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EVALUACIÓN DE TRICHODERMA HARZIANUM EN EL CONTROL DE 

PHYTOPHTHORA SP., CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD MAZORCA NEGRA EN 

CACAO, A NIVEL IN VITRO. 

Autor: George Renato Orellana Riofrio 

Tutor: Ing. Agr. Edison Jaramillo Mg. Sc. 

RESUMEN 

En Ecuador, el cacao es uno de los principales productos de comercialización, tanto, en 

demanda interna como externa, situándose en los primeros puestos de relevancia en producción 

del país. Es apetecido a nivel internacional, por sus grandes características organolépticas, tanto, 

en sabor como aroma, gracias a las condiciones edafoclimáticas únicas del país. Se cultivan en su 

gran mayoría el clon CCN-51, cuya característica principal es su alta producción y resistencia 

media a enfermedades. y la variedad Nacional, fino y de aroma. Las enfermedades fitopatógenas 

más importantes son la monilla (Moniliophthora roreri), la mazorca negra (Phytophthora 

palmivora) y la escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) La mazorca negra es una de las 

enfermedades más limitantes en el cultivo de cacao, ataca a la planta en general, introduciéndose 

por las raíces, hasta llegar al tallo y las hojas, generalmente se encuentra en suelos encharcados y 

con pobre drenaje, donde la humedad se mantiene constante, también produce aborto y 

secamiento de frutos, el órgano más afectado es el fruto, ya que, durante la infección en la 

mazorca se produce manchas necróticas en la corteza, dejando también la almendra blanca y 

vana, causando así, una baja en la calidad de sus granos, disminuyendo su valor comercial y el 

rendimiento productivo. En la actualidad, se ha incrementado el uso de microorganismos 

benéficos como agentes antagonistas para el control de enfermedades fúngicas. Trichoderma es 
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un fungicida biológico, que compite con los hongos causantes de las enfermedades radiculares, 

con el objetivo de colonizar el suelo, y a su vez es parasitario de hongos fitopatógenos 

impidiendo su crecimiento. El presente trabajo se realizó en el laboratorio de Sanidad Vegetal – 

Ambiente 2, ubicado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias – Universidad Técnica de 

Machala y consistió en aplicar distintos tratamientos a base de (Trichoderma harzianum) para 

evaluar el control del crecimiento micelial sobre (Phytophthora sp.) a nivel de cultivo in vitro. 

Para esta investigación fueron ocho los tratamientos empleados, con cinco repeticiones cada uno, 

de los cuales los cuatro primeros consistieron en mezclar (Trichoderma harzianum) con el medio 

de cultivo antes del plaqueo, para que al solidificarse actúe como alimento envenenado, 

inoculando el patógeno sobre el mismo, se manejaron cuatro diferentes dosis; 1g/L, 2g/L, 3g/L, 

4g/L respectivamente. En el quinto tratamiento se utilizó la técnica de metabolitos volátiles, en el 

cual se colocan cepas del antagonista y fitopatógeno en el centro de la base y tapa de la caja petri 

y en el sexto tratamiento por cultivo dual (enfrentamiento) se colocan cepas del antagonista y el 

fitopatógeno en extremos opuestos, al borde de la caja petri. Los dos últimos tratamientos 

actuaron como testigos, siendo el séptimo el cultivo de (Phytophthora sp.) y el octavo 

