD VEGETAL

PROYECTO DE TITULACION COMO REQUISITO PREVIO PARA
LA OBTENCION DEL TITULODE
MAGISTER EN SANIDAD VEGETAL

ESTUDIO DE HONGOS ENDOFITOS COMO ANTAGONISTA
DE Phytophthora sp. EN HOJAS DE CACAO (Theobroma
cacao L.) EN CONDICIONES CONTROLADAS, GUAYAS

ING. AGRON. JAVIER ULISES MENDOZA THOMPSON

GUAYAQUIL,ECUADOR
2024



ESCUELA DE POSGRADO “ING. JACOBO BUCARAM
ORTIZ, PHD”

CERTIFICACION

El suscrito, Docente de la Universidad Agraria del Ecuador, en mi calidad de
Director CERTIFICO QUE: he revisado el Trabajo de Titulacion, denominada:
ESTUDIO DE HONGOS ENDOFITOS COMO ANTAGONISTA DE Phytophthora
sp. EN HOJAS DE CACAO (Theobroma cacao L.) EN CONDICIONES
CONTROLADAS, GUAYAS, el mismo que hasido elaborado y presentado por el
estudiante, Ing. Agron. Javier Ulises Mendoza Thompson; quien cumple con los
requisitos técnicos y legales exigidos por la Universidad Agraria del Ecuador para

este tipo de estudios.

Atentamente,

Ing. Daniel Mancero Castillo, PhD

Guayaquil, 3de junio del 2024



UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR
ESCUELA DE POSGRADO “ING. JACOBO BUCARAM
ORTIZ, PHD”

ESTUDIODE HONGOS ENDOFITOS COMO ANTAGONISTA DE Phytophthora
sp. ENHOJAS DE CACAO (Theobroma cacao L.) EN CONDICIONES
CONTROLADAS, GUAYAS

ING. AGRON. JAVIER ULISES MENDOZA THOMPSON

TRABAJO DE TITULACION
APROBADAY PRESENTADA AL CONSEJO DEPOSTGRADO

COMO REQUISITOPREVIOA LA OBTENCION DEL TITULODE

MAGISTER EN SANIDAD VEGETAL

TRIBUNAL DE SUSTENTACION

Ing. Tany Burgos Herreria, MSc.
PRESIDENTE

Ing. Dioselina Navarrete Chevez, MSc. Ing. Daniel Mancero Castillo, PhD.
EXAMINADOR PRINCIPAL EXAMINADOR PRINCIPAL



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Agraria del Ecuador, que a través de la escuela de posgrado
‘Ing. Jacobo Bucaram Ortiz, PhD” me permiti6 especializarme y reforzar
conocimientos precisos para contribuir al desarrollo del sector agricola del pais.
A mi tutor Ing. Daniel Mancero, PhD por el apoyo que me ha ofrecido, con
conocimientos y sugerencias para el desarrollo del presente trabajo.

A la UTEQ por brindarme las instalaciones de su laboratorio de biotecnologia
para el desarrollo experimental.

Al Ing. Angel Cedefio por contribuir con sus conocimientos y experiencia en
fitopatologia y biotecnologia necesarios en esta investigacion.

A mis abuelos y familiares del canton EI Empalme que me brindaron su apoyo,
paciencia y fortaleza, sobre todo dandome comodidades para realizar la

investigacion.



DEDICATORIA

Dedico esta tesis a mis padres, quienes me ensefiaron y fomentaron el valor de la
responsabilidad para alcanzar cualquier objetivo y desarrollarlo de la manera mas
eficaz.

A mis hermanos, que han sido un pilar fundamental y apoyo constante frente a las
dificultades que surgieron.

A mis abuelos y familiares cercanos, por el respaldo que me ofrecieron a lo largo
de cada etapa de mi educacion.

A mis amigos: M.L; D.A; M.Y; S.0O; L.V; K.C y K.P cuyo apoyo incondicional y
compafiia inestimable han sido fundamentales con sus palabras de animo,
consejos sincerosy los momentos compartidos que han hecho mas llevaderos los

desafios de esta etapa.



RESPONSABILIDAD

La responsabilidad, derecho de la investigacion,
resultados, conclusiones y recomendaciones
gque aparecen en el presente Trabajo de
Titulacion corresponden exclusivamente al Autor
y los derechos académicos otorgados a la

Universidad Agraria del Ecuador.

Ing. Agron. Javier Ulises Mendoza Thompson

C. 1. 0951799931

Vi



RESUMEN

El cacao es crucial para la economia y sociedad de varias regiones, incluyendo
Ecuador, donde se cultivan dos variedades: CCN-51 y Nacional. Phytophthora
palmivora afecta diversas etapas, desde plantulas hasta plantas adultas. Los
microorganismos antagonistas son una alternativa para controlar estas
enfermedades. Esta investigacion buscé identificar hongos endéfitos que actien
como antagonistas de Phytophthora sp. en hojas de cacao bajo condiciones
controladas. El estudio se realizé en vivero y laboratorio; se recolectaron muestras
de frutos infectados para aislar P. palmivora, y se utilizaron hojas de cacao (CCN-
51 y Nacional) para evaluar la patologia y la actividad antagonista de los hongos
endofitos. Los hongos fueron Trichoderma sp., Fusarium sp., y Lasiodiplodia sp.
Los resultados mostraron que la inhibicion de la enfermedad fue del 18,4% con
Trichoderma sp., del 21,5% con Lasiodiplodia sp., mientras que Fusarium sp.
mostré inhibicion reducida del 3,3%. Trichoderma sp. demostré un mayor efecto
antagonico en pruebas de susceptibilidad en discos de hojas, reduciendo la
severidad. Se concluyo que los hongos enddfitos protegen las plantas de
enfermedadesy reduciendo lainfeccién del patdgeno en las hojas de cacao.

Palabras claves: Cacao, Phytophthora sp., Hongos endéfitos, Antagonistas,
Trichoderma sp.
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SUMMARY

Cocoa is crucial to the economy and society of several regions, including Ecuador,
where two varieties are grown: CCN-51 and Nacional. Phytophthora palmivora
affects various stages, from seedlingsto adult plants. Antagonistmicroorganisms
are an alternative to control these diseases. This research sought to identify
endophytic fungi thatact as antagonists of Phytophthora sp. in cocoa leaves under
controlled conditions. The study was carried out in a nursery and laboratory;
samples of infected fruits were collected to isolate P. palmivora, and cocoa leaves
(CCN-51 and Nacional) were used to evaluate the pathology and antagonistic
activity of endophytic fungi. The fungi were Trichoderma sp., Fusarium sp., and
Lasiodiplodia sp. The results showed that the inhibition of the disease was 18,4%
with Trichoderma sp., 21,5% with Lasiodiplodia sp., while Fusarium sp. showed
reduced inhibition of 3,3%. Trichoderma sp. It showed a greater antagonistic effect
in susceptibility tests in leaf discs, reducing the severity. It was concluded that
endophytic fungi protect plants from disease and reduce infection of the pathogen
in cocoa leaves.

Keywords: Cocoa, Phytophthora sp., Endophytic fungi, Antagonists, Trichoderma
sp.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de importancia econémicay
social en muchas regiones del mundo y en Ecuador debido a la produccion de
granos de cacao, que se utilizan en la elaboracion de chocolate y otros productos
derivados. Sin embargo, el cultivo del cacao se enfrenta a muchos problemas
fitopatoldgicos, entre los que destaca la presencia del género Phytophthora sp., un
grupo de patégenos que provocan graves enfermedades en las plantas de cacao
(MAG, 2019).

La enfermedad conocida como mazorca negra es provocada por el cromista
Oomycete Phytophthora sp. es un hongo que puede causarpudricién de raiz y tallo,
de frutosy hojas, afectan seriamente la productividad y calidad del cultivo de cacao
y causan pérdidasecondmicas a los agricultores del 10 % de la produccion mundial
de cacao; en Ecuador existen registros que tienen un fuerte impacto en la
produccion de cacao, con porcentajes que van desde el 16% hasta el 80%. Estos
valores pueden variar dependiendo del manejo preventivo y control de estas

enfermedadesy las zonas en las que se presenten (Chéavez, 2020).

El conocimiento de los hongos endoéfitos y su capacidad para infectar a
Phytophthora sp. en hojas de cacao puede proporcionar una alternativa sostenible
y respetuosa con el medio ambiente para el control de enfermedades en este
cultivo. Ademas, de comprender la diversidad microbiana asociada al cacao y
promover practicas integradas de manejo de enfermedades que promuevan la

sanidad vegetal y la productividad agricola (Bini, Pellegriniy Quattrucci, 2021).

Puri, Padda y Chanway (2020) indican que actualmente, varios estudios
fangicos basados en el control biolégico como estrategia para combatir
enfermedades de gran importancia en los cultivos de cacao, tales como:
Cladobotryum amazonense, Hypomyces spp., Verticillium lecanii, Penicillium spp.,
Clonostachys spp. (Gliocladium), Trichoderma spp., Aspergillus niger, Acremonium
spp., Didymella spp., Nectria spp. y Didymostilbe spp Trichoderma stromaticum y
T. koningiopsis son antagonistas que previenen la formacion de basidiocarpos y

parasitan las hifas.
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Caracterizacion del tema.

El cultivo de cacao en Ecuador requiere unareduccion en uso de quimicos
e intervenir con nuevas estrategias bioldégicas que nos permitan cuidar los
ecosistemas y la salud humana, sustentado en este estudio para identificar si tiene
un efecto antagonico sobre Phytophthora sp. por hongos endofitos, se supone que

representan una mejor opcion en lasinteracciones de enfermedades.
Planteamiento de la Situacion Problematica.

El objeto de estudio del presente trabajo es la falta de identificacién de
hongos enddfitos como antagonista de Phytophthora sp. en cacao para mejorar su
eficacia. Aunque algunos pueden ser efectivos en el control, no siempre es el caso
y puede variar segun la especie de hongo, la cepa, el ambiente y las condiciones

de crecimiento.

El principal problema es la competencia con otros microorganismos
endofitos en las plantas de cacao; estas pueden albergar una amplia variedad, lo
qgue puede dificultar la identificacion y seleccidn de los hongos mas efectivos para
el control de Phytophthora sp. Ademas, algunos hongos pueden tenerinteracciones
negativas con otros microorganismos presentes en las plantas, lo que podria

disminuir su eficacia en el control del patdgeno.
Justificacién de la investigacién

En la zona agricola de la provincia del Guayas por sus condiciones
climéticas y edéficas, los pequefios, medianos y grandes productores presentan
ataques de enfermedades que influyen en la reduccion de su produccion. Lo que
expone la presente investigacion de controlar el ataque de Phytophthora sp. bajo
un control biolégico de hongos enddfitos que no causarad dafios al medio

ambiente y abaratara costos para el agricultor.

La realizacion de este proyecto puede llegar a ser unaeficiente alternativa
para el manejo de laincidencia de enfermedades debido a los mecanismos que
estos poseen, con lafinalidad de controlar la mazorca negra que afecta al cacao
y reducen su produccion lo que merma su costo. Dicha accion se lograra
mediante el antagonismo basado en los hongos endofitos.

15



Delimitacion de la investigacion

La presente investigacion serealizé bajo cubiertaen unafincacacaotera ubicada
en el canton EI Empalme - provinciadel Guayas, con las siguientes coordenadas
geograficas: latitud -1°02'30.7"S, longitud -79°39'10.7"W. Lainvestigacion tuvouna

duracién de 6 meses entre la fase de laboratorio y vivero.
Formulacién del problema

¢,Cuél sera el efecto de los hongos endofitos para controlar la Phytophthora

sp. en la hoja del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.)?
Objetivo general

Identificar los hongos endo6fitos como antagonista de Phytophthorasp.

en hojas de cacao (Theobromacacao L.) en condiciones controladas, Guayas.
Objetivos especificos

e Analizar el crecimiento micelial y caracteristicas morfolégicas de

hongos endéfitos mediante crecimiento en caja Petri.

e Evaluar el nivel de antagonismo de las cepas de hongo enddfito

contra Phytophthora sp.

e Determinar la susceptibilidad del cacao Nacional y CCN-51 mediante

inoculacion de hojas contra Phytophthora sp.
Hipotesis o idea a Defender

Con laaplicacién de hongos endéfitos en hojas de cacao permitira reducir la

incidencia de la enfermedad causada por Phytophthora sp. en tejidos vasculares.
Aporte Tedrico o Conceptual

Unavez finalizada la investigacion, se espera que surja unanueva forma de
controlar Phytophthora sp. en cultivos de cacao utilizando organismos antagonistas

como control bioldgico.
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Aplicacion Practica

Unavez obtenidos los resultados de este estudio, los productores de cacao,
docentes e investigadores del Cantdbn El Empalme y otras organizaciones

dedicadas a este cultivo conoceran el potencial de los hongos enddfitos para
controlar Phytophthora sp.

17



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1 Estado de arte

Villavicencio (2019) en su estudio menciona que el uso de hongos endofitos
antagonistas es una opcion viable para el control de enfermedades debido a los
diversos mecanismos que poseen. El trabajo se centré en evaluarla capacidad de
hongos enddfitos del cacao Nacional como posibles agentes de control biolégico
contra dos patégenos en condiciones controladas. Todos los aislados fueron
enfrentados en cultivos duales contra M. roreri y M. perniciosa, y se evalud su
capacidad antagonicay la patogenicidad del endoéfito en hojas y frutos sanos de
cacao. No hubo una especie o cepa que cumpliera con todos los indicadores
estudiados: Lasiodiplodia theobromae obtuvo los mayores PICs y niveles de
micoparasitismo frente a ambos patdgenos; Colletotrichum spp. mostré una mayor
inhibiciénde M. roreri debido a la accion de sus metabolitos;y Xylaria spp. demostré
una mayor capacidad para colonizarlas hojas sanas de cacao tras la inoculacion.
Las cepas destacadas como prometedoras para el control de ambos patégenos
después de estos ensayos fueron Ec035 (L. theobromae), Ec107 (Colletotrichum

spp.) y Ec059 (Xylaria feejeensis).

En el estudio para probar la patogenicidad de un hongo endoéfito asociado a
hojas asintomaticas de cacao; el endofito se recuperé de tejidos inoculados
artificialmente alos 14 y 26 dias después de lainoculacion (DDI) (plantulas UF18),
y a los 10 (plantulas K9) y 14 DAI de vainas de cacao. El endéfito fue identificado
como Colletotrichum siamense en base a sus caracteristicas culturales,
morfoldgicas y moleculares. Los ensayos antipatégenosin vitro mostraron que C.
siamense tenia el potencial de limitar el crecimiento de patdégenos por antibiosis. A
los 3, 5y 7 dias después del periodo de incubacion (DAIP), el crecimiento del
patégeno en cocultivo con el endéfitomidid 60.0, 70.0 y 71.0 mm, respectivamente,
gue fue considerablemente menor que el crecimiento del patdgeno solo (Sadoral y
Cumagun, 2021).

Mejia et al. (2021) indican que los enddfitos fungicos aislados de tejidos

sanosde Theobroma cacao se analizaron invitro para detectar antagonismo contra
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los principales patdogenos del cacao. De las morfoespecies endofitas probadas, el
40 % (21/52), el 65 % (28/43) y el 27 % (4/15) mostraron antagonismaoin vitro contra
Moniliophthora roreri, Phytophthora palmivora y Moniliophthora perniciosa,
respectivamente. El mecanismo antagénico mas comun fue la simple competencia
por el sustrato. No obstante, el 13 %, 21 % y 0 % de las morfoespecies analizadas
mostraron una clara antibiosis contra M. roreri, P. palmivora y M. perniciosa,
respectivamente. Se observo que un aislado de Trichoderma era parasito de M.
roreri. Finalmente, los ensayos de campo que evaluaron los efectos de tres hongos
endéfitos (Colletotrichum gloeosporioides, Clonostachys rosea y Botryosphaeria
ribis) sobre la pérdida de vainas debida a M. roreri y Phytophthora sp. se realizaron
en 4 fincas en Panama. Aunque laincidencia general de P. palmivora fue muy baja
durante las pruebas, el tratamiento con C. gloeosporioides disminuyo
significativamente lapérdida de vainadebida a esa enfermedad. No se observé una
disminucion en P. palmivora debido a M. perniciosa, pero el tratamiento con C.
rosea redujo laincidenciade vainasde cacao con lesiones esporulantesde M. roreri
en un 10 %. La reduccién observadaen la pérdida de vainas debido a Phytophthora
sp. Yy la esporulacion por M. roreri, apoya el potencial de los hongos endoéfitos como
agentes de control biolégico. Ademas, estos estudios sugieren que la informacion
combinada de censos de campo de hongos endofitos, estudios in vitro y
experimentos de invernadero pueden proporcionar criterios Gtiles a priori para

identificar atributos deseables para posibles agentes de biocontrol.

Baralt et al. (2020) indican que lainfeccion de plantas con microorganismos
endofitosles permite adaptarse a estreses bibticos y abiéticos. Al mismo tiempo, se
sabe que algunostipos de hongos pueden comportarse como microorganismos y
endofitos en diferentes etapas de su ciclo de vida. El objetivo fue identificar
preliminarmente hongos de cacao enddfitos cultivados en busca de agentes
biolégicos candidatos para el control de enfermedades de las plantas. Los hongos
se aislaron de tejidos sanosde vainasy hojas de cacaoy se caracterizaron en PDA
(13 caracteres de cultivo, observaciones microscépicas). Luego, los aislados se
dividieron en grupos morfolégicos (GM). Algunas plantas modificadas
genéticamente se identifican por género y especie. Aquellos que no formaron
estructuras reproductivas en las colonias se implementaron mas como genética.

Para los 98 aislados, la abundancia (namero de individuos) fue de 55 para frutos y
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43 para hojas, dando unariqueza total (nimero de especies o diferentes unidades
taxondmicas) de 17 muestras, un total de 10 para cada miembro del género. Se
han identificado un total de 9 géneros (Colletotrichum sp., Cladosporium sp.,
Curvularia sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., Lasiodiplodia sp., Glomerella sp.,
Nigrospora sp. y Phomopsis sp.), unaespecie (Fusarium decemcellulare) y siete
GM. De los 17 GM identificados originalmente, 10 correspondian a al menos 10
especies diferentes. En esta diversidad de micobiotas enddfitas encontramos

aislados con actividad antipatogénica, asi como potenciales patdgenos de cultivos.

En su trabajo de detectar actividad antagdnica de estos endofitos contra 6
patdbgenos del cultivo (Monilliophthora roreri, Crinipellis roreri, Fusarium
decemcellulare, Phytophthora megasperma, Lasiodiplodia theobromae vy
Colletrotrichum gloeosporioides). A partir de tejido sano de frutos y hojas se
obtuvieron 105 aislados de hongos cultivables, de los cuales 78 se caracterizaron
en PDA vy, posteriormente, separados en grupos morfoldgicos (GM). Algunos
aislados se identificaron hasta especie o género, ya sea por secuenciacion del ITS
del ADN ribosomal y/o morfologia. Del total de aislamientos obtenidos, 96
aislamientos fueron sometidos a cultivo dual endoéfito-patogénico. La abundancia
de 78 aislamientos contenia una gran cantidad de 20 unidades taxonémicas
funcionales (especies GM). Se identificaron 18 GM, 10 géneros (Phomopsis spp.,
Colletotrichum spp., Pestalotiopsis spp., Fusarium spp., Penicillium spp.,
Lasiodiplodiasp., Nigrospora sp., Cladosporium sp., Curvulariasp., Glomerellasp.).
Se identificaron 5 aislamientos como Albonectria rigidiuscula, Colletotrichum
gloeosporioides, Penicillium citreonigrum y Diaporthe Phaseolorum. En general, los
dos primeros son patégenos del cacao, a diferencia del segundo, que no ha sido
reportado en este hospedero. Entre 96 aislamientos endofitos, se encontraron
cepas con actividad antagonicacontra todos los patégenos excepto L. teobroma, la
respuesta de los enddfitos oscilé entre un antagonismo significativo frente a otros
microorganismos, sin efecto aparente hasta que algunos de ellos fueron inhibidos

por los microorganismos (Peréz, Sosa, Maria y Reneé, 2019).