(Trichoderma harzainum), en los que se identificó el crecimiento micelial sin competencia, para 

compararlo con los demás tratamientos. El tratamiento que dio mejores resultados, fue el de 

metabolitos volátiles, seguido del tratamiento por cultivo dual, ya que estos lograron inhibir por 

completo el crecimiento micelial del fitopatógeno a los 8 días de su aplicación. Al preparar el 

tratamiento por alimento envenenado, se calentó el medio de cultivo hasta el punto de ebullición 

en microondas, después se dejó enfriar por un tiempo promedio de cinco minutos antes de 

agregar las cepas de Trichoderma para mezclarlo con el medio de cultivo, por lo cual no logro 

inhibir el fitopatógeno, ya que, al someterse a altas temperaturas se ocasiona inestabilidad en la 
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estructura del hongo, disminuyendo su probabilidad de sobrevivir. En vista de los resultados 

favorables obtenidos al realizar esta investigación, surge la necesidad de emplear estas 

metodologías a nivel de campo, ampliando así, el rango de usos de (Trichoderma harzianum.) en 

el control del crecimiento micelial de enfermedades fitopatógenas, elevando el sistema de 

resistencia inmune de la planta, lo que ayudaría a incrementar el rendimiento productivo del 

cultivo de cacao. 

 

Palabras clave: antagónico, micelial, fitopatógeno, trichoderma, phytophthora. 
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EVALUATION OF TRICHODERMA HARZIANUM IN THE CONTROL OF 

PHYTOPHTHORA SP. CAUSING BLACK POD DISEASE IN COCOA, AT IN VITRO 

LEVEL. 

Author: George Renato Orellana Riofrio 

Tutor: Ing. Agr. Edison Jaramillo Mg. Sc. 

ABSTRACT 

In Ecuador, cocoa is one of the main commercialization products, both in internal and 

external demand, being one of the most important production products in the country. It is sought 

after internationally for its great organoleptic characteristics, both in flavor and aroma, thanks to 

the unique soil and climatic conditions of the country. The CCN-51 clone, whose main 

characteristic is its high production and medium resistance to diseases, and the Nacional variety, 

fine and aromatic, are the most widely cultivated. The most important phytopathogenic diseases 

are monilla (Moniliophthora roreri), black pod (Phytophthora palmivora) and witches' broom 

(Moniliophthora perniciosa). Black pod is one of the most limiting diseases in cocoa cultivation, 

attacking the plant in general, introduced through the roots, until reaching the stem and leaves, 

usually found in waterlogged soils with poor drainage, The most affected organ is the fruit, since, 

during the infection in the cob, necrotic spots are produced on the rind, leaving also the kernel 

white and vain, thus causing a decrease in the quality of the beans, reducing their commercial 

value and productive yield. Nowadays, the use of beneficial microorganisms as antagonistic 

agents for the control of fungal diseases has increased. Trichoderma is a biological fungicide, 

which competes with fungi causing root diseases, with the aim of colonizing the soil, and at the 

same time is parasitic on phytopathogenic fungi, preventing their growth. The present work was 
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carried out in the laboratory of Plant Health - Environment 2, located in the Faculty of 

Agricultural Sciences - Technical University of Machala and consisted of applying different 

treatments based on (Trichoderma harzianum) to evaluate the control of mycelial growth on 

(Phytophthora sp.) at the level of in vitro culture. For this investigation there were eight 

treatments used, with five repetitions each one, of which the first four consisted of mixing 

(Trichoderma harzianum) with the culture medium before plating, so that when solidifying it 

acts as poisoned food, inoculating the pathogen on it, four different doses were used; 1g/L, 2g/L, 

3g/L, 4g/L respectively. In the fifth treatment, the technique of volatile metabolites was used, in 

which strains of the antagonist and phytopathogen were placed in the center of the base and lid 

of the petri dish and in the sixth treatment by dual culture (confrontation), strains of the 

antagonist and the phytopathogen were placed at opposite ends, at the edge of the petri dish. The 

last two treatments acted as controls, being the seventh the culture of (Phytophthora sp.) and the 

eighth (Trichoderma harzainum), in which the mycelial growth was identified without 

competition, to compare it with the other treatments. The treatment that gave the best results was 

that of volatile metabolites, followed by the dual culture treatment, since these were able to 

completely inhibit the mycelial growth of the phytopathogen 8 days after its application. When 

preparing the treatment by poisoned food, the culture medium was heated to boiling point in 

microwaves, then it was left to cool for an average time of five minutes before adding the 

Trichoderma strains to mix it with the culture medium, for which reason it did not manage to 

inhibit the phytopathogen, since, when submitted to high temperatures, instability is caused in 

the structure of the fungus, diminishing its probability of survival. In view of the favorable 

results obtained in this research, the need arises to use these methodologies at field level, thus 

expanding the range of uses of (Trichoderma harzianum.) in the control of mycelial growth of 
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phytopathogenic diseases, raising the immune resistance system of the plant, which would help 

to increase the productive yield of the cocoa crop. 

 

Keywords: antagonist, mycelial, mycelial, phytopathogenic, trichoderma, phytophthora. 
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Introducción 

En el mundo, el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los principales 

productos de comercialización, generando grandes divisas, siendo de considerable ayuda para el 

desarrollo social, cultural y económico de los pueblos donde se cultiva. En Ecuador, el negocio 

del cacao se desarrolló desde la década de 1600, donde la recolección y explotación se establecía 

como uno de los rubros significativos de la antigua provincia de Guayaquil. El primer boom 

cacaotero se dio entre 1770 y 1842, época donde fue catalogado como la “pepa de oro” 

(Chiriboga, 2013). En la actualidad el país con más del 70% del volumen total lidera la 

producción mundial del cacao fino y de aroma. 

La producción se da predominantemente en la región Litoral, en las provincias de 

Manabí, Los Ríos, Guayas, Esmeraldas, El Oro y Santo Domingo de los Tsáchilas, en la región 

Sierra en los territorios de Cotopaxi, Bolívar, Cañar, y en la región Amazónica en las zonas de 

Orellana, Napo y Zamora Chinchipe (López, 2017). En 2021 se vendieron 360.714 toneladas, 

según Francisco Miranda, dirigente de ANECACAO, donde acoto que la producción de cacao 

rompió un récord al llegar a las 375.000 toneladas. Sin embargo, unas 15.000 no se 

comercializaron por la falta de contenedores en el planeta. 

Los fitopatógenos son una de las principales enfermedades que atacan al cultivo de cacao, 

ocasionando considerables perdidas en la producción a nivel nacional, constituyéndose como un 

grave problema fitosanitario y económico, entre las principales enfermedades tenemos la escoba 

de bruja (Moniliophthora perniciosa), la moniliasis (Moniliophthora roreri) y la mazorca negra 

(Phytophthora sp.), siendo esta ultima el tema de interés de esta investigación. La enfermedad de 

la mazorca negra es causada por pseudo hongo del género Phytophthora sp., que atacan a los 
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tejidos jóvenes de las plantas como ocasionando una coloración marrón claro en las hojas 

nuevas, brotes, cojinetes florales, es responsable también del cáncer del tronco y raíces, pero el 

principal daño lo ocasiona en los frutos, dejando manchas de color marrón oscuro en la mazorca 

que la recubren por completo, atacándolas en cualquier etapa de su desarrollo.  

Esta enfermedad causa la pérdida del 10 % de la producción mundial de cacao (Ramírez, 

2016). En el Ecuador se tiene registro de que Phytophthora sp. causa serios problemas en la 

producción, con porcentajes desde el 16 % al 80 % de afectación, datos que varían de acuerdo a 

las zonas donde se encuentran y al manejo preventivo (Arciniega, 2017). En los tiempos 

actuales, aplicar fungicidas sintéticos, es el método de control más usado y su efectividad está 

ligada al método de aplicación, modo de acción, dosis y época del año. Para reducir la incidencia 

del fitopatógeno se han aplicado compuestos de cobre, metalaxil y fosfonatos, solos o 

combinados con intervalos de tres y cuatro semanas, reduciendo la infestación de esta plaga. Sin 

embargo, teniendo en cuenta que, estos fungicidas comerciales son contaminantes del medio 

ambiente y tienen altos costos, proporcionan una relación costo beneficio que no siempre resulta 

adecuada para el productor. 