En este trabajo se identificaron y caracterizaron hongos endofitos presentes
en mazorcas sanas de Theobroma cacao de los municipios de Maceoy San Pedro

de Uraba mediante descripcidon macroscépica, microscopicay estandarizacion de
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medios de cultivo, evaluando PDA, SB, MC y Cacao. Se aislaron 5 morfotipos
pertenecientes a los géneros Colletotrichum, Pestalotiopsis y Phomopsis, donde el
medio PDA favorecid el crecimiento de los hongos aislados, presentando los
mayores valores de area bajo la curva (endéfito 1: 387 cm?, enddfito 2: 456,67 cm?,
enddfito 3: 338,92 cm?, enddfito 4: 536,96 cm?, endofito 5: 459,24 cm?). Debido al
alcance planteado en este estudio no se puede asegurar que los hongos
identificados representan la diversidad de las mazorcas de cacao de los municipios
muestreados. Sin embargo, los resultados de este estudio contribuyen al
conocimientodelos linajes endoéfitos de los hongos del cacao y brindan informacion
para futuros estudios dirigidos contra el manejo de especies fungicas, con potencial

usoen el desarrollode alternativas agroforestales (Triana, Jiménezy Osorio, 2021).

Amin et al. (2019) indican que unanueva area futura de la agriculturay la
silvicultura es el uso de microorganismos para promover el crecimiento de las
plantas y proteger a la planta huésped de plagas y enfermedades. Un grupo de
microorganismos son los hongos enddfitos. El objetivo del estudio es aislar e
identificar hongos endofitos de clones resistentes a cacao VSDM.05 y clones
sensibles a cacao VSDM.01l. Se aislaron un total de 10 aislados de hongos
enddfitos de los clones VSDM.05 resistentes al cacao. Los aislados pertenecieron
a 6 géneros: Curvularia Sp., Fusarium Sp., Geotrichum Sp., Aspergillus Sp.,
Gliocladium Sp., Colletotrichum Sp. y 4 aislamientos que nofueron identificados por
no presentar conidios en medio PDA. Se aislaron hongos enddfitos de clones
susceptibles de cacao M.01, los cuales se identificaron en 4 géneros como
Aspergillus Sp. y Gliocladium Sp., y de 2 aislamientos que no estaban libres de

conidios en medios PDA.

La investigacion realizada en la Escuela de Bioandlisis de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador se tomaron un total de 96 muestras de
biodiversidad fungica enddfita y epifita (hojas sanas, frutos sanos y frutos con
presencia de lesiones superficiales), se aislaron y para la identificacion molecular,
se realizaron extraccionesde ADN y secuenciacionesde laregion ITS de los genes
ribosomales. Mediante la herramienta BLAST se compar6 las secuencias del
estudio con las del Banco de Genes del NCBI, de esta forma se identificaron 33

hongos anivel de géneroy se obtuvieron 18 especies distintas. Epicoccum sp. fue
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el género mas abundante. E. nigrum fue la especie epifita mas aislada; mientras
que Fusarium sp. fue el segundo género enddfito mas frecuente. La diversidad de
hongos endodfitos y epifitos fue determinada utilizando los indices ecoldgicos:
Riqueza de especies, Margalef, Shannon-Viewer, Simpson y Jaccard. Unicamente
3 especies fueron compartidas por las 2 localidades Epicoccum nigrum, Epicoccum
sp. y Leptosphaerulina chartarum (1j=0,38). Este estudio demuestra que, Citrus

sinensis esta constituido por micobiota enddfita y epifita variada (Moya, 2019).

Uno de los principales problemas fitosanitarios en el cultivo de mora (Rubus
glaucus Benth) en Ecuador es el hongo Botrytis cinerea, causante del moho gris. El
propédsito de este estudiofue determinar la capacidad antag6nicade cuatro hongos
contra el patégeno B. cinerea. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron dos
microorganismos enddfitos de frijol negro (Clonostachys sp. y Alternaria sp.) y
aislados de Trichoderma asperellum y Trichoderma sp. apartado de la coleccion
INIAP. La técnica se utilizd dos veces. Se utilizé la escala de Bell para evaluar el
antagonismoy se calculélatasa de inhibicion del crecimiento micelial para el efecto
antagonista T. asperellum y Trichoderma sp. alcanzaron el grado segun la escala
de Bell, en el que el antagonistainhibio el crecimiento de B. cinereaen un 75,1 %
y 73,7 %, respectivamente; mientras que Clonostachys sp. alcanzé el nivel Il y sus
esporas se observaron en los esclerociosde B. cinerea son parasitos. Por otro lado,
Alternaria sp. Estaba en la clase lll, que no se considero eficaz para prevenir el

crecimiento de hongos patdégenos (Pincay etal., 2021).

Flores (2019) utilizo5 hongos endoéfitosy seis hongos patdgenos desafiados
en medio total de (PDA) en condiciones de oscuridad a 25 °C durante 7 dias.
Durante este periodo se midieron los ejes central y lateral de la colonia. Con estos
datos se determind el factor de forma del hongoy se calculé el crecimiento directo
y el factor de forma del hongo patégeno con respecto al endofito correspondiente,
el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial y el de inhibiciéon del crecimiento
zonal. Se hicieron placas con solo hongos patégenos como grupo de control; los
datos se analizaron mediante andlisis de varianza y se aplic6 la prueba de
diferencia minima significativa para los casos estadisticamente significativos. Los
resultados muestran que los enddfitos son aun mas fuertes contra los hongos

patdgenos. De esta forma se determina el efecto de control de al menos un endofito
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sobre uno 0 mas microorganismos. Esto indica su potencial utilidad como agente
de control biologico (ACB) contra enfermedades forestales. La disminucion del
crecimiento de hongos patdgenos en presenciade endoéfitos puede deberse a los
mecanismos de accion de estos (competenciay liberacién de micotoxinas) contra
el patdgeno. Se deben realizar pruebasin vivo para inocular endéfitos de acuerdo

con su ecologia y con el tiempo adecuado para la colonizacién de la planta.

1.2 Bases Cientificas y Teoricas de la tematica

1.2.1 Origen e importancia del cacao

Arce (2019) informaque “El cacao (Theobroma cacao L.) cuyo significado es
Alimento de los dioses, crece con temperaturas hiumedasy calientes, ubicandose

en las cuencas de las regiones amazoénicas a 20° de latitud” (p.13).

En las décadas de los 80 y 90 el cacao en el Ecuador fue un producto
econdmico y social al convertirse en unaimportante fuente de ingresos para el
sustento econdmico de gran parte de la poblacidn costera, directa e indirectamente
como generador de empleo. En la actualidad es constituido una especie primordial

de los sistemas productivos de los campesinosde muchasregiones (Torres, 2018).

El cacao originario de las selvas de América Central y del Sur; mantiene una
buena evolucién en los climas ecuatoriales por las notables precipitacionesy las
temperaturas. Inicia a ser productivo luego de 4 o 5 afios; sin embargo, es entre los
8 y 10 afios que se encuentra en su maxima produccién, dependiendo de la
variedad, asi como las condiciones edafoclimaticas (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Acuaculturay Pesca, 2019).

1.2.2 Produccién de cacao

En el Ecuador, el sector cacaotero exporto, en el afio 2020, USD 815.5
millonesy entre eneroy mayo 2021, las exportacionesde la fruta alcanzan losUSD
266,4 millones, montos que se aspiran superar durante este afio con la contribucién
de las 161 citas comerciales que ha programado en el marco Aromas del Ecuador.
Los principales paises de destino del cacao ecuatoriano del afio 2020 fueron
Estados Unidos con compras por USD 198 millones, Indonesia con USD 193
millones, Malasia con USD 125 millonesy Paises Bajos con USD 69 millones, cifras

logradas gracias a su calidad y a la promocién que hace el pais a través de latriple
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diversificacion del comercio internacional: producto, destino y actores.
(ANECACADO, 2021).

Este cultivo favorece en la economia del Ecuador, posee alta demanda en
los mercados nacionales einternacionales. La exportacion es consideradala mayor
fuente de ingreso econdmico en el pais, puesto que brinda fuentes de trabajo a las
familias ecuatorianas en distintas areas, mejorando sus condiciones de vida (Artica
M, 2019).

El cacao es uno de los principales cultivos del pais, es uno de los que
presenta unaalta demanda tanto a nivel nacional como internacional. Este grano
es utilizando para la produccioén de chocolate, generando fuentes de trabajo tanto

en campo como en industrias (Anecacao, 2019).

A pesar de lo anterior planteado, en los ultimos afios, los problemas que se
presentan en el cultivohan idoen aumento, en gran parte, por laaparicion de plagas
y enfermedades que atacan con mas intensidad en campo. La demanda existente
ha buscado alternativas para el control de dichos patégenos de forma eficaz y sin
causar dafos al medio ambiente, como se presenta con el caso de los controles
biolégicos (Gutiérrez, 2019).

1.2.3 Descripcion taxondmica
Ramirez (2021) explica la siguiente clasificacién taxonémica:

Tabla N° 1. Taxonomia Theobroma cacao.

Reino Plantas (1 PLAK)

Filo Magnoliofita (IMAGP)
Clase Angiospermas (1ANGC)
Categoria Malvides (IMAVD)
Orden Malvales (IMAVO)
Familia Malvéaceas (IMAVF)
Subfamilia Byttnericideae (1BYTS)
Genero Teobroma (1THOG)
Especies Theobroma cacao (THOCA)

Fuente: EPPO, 2001. Elaborado por: Mendoza 2023

1.2.4 Requerimientos edafoclimaticos del cacao

Las condiciones ambientales existentes en el lugar donde se va a
implementar una plantacién de cacao infieren en el desarrollo de la planta, por

ende, en la produccion, razon por la cual deben ser Optimas las condiciones.
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Ademas, el clima regula el ciclo de floracion, brotacion y cosecha, siendo
recomendable para un excelente desarrollo de las plantas (Ministerio de Agricultura
del Peru, 2021).

1.2.4.1. Temperatura

La temperatura para un 6ptimo desarrollo fluctia entre 23 y 25°C; si la
temperatura es mas baja de 21°C menor es la floracion, mientras que a los 25°C
es cuantiosa. De igual manera la actividad radicular se ve afectada con
temperaturas menores a 15°C, asi como a los 30°C limitan la capacidad de
absorcion de agua y nutrientes o que disminuye la produccién (Quiroz y Agama,
2022).

1.2.4.2. Altitud

La altitud se relacionacon la temperatura, de tal manera que por cada 300
m. de altura la temperatura disminuye 2 °C por ende el rango Optimo para la
produccion es entre los 250 a 900 m.s.n.m., reuniendolazonaecuatorial favorables
condiciones climatolégicas, por lo que se puede producir hasta los 1400 m.s.n.m

(Instituto Nicaragtiense de Tecnologia Agropecuaria, 2019).
1.2.4.3. Precipitacion

Debe fluctuar entre 2500 mm al afio de forma distribuida, considerando que
esta planta es muy sensible tanto al encharcamiento como a la escasez de agua,
siendo esencial un adecuado manejo del suministro para que los procesos
metabdlicos se efectien y se obtenga un buen desarrollo. Como la lluvia es
variante en el afio, asi como difiere entre las regiones, es importante determinar el

manejo del cultivo mas conveniente (Rimache, 2019).
1.2.4.4. Viento

Golberg (2021) explica “Que se ha observado que el viento contribuye a
disminuirla temperatura foliar, produciendo un descenso del déficit de presion de
vapor en la capa limite de la hoja, y consecuentemente reduciendo la tasa

transpiratoria” (p.23).
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1.2.4.5. Humedad relativa

La humedad éptima para el cacao es del 80%, crece bien en zonas con
humedad relativa superior al 70%, sin embargo, los suelos con vientos fuertes
constantes no son aptos para el cultivo del cacao, por lo que se deben incluir

arboles y hojas aéreas (Avilay Campos, 2020).
1.2.4.6. Suelos

El cacao necesita suelos profundos, ricos en materia organica, topografia
regular y buen drenaje, que permitan un vasto desarrollo radicular; la textura
adecuada para este cultivo son suelos arcillosos hasta los franco-arenosos. Se
puede desarrollar en suelos con pH menores a 5,0 (acidos), inclusive superiores a
8,0 (alcalinos); siendo 6ptimo que el pH esté entre 6,0 y 7,0 (Tigre, 2020).

1.2.5Manejo agronémico del cacao

1.2.5.1. Primera etapa
1.2.5.1.1.Preparacion del suelo

Para el desarrollo de cacaotales es importante el suelo,debiéndose proteger
de los rayos solares directos ya que degradan velozmente la capa de humus
existente, siendo recomendable las sombras y mantenimiento de la hojarasca para
mantener la humedad, sobre todo en los meses de sequia. Ademas, esimportante

un buen drenaje para que no existan encharcamientos (Anacafé, 2019).
1.2.5.1.2.Propagacion vegetativa

El injerto de cacao debe realizarse en un arbol fuerte y sano, obtenido de
semillay cultivado en contenedores o en el campo. Es posible injertar en arboles
viejos si el injerto se realiza en brotes nuevos o después de cortar la plantaa una
alturade 30-50 cm (ABC Agro, 2019).

1.2.5.1.3.Propagacion por semilla

Actualmente, se recomienda plantar semillas certificadas para un buen
rendimiento del arbol y semillas resistentes a la humedad utilizando semillas

seleccionadas. Estos muestran un fuerte crecimiento de frutos y vigoroso de las
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plantas. Las semillas se producen manipulandofloresde clones seleccionadas para

congelarlas de forma controlada durante la fertilizacion (Bredi, 2021).
1.2.5.2. Segundaetapa

Las practicas de manejo que se deben desarrollar desde que el cultivoqueda

instalado hasta que inicia su produccion son:

e El combate de malezas, la cual depende de la intensidad de luz que exista en el
cacaotal, cultivo anteriory sustrato.

e El aporque se realiza con el fin de ayudar a un mejor anclaje de los arboles
después de dos afios de sembrada la planta.

e La fertilizacion varia de acuerdo con las condiciones de sueloy que a su vez

depende de la etapa fenolégica del cultivo.

Otra practica fundamental son las podas periodicas, las cuales permiten
modificar la conformacion del arbol y a su vez facilita el control de plagas y
enfermedades. Cuando esta practica no se realiza los arboles alcanzan un gran
desarrollo (10 - 20 m), con abundantes chuponesy ramas con crecimientos en

diferentes. Al iniciar esta etapa desaparece el cultivo de ciclo (Arciniegas, 2019).
1.2.5.3. Tercera etapa

Pinzon y Rojas (2022) afirman que “Las actividades propias del
sostenimiento y manejo del cultivo en produccién son las labores de poda, control
de plagas, enfermedades y malezas, fertilizacion y finalmente la cosecha y

beneficio del grano” (p.23).
1.2.5.4. Cuarta etapa

Dado que las plantaciones viejas de cacao declinan en su produccion,
requieren de una rehabilitacion para reponer en forma total todas las plantas de
cacao. Aunque el rendimiento de la plantacion esta influenciado por factores
intrinsecos de la planta, éstos pueden ser modificados por el ambiente; por lo tanto,
el propoésito es rejuvenecerlas e incrementar su productividad. Un programa de

rehabilitacién debe hacer énfasis en la correccion de todos los factores que afecten
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negativamente el rendimientoy es condicidon obligatoria bajarles altura a los arboles
y disminuir su copa (Palencia et al., 2019).

1.2.6 Enfermedades causadas por Phytophthora sp
1.2.6.1. Mazorca negra

En Ecuadorse haidentificado como agente causal ala especie Phytophthora
palmivora Butler. Sin embargo, a diferencia de la escoba de bruja o la monilla, no
se considera una enfermedad econémicamente importante porque suele ocurrirde
forma aleatoria y depende de las condiciones ambientalesy la susceptibilidad del
huésped. Por esta razon, la intensidad de la enfermedad no alcanzoé antes, y la
lluviay la temperatura de 18 - 20 °C son los factores mas importantes en el

desarrollo de la enfermedad (Aranzazu y Jaimes, 2020).

El ciclo de vida de Phytophthora sp. es rapido en ambientes humedosy dura
de 1 a 2 semanas. La enfermedad se presenta en todas las etapas del desarrollo
del fruto y afecta a todos los tejidos de la planta, provocando cancros en el cuello,
el tallo y las ramas. Las mazorcas infectadas producen esporangios que liberan
zoosporas que se dispersan con el viento o el agua. Las mazorcas y los restos de
tejido muerto que quedan en el suelo sirven como fuente de inoculo. Estos
patégenos pueden sobrevivir durante afios, completando su cicloy resistiendoa los
antibidticos y la competencia microbiana. Las zoosporas producidas en el suelo se
diseminan por el agua a través del salpique durante la lluvia o el riego (Alarcon et
al., 2021).

Los primeros sintomas se observan en las mazorcas unas 30 horas después
de la infeccién (entrada de Phytophthora), aparecen pequefias manchas acuosas
en la superficie del fruto, que oscurecen y tapan la mazorca. Entre tres y cinco dias
después de que aparecen los primeros sintomas, las mazorcas afectadas se
vuelven blandas y necroticas por dentro, oliendo a mariscos o pescado. En el
exterior, hay un micelio superficial blanco, poco compacto, que los recubre y
produce esporangios. Sila infeccion ocurre en mazorcas casi maduras, sus granos
pueden estar intactos (Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA),
2019).
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1.2.7 Hongos endéfitos

Son microorganismos que viven y crecen en los tejidos internos de las
plantas que no presentan sintomas de enfermedad. Diversos estudios han
demostrado que los HE cubren todos los grupos taxonémicos de plantas cuando
viven en diferentes ambientes. Por lo tanto, los hongos endéfitos constituyen una

parte importante de la diversidad de hongos en la Tierra (Garcia et al., 2022).

Existen algunos hongos que actian como patdgenos en algunas especies
de plantas y como endofitos en otras especies. A veces se presentan como
saprofitos y también como hongos patdgenos latentes y causan sintomas cuando

la planta se debilita 0 entra en la etapa de senescencia (Arnold, 2022).

La clasificacion actual de los HE, es en Clavicipitaceos y no Clavicipitaceos,
con base en su filogenia e historia de vida. Los de tipo Clavicipitaceos son
mutualistas que defienden asu hospedero del ataque de herbivorosy colonizan los
pastos y su transmision es vertical. Mientras que los no Clavicipitaceos, colonizan
las plantas no vasculares, helechos, coniferas y angiospermas; su transmision es
horizontal (Partida, 2021).

Los HE establecen una relacién simbidtica; se alimentan de los nutrientes
sintetizados por las plantas, y las plantas a su vez se benefician de los metabolitos
bioactivos que producen (alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides,
glucésidos,lignanos,lactonas, etc.) con unaamplia gama de actividades biolégicas
(antifingica, antibidtica e insecticida) (Chowdhary y Kaushik, 2015). De esta forma,
el desarrollo de la planta hospedera y los productos naturales contribuyen a la
proteccion contra la tolerancia al estrés, cambios de temperatura y salinidad, asi
como resistencia a enfermedades causadas por herbivoros, insectos, nematodos,

bacterias y hongos patégenos (Kaul et al., 2019).