En vista a la necesidad de proveer cultivos sanos, sin residuos agroquímicos que afecten 

la salud humana a largo plazo, en tiempos actuales se ha venido implementado usar 

microorganismos benéficos del suelo, que favorezcan el crecimiento de los cultivos, evitando 

infectar el tejido vegetal por fitopatógenos. Los hongos antagonistas del género Trichoderma, 

actúan contra una enorme diversidad de fitopatógenos, empleando diferentes mecanismos de 

colonización, destacándose entre ellos la competencia por el espacio y los nutrientes, el 

micoparasitismo, la producción de compuestos inhibidores, la inactivación de enzimas del agente 

patógeno y la inducción de resistencia (Harman et al. 2004). 
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Se ha evidenciado que Trichoderma sp. inhibe la propagación de Phytophthora sp., tanto 

en condiciones in vitro como in vivo, con resultados similares a los obtenidos con la aplicación 

de fungicidas (Hernández-Rodríguezc et al. 2014). Por tal razón, este trabajo evaluara distintos 

tratamientos de Trichoderma harzianum, con el fin de inhibir el desarrollo de Phytophthora sp., 

causante de la mazorca negra en cacao, planteando los objetivos descritos a continuación.    

Objetivo General 

Evaluar diferentes tratamientos de Trichoderma harzianum para el control del 

crecimiento micelial de Phytophthora sp., a nivel in vitro. 

Objetivo Específico 

Determinar el mejor tratamiento de Trichoderma harzianum a nivel in vitro mediante la 

técnica de alimento envenenado. 

Determinar el mejor tratamiento de Trichoderma harzianum a nivel in vitro mediante la 

técnica de metabolitos volátiles. 

Determinar el mejor tratamiento de Trichoderma harzianum a nivel in vitro mediante la 

técnica de cultivo dual. 
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Marco Teórico 

Origen del cacao. 

Mediante un trabajo conjunto entre el Instituto Nacional de Patrimonio Cultural (Inpc) y 

el Instituto de Investigaciones Científicas para el Desarrollo (IRD, de Francia), se completó un 

plan de reconocimiento en el sitio Santa Ana-La Florida, Palanda, Zamora Chinchipe, en el que 

se descubrió una antigua cultura arqueológica denominada Mayo Chinchipe, donde se 

encontraron pruebas de domesticación y uso del cacao para alimentación, directamente de 

desechos naturales adheridos a una pieza de cerámica, aquí se encontraron gránulos de almidón 

de cacao, lo que dio una edad ajustada entre 5500 a 5350 años previos al presente, mostrando 

una antigüedad significativa. También se utilizó en bebidas, ya que había partículas de almidón 

de cacao en recipientes de cuello muy apretado, en forma de botella (Lanaud et al.  2016). Estos 

hallazgos son la evidencia más antigua y primer ejemplo arqueológico irrefutable del uso del 

cacao en América del Sur (Zarrillo et al. 2018) 

Taxonomía. 

(Cabuya, 2018), nos detalla la siguiente clasificación taxonómica. 

Reino: Plantae 

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Malvales 

Familia: Malvaceae 

Género: Theobroma 
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Especie: Theobroma cacao L  

Morfología.  

A continuación, se describen las características morfológicas del cultivo de cacao. 

Sistema radicular. 

Superficialmente tiene múltiples raíces superficiales bien distribuidas, a una profundidad 

promedio de 15 cm a ras de suelo y una raíz pivotante capaz de profundizar más de 2 m, 

permitiendo la fácil absorción de nutrientes (Montes, 2016). 

Hojas. 

Son perennes, se colocan alternadas a ambos lados de la rama, son de forma circular u 

ovalada, miden de 20 a 35 cm de largo por 4 hasta 15 cm de ancho, de punta larga, algo gruesa, 

borde liso, tono verde tenue arriba y más pálido debajo, adherida al pecíolo (Montes, 2016). 