Las asociaciones simbioticas de los hongos endofitos con sus hospederos
son variables desde mutualismo, parasitismo o saprofismo. Durante el mutualismo
y el parasitismo, existe una relacion simbiotica entre grupos de enddfitos y su
hospedero, durante el parasitismo puede ocasionar dafios en cualquier momento
de la simbiosis. Durante el saprofismo, ninguno de los socios que interactian salen
afectados y los beneficios dependen de ambos, de esta manera se da un equilibrio
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antagonico. El endofiismo se manifiesta de manera discreta, transitoria,
asintomatica dentro de la planta, con el establecimiento completo de los endéfitos

al interiorde los 6rganos y tejidos (Kusariy Spiteller,2019).
1.3 Fundamentacién legal

Constitucion de la Republica del Ecuador (2008)

Art.13.- Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y
permanente a alimentos sanos, suficientes y nutritivos; preferentemente
producidos a nivel local y en correspondencia con sus diversas identidades y
tradiciones culturales. El Estado ecuatoriano promovera la soberania alimentara
(p.13).

Art. 74.- Las personas, comunidades, pueblosy nacionalidadestendran derecho
a beneficiarse del ambiente y de las riquezas naturales que les permitan el buen
vivir. Los servicios ambientales no seran susceptibles de apropiacién; su
produccion, prestacion, uso y aprovechamiento seran regulados por el Estado
(p.52).

Art. 396.- El Estado adoptara las politicas y medidas oportunas que eviten los
impactos ambientales negativos, cuando exista certidumbre de dafo. En caso
de duda sobre el impacto ambiental de alguna accién u omision, aunque no
exista evidencia cientifica del dafio, el Estado adoptara medidas protectoras
eficaces y oportunas. La responsabilidad por dafios ambientales es objetiva.
Todo dafio al ambiente, ademas de las sanciones correspondientes, implicara
también la obligacion de restaurar integralmente los ecosistemas e indemnizar a
las personasy comunidades afectadas. Cada unode los actores de los procesos
de produccién,distribucion, comercializacién yuso de bieneso servicios asumira
la responsabilidad directa de prevenir cualquierimpacto ambiental, de mitigar y
reparar los dafios que ha causado, y de mantener un sistema de control
ambiental permanente. Las acciones legales para perseguir y sancionar por
dafios ambientales seran imprescriptibles (p.178).

Art. 401.- Se declara al Ecuador libre de cultivos y semillas transgénicas.
Excepcionalmente, y sb6lo en caso de interés nacional debidamente
fundamentado por la Presidencia de la Republicay aprobado por la Asamblea
Nacional, se podran introducir semillas y cultivos genéticamente modificados. El
Estado regulara bajo estrictas normas de bioseguridad, el usoy el desarrollo de
la biotecnologia moderna y sus productos, asi como su experimentacion, usoy
comercializacion. Se prohibe la aplicacion de biotecnologias riesgosas o
experimentales (p. 179).

Ley Organica De Sanidad Agropecuaria

Art. 4.- De los fines.- La presente Ley tiene las siguientes finalidades: a)
Garantizar el ejercicio de los derechos ciudadanos a la produccién permanente
de alimentos sanos, de calidad, inocuosy de alto valor nutritivo para alcanzarla
soberania alimentaria; b) Impulsar procesos de investigacion e innovacion
tecnoldgica en la produccion de alimentos de origen vegetal y animal que
cumplan lasnormas y desarrollo de estandares de bienestaranimal,que mejoren
el acceso a los mercados nacionales e internacionales; ¢) Fortalecer el vinculo
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entre la produccién agropecuariay el consumo local mediante la tecnificacion de
los procesos fito y zoosanitarios de control y aseguramiento de la calidad de los
productos agropecuarios; d) Garantizar que la cadena de produccién pecuaria
cumpla con los estandares de bienestar animal que se establezcan en el
reglamento de esta Ley y buenas practicas zoosanitarias.

Art. 5.- Derechos garantizados. - Esta Ley garantiza'y procura a las personas,
comunidades, pueblos, nacionalidadesy colectivos el ejercicio de los derechos
a la salud, a la alimentacién, a un ambiente sano, equilibrado ecolégicamente y
los derechos de la naturaleza de conformidad con la Constitucion y la Ley
(Agrocalidad, 2022).
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CAPITULO 2
ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1 Métodos

Método inductivo: Se pudo observar los resultados que se podrian alcanzar

con los objetivos e hipotesis establecidos.

Método deductivo: Se logré visualizar los casos particulares de la
investigacion; es decir, las variaciones que ocurrian en los procesos de laboratorio

y vivero del manejo de los hongos enddfitos y el patdégeno.

Método analitico: Se uso para conocer la relacidén entre los tratamientos y el
efecto sobre el fitopatdgeno en estudio.

2.2 Modalidad y Tipo de Investigacién

Se realiz6 de tipo experimental, con un enfoque investigativo de laboratorio
y vivero en la cual se describio el desarrollo del efecto de los hongos enddfitos
encontrados como alternativa de control de Phytophthora sp. en hojas del cultivo

de cacao (Theobroma cacao L.).

2.3 Variables
2.3.1Variable independiente.

Hongos endofitos en laboratorio para la inhibicion del fitopatdgeno
Phytophthora sp.
2.3.2 Variable dependiente

Variables por medir en laboratorio

Caracterizacién del hongo: Se realiz6 comparando las caracteristicas
morfoldgicas de la colonia (textura, tipo de micelio, color, tipo de hifas) y se
tomaron medidas de forma y tamafo de estructuras, las cuales se compararon
con claves taxondmicas de identificacién en un sistema de micro cultivo

utilizando un microscopio 6ptico Olympus a diferentes magnificaciones.
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Crecimiento micelial del hongo patégeno (mm): A los 6 dias se
realiz6 la medicion del crecimiento del micelio del hongo en la caja Petri con
medio AGAR AGAR POWDER en combinacién con medio V8 con reajuste de

ph con acido clorhidrico utilizando 10 ml por cada 100 ml de medio.

Crecimiento micelial de los hongos enddéfitos (mm): A los 6 dias se
realiz6 la medicion del crecimiento del micelio del hongo en la caja Petri con
medio PDA.

Porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC): A las 24, 48 y 72
horas, se midieron los radios de las colonias de los hongos endofitos con las
interacciones con el patbgeno dando la media obtenida de las muestras a las
72 horas y se establecio el PIC usando la siguiente férmula utilizada por
(Skidmore & Dickinson, 1976): PIC = [(crecimiento del testigo-crecimiento del
tratamiento) / crecimiento del testigo] x 100. Los datos obtenidos se analizaron

mediante prueba de Tukey.

Variables en vivero

Evaluacion de los hongos: En hojas sueltas del cacao se asperjo con los

microorganismos en estudio, se observo la reaccion del tejido y posteriormente se

verificé en campo.

Prueba de eficacia: 20 plantas de cacao de 4 meses de edad, 10 variedad

nacional y 10 CCN-51 se trataron con los endéfitosy el hongo Phytophthora sp.

Severidad de enfermedad: Se realizaron evaluaciones de lashojas alos 4

dias después de la inoculacion utilizando una escala de 0-5:

Tabla N°2. Escala de evaluacion segln el tamafio e intensidad de sintomas

Escala Sintomas
0 Ausencia de sintomas
1 Manchas necréticas muy pequefas
2 Mayor nimero y tamafio de manchas marrones o necroticas
3 Coalescencia de las manchas marrones dentro del tamafio de las lesiones de la gotade
indculo
4 Lesiones marrones uniformemente grandes
5 Lesiones marrones muy grandes, frecuentemente se expande fuera del area cubierta

porla gotade inoculacién.

Fuente: Nyasse, 1995. Elaborado por: Mendoza, 2023.
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2.3.3 Operacionalizacion de las variables

TIPO DE VARIABLE

DEFINICION
OPERACIONAL

DIMENSIONES

INDICADORES

TIPO DE MEDICION

INSTRUMENTOS DE
MEDICION

INDEPENDIENTE

Identificacion de
especies

DEPENDIENTE

Control de
fitopatégeno

Evaluacién en laboratorio
y vivero de los diferentes
hongos endofitos
seleccionados en la
inhibicién del fitopatégeno
Phytophthpra sp.

Identificar los hongos
endoéfitos de las
hojas del cacao

Crecimiento micelial

Cuantitativa

Mediante la observacion
microscdpica para
identificar su morfologia

Crecimiento micelial
del hongo en mm
Evaluacién de los
hongos endéfitos

Eficacia de
microrganismos

Porcentaje de
inhibicién del hongo

Presencia de dafos
en hojas

Presencia de sintomas
en hojas

Cuantitativa

Registros de laboratorio y
vivero

Escalas de severidad
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2.4 Poblacién y Muestra
2.4.1 Poblacién

La poblacion considerada para la realizacion del presente estudio estuvo
conformada por plantulas de cacao de variedades Nacional y CCN-51 en el cantén
El Empalme, provincia del Guayas, Ecuador.

2.4.2 Muestra

Para la investigacion en vivero con la prueba de patogenicidad, se usoé 80
hojas de cacao de 4 meses de edad; 40 de cacao nacional y las restantes de CCN-
51 escogiendo las hojas que presentaban mejor caracteristica y no evidenciaba

algun problema.
2.5 Técnicade Recoleccién de Datos

La técnica que se empled en esta investigacion es la observacion directa en
el laboratorio y vivero, con el uso de equipos y herramientas para la medicion de
las variables que permitan establecer la eficiencia de los hongos endofitos sobre el
patdgeno Phytophthora sp.

2.6 Estadistica Descriptiva e Inferencial.

Se analizaron los datos recolectados para verificarla normalidad de los datos
con la prueba de Shapiro-Wilks. Para establecer las diferencias estadisticas entre
las medias de los tratamientos se aplico la prueba de Kruskall Wallis, para la
comparacion de medias de resultados de los tratamientos, usando el Software
estadistico Infostat.

Manejo del ensayo en vivero

Se lo realiz6 con la extraccion de semillas de las mazorcas de cacao tanto
Nacional como CCN-51.

Preparacion de la semilla: Las mazorcas se seleccionaron en madurez
fisioldégica para obtener mejores semillas; se cortaron con machete, luego se realiz6
la limpieza del mucilago en cada semilla con aguay se secaron al sol para quitar

residuos de cada mazorca.
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Germinacién: Después de terminar el proceso de secado se procedio a
introducirlas a una profundidad aproximado de 1 cm de forma vertical en las fundas
de polietileno de 15 x 20 cm con contenido de sustrato de tierra negra y turba
equivalente altotal de 1.5 kg, estas se colocaron en condicionesde 50% de sombra

con humedadesy temperaturas Optimas para su germinacion.
Manejo del ensayo en laboratorio
Patégeno:

Toma de muestra: En campo se tom6 muestras del fitopatégeno en el cultivo

con sintomas correspondientes ala enfermedad.

Manipulacion de muestra: La muestra se trasladd al laboratorio, donde se

realiz6 su respectiva identificacion.

Caracterizacion del fitopatogeno: Se realiz6 mediante observacion de
microscopio y revision de literatura. Posteriormente se realizara el aislamiento en
caja Petri con sus respectivos repiques, constatando la presencia de fitopatogeno.
Se tomo en cuenta para la identificacion las caracteristicas del micelio, color de la
colonia, forma, tamafio y color de los conidios con observaciones microscépicas

realizando montajes en portaobjetos (Volcy, 2008).

Cultivo del fitopatdégeno: En cajas Petri con medio AGAR AGAR POWDERYy
medio V8, con un periodo de incubacién de 3 a 7 dias. Phytophthora sp. se aislo y

conservo en el medio establecido a 25°C.
Hongos endofitos:

Aislamiento de hongos endofitos: Se escogio hojas de las plantulasy se
lavaron con agua destilada, luego se cortaron la lamina foliar en fragmentos de 1
cm? de cada lado de la nervadura central, se desinfectaron de manera consecutiva
con etanol (70 % / 2 min), hipoclorito de sodio (0.5 % / 2 min) y enjuagados con

agua destilada estéril por 3 veces.

Purificacion de hongos enddfitos: Se secaron los fragmentos sobre papel

toalla estéril, se sembrardn en medio de cultivos PDA.
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Preservacion de hongos endéfitos: En cada caja de Petri se sembraron 4
fragmentos de hoja y se incubaron a 26°C en oscuridad. Se aislaron todas las

colonias con morfologia diferente durante 10 dias y se purificaron en PDA.

Identificacion morfoldgica: Se realiz6 mediante observacion de microscopio
y revision de literatura. Posteriormente; el aislamiento en caja Petri con sus
respectivos repiques, constatando la presencia del hongo enddfito. Se tomé en
cuenta para la identificacion las caracteristicas del micelio, color de la colonia,
forma, tamafioy color de los conidios con observaciones microscopicas realizando

montajes en portaobjetos
Ensayo de antagonismo y patogenicidad con el total de aislados
Antagonismo in vitro mediante cultivos duales

Inhibicion de crecimiento del patdgeno: Cada enddfito se enfrentd con el
patdgeno por latécnica de cultivos duales, las placas se incubaron en la oscuridad
a 26°C y se tomaradn medidas por 3 dias consecutivos del crecimiento micelial de
cada uno. Se repitié 3 veces para cada tratamiento teniendo en cuentala cantidad
de hongos enddfitos encontrados para la evaluacion; incluyendo el respectivo

control. Como control se sembrara el patégeno en la caja separada.
Patogenicidad en hojas de plantulas

Empleo de actividad: Las hojas se lavaron con agua destiladay se realizd 1
punto de inoculacion (heridas) en la nervadura central de la hoja. Después, se
asperjo cada cepa enddfita por cada tratamiento. Luego se inoculé cada hoja con
discos de 3,5 mm de diametro del patégeno sobre la herida ya realizada. Se realizo
10 réplicas por cada tratamiento. Las hojas fueron colocadas en bolsas plésticas
conteniendo papel filtro hiumedo para mantener 100% de humedad y se incubaron

a 26°C en oscuridad.
2.7 Disefo Experimental.

La investigacion se implement6 en condiciones controladas con un disefio

completamente al azar (DCA Factorial) para los experimentos en hojas de cacao,
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los experimentos serdn compuesto por 8 tratamientos y 10 repeticiones de cada

uno para un total de 80 unidades experimentales.
Tabla N°3. Esquema ANDEVA

Fuentes de Variacion Férmula Gr'ados de
Libertad
Factor A (Microorganismos benéficos) A-1 2
Factor B (Variedad de cacao) B-1 1
Interaccion Ax B (A-1) (B-1) 2
. (N-1) -(A-1) -(B-1)-
Error experimental 7
(A-1) (B-1) -(r-1)
Total N-1 79

Elaborado por: Mendoza, 2023

2.7.1 Tratamientos

Los tratamientos estan basados en el control de Phytophthora sp a base de

hongos enddfitos encontrados.

Tabla N°4. Tratamientos de ensayo como antagonista de microorganismos benéficos contra
Phytophthora sp. en caja Petri

N° Descripcion Repeticion
T1 Endofito (Trichodermasp.) 3
T2 Enddfito (Fusarium sp.) 3
T3 Endofito (Lasiodiplodia sp.) 3
T4 Control (patogeno aislado) 3

Elaborado por: Mendoza, 2023

Tabla N°5. Tratamientos de ensayo con microorganismos benéficos en hojas de cacao

N° Factor A Factor B Caodigo Repeticiones
T1 Trichoderma sp. Nacional AlB1 10
T2 Fusarium sp. Nacional A2 B1 10
T3 Lasiodiplodia sp. Nacional A3 B1 10
T4 Testigo (aguadestilada) Nacional A4 B1 10
T5 Trichoderma CCN-51 Al B2 10
T6 Fusarium sp. CCN-51 A2 B2 10
T7 Lasiodiplodia sp. CCN-51 A3 B2 10
T8 Testigo (aguadestilada) CCN-51 A4 B2 10

Elaborado por: Mendoza, 2023
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2.8 Cronograma de actividades

Actividades

Elaboracién del anteproyecto

Revisiones tutor y estadistica

Mayo

2023

Mayo

2023

Sustentacién y aprobacion del anteproyecto

Recoleccidon de muestras

Julio

2023
Agosto

2023
Septiembre

2023
Octubre

2023
Noviembre

2023

Enero

2024
Enero

2024

Experimento en Laboratorio

Experimento en vivero

Experimento en campo

Recoleccidn de datos

Andlisis de datos

Culminacién de tesis

Revisiones tutor y estadistica

Sustentacién de tesis

Elaborado por: Mendoza, 2023
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RESULTADOS

Andlisis del crecimiento micelial y caracteristicas morfoldégicas de
hongos endéfitos mediante crecimiento en caja Petri.

Crecimiento micelial del hongo (mm)

Las colonias de los hongos tanto el patbgeno como los endofitos
seleccionados fueron evaluadas alos 6 dias con el vernier, registrando los valores
del crecimiento del halo micelial correspondiente. Las medias del crecimiento

micelial estan indicadas en milimetros como se indica en latabla 6.

Tabla N°6. Crecimiento micelial de hongos (mm)

N° Descripcién Medias
T1 Enddfito 1 (Trichodermasp.) 55,58
T4 Control (Phytophthora sp.) 54,20
T2 Enddfito 2 (Fusarium sp.) 42,02
T3 Endofito 3 (Lasiodiplodia sp.) 40,20
Coef. Variacion % N/A

Promedios no difieren significativamente, segln la prueba de Kruskall Wallis al 5% de significancia
Elaborado por: Mendoza, 2023

No hay una diferencia significativa en el crecimiento micelial entre los
diferentestipos de hongosteniendoencuentaqueel T1, T2y T3 fueron preparados
en medio PDA a diferenciadel Patdbgeno T4 en medio V8, se observé que el T1
presento resultados similares al T4 con cubrimientototal de la caja Petri constituyen
a un desarrollo agil en sus respectivos medios, que comparados con el T2 y T3
registraron un crecimiento menor en el desarrollo in vitro. Esto sugiere que el
crecimiento no difiere entre estos tipos de hongos en las condicionesy muestras
evaluadas.

Caracteristicas morfolégicas

Para la obtencién de la cepa monospoérica del fitopatogeno (Ver Anexo 1),
Phytophthora palmivora morfolégicamente presenté unacoloniaen desarrollo radial
con aspecto algodonoso, de color blancoy grisaceo con cubrimientototal de la caja
Petri en el medio V8. Los esporangios presentaron una forma alargada esférica,
con un ligero parecido a una pera, presentan color translucido u oscuro. Las hifas

son septadas y una aparienciatorcida.
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Anexo N° 1. Cepa monosporica de Phytophthora palmivora aislada de mazorca de cacao.
a) Formay color de colonia. b) Hifas septadas. c)Esporangios. d) Clamidospora.
Elaborado por: Mendoza, 2023

Las observaciones realizadas en microscopio en los medios de cultivo PDA
obtenidosa partir de los hongos endofitos purificados de las hojas sanas mostraron
que las plantulas de cacao morfolégicamente presentan los siguientes:

Trichoderma sp. presentd una colonia en crecimiento radial rapido con
aspecto al inicio de color blanco después de unos dias se torné verde con
cubrimiento total de la caja Petri por su rapida esporulacion. Los conidiéforos se
presentaron de unaforma alargada ramificada, las fialides presentaron unaforma
alargada estrecha. Los conidios se presentaron en grandes cantidades con

tamafos pequefosyya maduros (Ver Anexo 2).

Anexo N° 2. Cepa monospdrica de Trichoderma sp. aislada de hojas de cacao.
a) Formay color de colonia. b) Conidioforos. c¢) Fidlides. d) Conidios.
Elaborado por: Mendoza, 2023

Fusarium sp. Presentd una colonia de color violeta con anillos radiales a
medida que crecia. Las clamidosporas se presentaron de una forma globosa de
forma intercalada, las macroconidias presentaron una forma curvada con varios

septos. Los microconidios se presentaron en grupos con tamafios pequefiosy
producidos en cadenas con aspecto a un rifién (Ver Anexo 3).
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Anexo N°3. Cepa monosporica de Fusarium sp. aislada de hojas de cacao.
a) Formay color de colonia. b) Clamidosporas. c)Macroconidias. d) Microconidias.
Elaborado por: Mendoza, 2023

Lasiodiplodia sp. (Ver Anexo 4) se caracterizé por un desarrollo micelial de
color blanco, tornandose cenizo oscuro, hasta volverse negro. Los picnidios
agrupados son de color negro Las hifas se mostraron septadas, formando
conidioforos cortos y simples, que a la postre generan conidios. Las conidias se
presentaron en estado maduro de forma septadas con estrias longitudinales de

color marrén oscuro.

Anexo N°4. Cepa monospoérica de Lasiodiplodia sp. aislada de hojas de cacao.
a) Formay color de colonia. b) Picnidios. c)Hifas septadas. d) Conidias.
Elaborado por: Mendoza, 2023

Evaluacion del nivel de antagonismo delas cepas de hongo endéfito contra
Phytophthorasp.

Se obtuvo ADN de alta calidad para el proceso de amplificacion,
visualizandose una banda de aproximadamente 600 pb correspondientes al
marcador ITS: ITS1/ITS4. La secuenciade la region ITS del hongo aislado de
Phytophthora sp. resulté en un 100% similar a la delhongo Phytophthora palmivora.
Por esta razén, el hongo de micelio estéril se clasifico en categoria de especie. La
secuenciase envio al GenBank y presentd el nUmero de acceso MG865559.1 (Ver
Anexo 5).
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MM CN H624

Anexo N°5. ldentificacién molecular Phytophthora palmivora mediante PCR por tamafio
de fragmento de Internal Transcribed Region (ITS).
Elaborado por: Mendoza, 2023
Las colonias de Phytophthora palmivora con los tratamientos enddfitos a
través del agar con medio V8 preparado fueron evaluadas a las 24, 48, 72 horas
mediante la técnica de cultivo dual de acuerdo con la prueba de inhibicién,
registrando los valores del crecimiento del halo micelial correspondiente al
fitopatégeno en estudio. Las medias del crecimiento micelial estan indicadas en

milimetros como se indicaen la tabla 7.

Tabla N°7. Prueba de antagonismo de hongos enddfitos de cacao contra patégeno
Phytophthora palmivora.

N© Descripcion 1Crecimiento (mm) % .de,
24 h 48 h 72 h inhibicion
T1 Endéfito (Trichodermasp.) 65,00a 53,33a 18,33 a 18,4
T2 Endofito (Fusariumsp.) 28,33b 1367c 533 b 33
T3 Endofito (Lasiodiplodiasp.) 37,00b 29,00b 21,67 a 21,5
Significancia MLMG *x ** *
Desvianza 0,3 0,24 0,26

** Diferencias altamente significativas
IMedias en cada columna con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Mendoza, 2023

Las caracteristicas morfolégicas del patégeno en los 3 tratamientos fueron
distintas. En el T1, el hongo enddfito presentd la mayor biomasa y crecimiento
algodonoso en comparacion con los otros dos tratamientos, ademas de tener un
crecimiento mucho mas acelerado. El T2, el hongo enddfito crecido mas lentamente
en comparacién con lo observado en el T3. Al cabo de las 72 horas en el medio V8,

P. palmivora se inhibié en un 18,4% el T1, mientras que el T3 la inhibicion en su
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crecimiento fue de un 21,5%. En el T2 la mayoria de las pruebas duales no se
inhibio el crecimiento de P. palmivora dando como inhibiciénun 3,3 %. La prueba
obtenida para P. palmivora en los medios jugo V8 mostrd diferencias altamente
significativasentre las pruebas duales (p>0,05). En el anexo 13 se pueden observar
las diferencias entre los microorganismosy el patdgeno, aunque no se evidenciaron
diferencias marcadas entre los tratamientos debido al jugo V8 siendo este un medio
con caracteristicas que agilizala esporulacion del patdgeno.

Determinacidon de la susceptibilidad del cacao Nacionaly CCN-51 mediante
inoculacion de hojas contra Phytophthora sp.

El tratamiento antagonistautilizado contra el patégeno se evalu6 la inhibicién
del crecimiento fungico mediante lesion a las 96 horas de inoculacion para
determinar la susceptibilidad del hongo P. palmivora y el grado de influencia para
el cultivo de las plantas en ensayo, teniendo en cuenta que las plantas en estudio
se encuentran en etapa vegetativa puede influir este patégeno tanto en etapa
reproductiva como productiva de la planta al interveniren la calidad de la fruta. Los

niveles de dafo causado por fitopatdgenos se muestran en la tabla 8.

Tabla N°8. Susceptibilidad de hojas de cacao con aplicacion de hongos endéfitos

1Crecimiento lesién (mm)
N® Factor A R aan 48 h 72 h 96 h
T1 Trichoderma sp. Nacional 08,00 cd 12,50 c 15,60 b 15,60 d
T2 Fusarium sp. Nacional 08,70 bcd 13,80 bc 19,20b 27,40 c
T3 Lasiodiplodia sp. Nacional 11,50 abc 17,80 ab 25,50 a 31,20 bc
T4 Testigo (agua destilada)  Nacional 12,66 ab 20,69 a 28,60 a 35,80 ab
T5 Trichoderma sp. CCN-51 06,80 d 10,30 ¢ 1590b 15,90d
T6 Fusarium sp. CCN-51 09,00 bcd 14,20 bc 19,70 b 28,00 c
T7 Lasiodiplodia sp. CCN-51 11,40 abc 17,80 ab 25,50 a 31,20 bc
T8 Testigo (agua destilada) CCN-51 13,08 a 20,19 a 27,80a 37,90 a

Significancia ANOVA Factor A: *x
Significancia ANOVA Factor B: ns
Significancia ANOVA Factor AB: *
Coef. Variacion %: N/A
** Diferencias altamente significativas. ns Diferencias no significativo. *Diferencias significativas
N/A coeficiente no disponible
IMedias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Mendoza, 2023

Al finalizarla aplicacion de los endéfitos por tratamiento luego de las 96 horas de
aplicacion mostraron lo siguiente: Los tratamientos T1 y T5 presentaron menor
grado de severidad en la infeccion de P. palmivora; de tal forma que es el

tratamiento con el mejor resultado para controlar la enfermedad, produciéndose el
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menor dafio en comparacion de los otros. En cuanto a los tratamientos T2, T3, T6
y T7, los resultados mostraron medias entre el 2 y el 4 en la escala de area foliar
afectada, con necrosis visibles tanto en el haz como en el envés de las hojas.
Finalmente, los tratamientos T4 y T8 alcanzaron el grado 5 en la escala, con un
area foliar afectada, presentando un aumento en el grosor y la longitud de la lesion
de necrosis. El tipo de hongo tiene un efecto significativo en el crecimiento
observado en los diferentes tiempos, mientras que la variedad del cultivo no
muestra un efecto significativo. Sin embargo, la interaccion entre el tipo de hongoy
la variabilidad del cultivo es significativa,indicando que el crecimiento de los hongos

depende de la combinacién especifica de estos dos factores.
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DISCUSION

En este estudio, se evalud la eficiencia de los hongos enddfitos contra
Phytophthora palmivoraen condiciones controladas; ademas se realiz6 pruebasde
susceptibilidad para establecer la inhibicion de la enfermedad. Las pruebas
establecieron los siguientes hechos:

De acuerdo con las observaciones empleadas en este el fitopatdbgeno P.
palmivora cultivado en cajas Petri con medio AGAR AGAR POWDER Yy jugo V8; las
caracteristicas mencionadas sobre el aspecto y coloracién del micelio son similares
a las encontradas por Arce (2019), estos cambios, desde un color blanquecino
hasta una apariencia algodonosa, estdn relacionados con la humedad y
temperatura en la que crece el hongo. Los conidios obtenidos de P. palmivora
fueron claros, alargados, cilindricos, ligeramente curvados, con apice y septos mas
delgados como describe Chavez (2016), los cuales también muestran variabilidad
en el tamafio de las hifasy la ramificacion debido a las condiciones ambientalesy
al origen del material vegetal.

Bajo condiciones in vitro, los tratamientos experimentales mostraron
variaciones significativas en las variables de crecimiento micelial al ser analizados
mediante pruebas estadisticas. Estas diferencias significativas indicaron que los
hongos enddfitos afectaron el desarrollo del fitopatdgeno. Se observd que los
tratamientos con enddfitos inhibieron el crecimiento del hongo, mientras que, en
ausencia de endofitos, el medio resultd adecuado para la formacion de colonias.
Esto concuerda con Mejia et al. (2021), quien sefiala que los hongos endofitos
contienen metabolitos secundarios con propiedades biologicas que actian como
defensa contra patdgenos. Por lo tanto, se acepta la hipétesis de que la aplicacion
de hongos enddfitos permitira controlar a P. palmivora.

Al analizarel nivel de dafio causado por P. palmivora en las plantasdespués
de los tratamientos, se evidenciaron diferencias en el experimento y en el impacto
del fitopatdgeno sobre las hojas estudiadas. Los datos obtenidos demuestran el
efecto positivo del tratamiento con hongos enddfitos en el control del patégeno, ya
gue no se observaron lesiones graves en las hojas de las plantas. Estos resultados
son consistentescon los estudios de Moya (2019) y Partida (2021), quienes afirman
que el uso de hongos enddéfitos como agentes de control bioldgico fortalece las

plantasy les proporciona proteccion durante un periodo mas prolongado.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Conlos datos obtenidos en el ensayo experimental realizado en vivero y laboratorio,
se concluyd lo siguiente:

Se encontré una diversidad de hongos endofitos foliares en las plantas de
cacao de las variedades muestreadas, de los cuales han sido reportados como
patdgenos.

En condiciones in vitro, las caracteristicas morfolégicas del hongo son
claramente visibles mediante cambios en el tamafio del micelio, influenciados por
variaciones de temperatura y los principios activos utilizados para su control.

Las cepas de Trichoderma sp. fueron lasmas destacadas, presentando altos
porcentajes de inhibicidén y micoparasitismo, siendo especialmente efectivas contra
Phytophthora palmivora.

Las especies con mayor capacidad de colonizacion fueron Trichoderma sp.,
Fusarium sp. y Lasiodiplodia sp. Estas especies son mas abundantes en el cacao
como enddfitos, lo que demuestra su capacidad para colonizar ripidamente las
hojas evaluadas.

Recomendaciones

Considerando los resultados de este estudio, se pueden hacer las siguientes
recomendaciones:

En ensayos futuros con las cepas de Trichoderma sp., se puede investigar
la obtencion de compuestos bioactivos uatiles para reducir las principales
enfermedades causadas por Phytophthora palmivora.

Es importante evaluar el micoparasitismo presentado por los hongos
endéfitosy los patégenos para comprender las diferentesinteraccionesdelas hifas,
como el enrollamiento o la penetracion.

También es esencial investigar como los metabolitos secundarios inhiben el
crecimiento de los patdgenos, ya que esto podria deberse a la inhibicion del
desarrollo de los conidios y el crecimiento de los tubos germinativos de los hongos
patbgenos.

Analizar el comportamiento de la enfermedad con la aplicacion de hongos

endofitos en comparacion con tratamientos convencionales.
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Es necesario confirmar con mas estudios la patogenicidad y el endofitismo

de los aislados endofitos seleccionados mediante ensayos en invernaderoy campo.
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Anexo N°6. Preparacién de vivero.
Elaborado por: Mendoza, 2023
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Anexo N°7. Preparacién de material vegetal y PDA.

a) Corte de lamina foliar en fragmentos. b) Desinfeccién de fragmentos.
c y d) Preparacion de medio PDA.

Elaborado por: Mendoza, 2023
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Anexo N° 8. Siembra de material vegetal en PDA.

a) Colocacion de hojas en caja Petri. b) Material foliar en cajas Petri.
¢) Muestras en incubadora.

Elaborado por: Mendoza, 2023

Anexo N° 9. Inoculaciéon de tejido infectado en mazorcas para posterior
purificacion.

a) Mazorcas con presencia de patdgeno. b) Humectacion de funda.

c¢) Colocacion de mazorcas inoculadas. d) Embolsamiento de mazorcas.
Elaborado por: Mendoza, 2023
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Anexo N° 10. Purificacion de hongos del tejido vegetal cultivado para
posterior identificacién.

Elaborado por: Mendoza, 2023

Anexo N° 11. Identificaciébn microscopica de hongos endéfitos aislados.
Elaborado por: Mendoza, 2023
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Anexo N° 12. Realizacién de prueba de cultivo dual patégeno vs endéfitos.
Elaborado por: Mendoza, 2023

Anexo N° 13. Aspersidon de hongos endéfitos en hojas de cacao.
Elaborado por: Mendoza, 2023
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Anexo N° 14. Colocacién de patégeno en hojas de cacao inoculadas con
endéfitos seleccionados.
Elaborado por: Mendoza, 2023
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APENDICES

Prueba de Eruskal Wallis

Variable Hongos H Medias D.E. HMedianas gl C H 5
Crecimiento Fusarium & 42,02 20,87 42,35 3 1,00 1,64 00,6504
Crecimiento Lasiodiplodia € 40,20 17,81 40,70
Crecimiento Phytophthora & 55,58 26,00 52,05
Crecimiento Trichoderma & 54,20 24,31 53,20

Apéndice N° 1. Andlisis de varianza no paramétrica de
Elaborado por: Mendoza, 2023

| crecimiento micelial

General

Familia Enlace Convergencia Ezcala
poisson log Blcan=zada 1,00
Medidas de ajuste del modelo

H AIC BIC logLik Deviance
27 357,189 361,07 -175,59 2le,15

ATC v BIC menores implica mejor

Pruebas de hipotesis secuenciales para los

efectos fijos

Df Deviance Eezid. DE Eezid. Dev Pr(>Chi)
HULL 26 352,359
Tratamientos 2 136,20 24 2le, 15 <0,0001
Efectos fijos

Ezstimate 5td. Error =z walue Pri{>|=z])
(Intercept) 2,76 0,08 32,87 «<0,0001
TratamientosLP 0,62 0,10 5,582 <0,0001
TratamientosTP 1,06 0,10 10,89 <0,0001

PIC - Medias ajustadas y errores estandares para Tratamientos
Inversa de la funcion de enlace con sfescto alesatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procesdimisnteo de corrseccicn de p-valorss: No

Tratamientos PredLin E.E. Media E.E.

TF 3,82 0,05 45,56 2,25 A

LFP 3,37 0,068 29,22 1,80 B

FF 2,76 0,08 15,78 1,32 C
Medias con una letra comin no son significativamente difersentes (p > 0.05)

Apéndice N° 2. Andlisis de varianza para el porcentaje
Elaborado por: Mendoza, 2023

de inhibicién del crecimiento.
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24 h

Variable N R?2 R? Aj CV
24 h 80 0,39 0,33 28,07

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 375,40 7 53,63 6,62 <0,0001
Factor A 366,81 3 122,27 15,09 <0,0001
Factor B 0,42 1 0,42 0,05 10,8205
Factor A*Factor B 8,16 3 2,72 0,34 0,7996
Error 583,50 72 8,10
Total 958, 90 79

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,36766
Error: 8,1042 gl: 72

Factor A Medias n E.E.

A4 12,87 20 0,64 A

A3 11,45 20 0,64 A

A2 8,85 20 0,064 B
Al 7,40 20 0,64 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,26896
Error: 8,1042 gl: 72

Factor B Medias n E.E.
Bl 10,22 40 0,45 A
B2 10,07 40 0,45 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,97444
Error: 8,1042 gl: 72

O o oo

Factor A Factor B Medias n E.E.

A4 B2 13,08 10 0,90 A

A4 B1 12,66 10 0,90 A B

A3 B1 11,50 10 0,90 A B C
A3 B2 11,40 10 0,90 A B C
A2 B2 9,00 10 0,90 B C
A2 B1 8,70 10 0,90 B C
Al B1 8,00 10 0,90 C
Al B2 6,80 10 0,90

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
48 h

Variable N R? R?2 Aj CV

48 h 80 0,51 0,46 22,90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 987,87 7 141,12 10,63 <0,0001
Factor A 961,62 3 320,54 24,15 <0,0001
Factor B 6,61 1 6,61 0,50 10,4825
Factor A*Factor B 19,64 3 6,55 0,49 0,0881
Error 955,54 72 13,27
Total 1943,41 79

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,02987
Error: 13,2714 gl: 72
Factor A Medias n E.E.




A4 20,44 20 0,81 A

A3 17,80 20 0,81 A
A2 14,00 20 0,81 B
Al 11,40 20 0,81 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,62387
Error: 13,2714 gl: 72

Factor B Medias n E.E.
Bl 16,20 40 0,58 A
B2 15,62 40 0,58 A

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,08603
Error: 13,2714 gl: 72

Factor A Factor B Medias n E.E.

A4 B1 20,69 10 1,15 A

A4 B2 20,19 10 1,15 A

A3 B1 17,80 10 1,15 A B

A3 B2 17,80 10 1,15 A B

A2 B2 14,20 10 1,15 B C
A2 B1 13,80 10 1,15 B C
Al B1 12,50 10 1,15 C
Al B2 10,30 10 1,15 C
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
72 h

Variable N R?2 R? A7 CV

72 h 80 0,66 0,63 16,65

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1925, 95 7 275,14 20,09 <0,0001
Factor A 1921,05 3 640, 35 46,76 <0,0001
Factor B 0,00 1 0,00 0,00 >0,9999
Factor A*Factor B 4,90 3 1,63 0,12 0,9485
Error 986,00 72 13,69
Total 2911, 95 79

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,07778
Error: 13,6944 gl: 72

Factor A Medias n E.E.

A4 28,20 20 0,83 A

A3 25,50 20 0,83 A

A2 19,45 20 0,83 B

Al 15,75 20 0,83 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,64955
Error: 13,6944 gl: 72

Factor B Medias n E.E.
Bl 22,23 40 0,59 A
B2 22,23 40 0,59 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,16646
Error: 13,6944 gl: 72



Factor A Factor B Medias n E.E.
A4 B1 28,60 10 1,17 A
A4 B2 27,80 10 1,17 A
A3 B1 25,50 10 1,17 A
A3 B2 25,50 10 1,17 A
A2 B2 19,70 10 1,17
A2 B1 19,20 10 1,17
Al B2 15,90 10 1,17
Al B1 15,60 10 1,17

W ww

B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

96 h
Variable N R? R?2 Aj CV
96 h 80 0,86 0,84 11,094

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4797,35 7 685, 34 61,88 <0,0001
Factor A 4773,05 3 1591,02 143,66 <0,0001
Factor B 11,25 1 11,25 1,02 0,3169
Factor A*Factor B 13,05 3 4,35 0,39 0,7586
Error 797,40 72 11,08
Total 5594,75 79
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,76782
Error: 11,0750 gl: 72
Factor A Medias n E.E.

A4 36,85 20 0,74 A

A3 31,20 20 0,74 B

A2 27,70 20 0,74 C

Al 15,75 20 0,74 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,48342

Error: 11,0750 gl: 72

Factor B Medias n E.E.

B2 28,25 40 0,53 A
Bl 27,50 40 0,53 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,64615

Error: 11,0750 gl: 72

Factor A Factor B Medias n E.E.

A4 B2 37,90 10 1,05 A

A4 Bl 35,80 10 1,05 A B

A3 B2 31,20 10 1,05 B C

A3 Bl 31,20 10 1,05 B C

A2 B2 28,00 10 1,05 C

A2 Bl 27,40 10 1,05 C

Al B2 15,90 10 1,05 D
Al Bl 15,60 10 1,05 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Apéndice N° 3. Andlisis de varianza de variables en estudio.
Elaborado por: Mendoza, 2023
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