Tronco.  

De crecimiento dimórfico, con brotes ortotrópicos. Ramas plagiotrópicas o en abanico 

(CONABIO, 1992). 

Flores.  

Son pentámeras, pequeñas y se producen en racimos sobre el cojinete floral, mayor a un 

año en el tronco y en las ramas, donde antes estaban dispuestas las hojas. (ANECAFE, 2004). La 

fecundación del cacao es estrictamente entomófila, por lo que la floración comienza su ciclo 

inicial con la ruptura progresiva del botón floral en horas de la tarde y en las primeras horas del 

día siguiente la flor está totalmente abierta, es ahí, donde las anteras cargadas de polen se abren y 

son viables aproximadamente durante 48 horas para su fecundación, donde actúan los principales 

especialistas en polinización, mosquitos del género Forcipomya (Zambrano, 2013). 
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Fruto.  

Es una drupa, generalmente conocida como mazorca. Tanto el tamaño como su estructura 

difieren ampliamente dependiendo de sus cualidades hereditarias, el clima donde se desarrolla y 

crece, por sus formas están clasificados en: Amelonado, Calabacillo, Angoleta y Cundeamor 

cambiando según el tipo y especie (Zambrano, 2013). 

Semillas.  

Son del tamaño de una almendra, de color chocolate o púrpura, de 2 a 3 cm de longitud y 

de sabor amargo, sin albumen y recubiertas por mucilago del color blanco, dulce y acido. Son 

ricas en almidón, proteínas y grasas, lo que les confiere un alto valor nutricional (CONABIO, 

1992). 

Condiciones edafoclimáticas. 

(González, 2018), describe las siguientes condiciones edafoclimáticas para el cultivo de 

cacao. 

Altitud: Óptima (900 msnm) - máximo y mínimo (1200 - 0 m.s.n.m.). 

Temperatura: Óptima (24° C) - máximo y mínimo (30 - 20° C). 

Humedad relativa: Óptimo (80%) - máximo y mínimo (85 - 77%). 

Ph del suelo: Óptimo (6,2°) - máximo y mínimo (6.5 - 5.5°). 

Textura del suelo: Franco, Franco-Arcillosa, Franco-Limosa, Franco-Arcillo-Limosa. 

Fotoperiodo: 11.5 h/día (sombra). 

Precipitación: Óptima 2500 mm (bien distribuidos) - máximo y mínimo (2.500 - 1.500 mm). 

Topografía: 15° o 25% de pendiente máximo. 
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Para adaptarse adecuadamente requiere un clima tropical, suelo profundo, bien drenado, 

libre de acumulación de hierro, rico en materia orgánica y con elevado contenido nutricional 

(González, 2018). 

Variedades de cacao. 

Las variedades más conocidas de cacao son las siguientes: 

Criollo. 

Generalmente son árboles pequeños y menos robustos en contraste con las diferentes 

variedades, de copa redonda con hojas pequeñas, ovaladas, de color verde claro y gruesas. Los 

granos son de color blanco marfil.  Este tipo de cacao se identifica por tener mazorcas largas, de 

coloración verde y rojizo en estado de inmadurez, volviéndose amarillas y anaranjadas al 

madurar. El chocolate obtenido de este cacao es apreciado por su sabor a nuez y a fruta, siendo 

es uno de los cacaos más finos (INIAP, 2009). 

Figura 1. Cacao criollo. 

 

Fuente: (INIAP, 2009). 
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Forastero. 

Se encuentran distribuidos en la cuenca del río Amazonas y sus afluentes. Las mazorcas 

son verdes en estado de inmadurez y amarillas cuando son maduras, con una distintiva forma de 

cuello de botella en la base del peciolo. Las semillas son aplanadas, pequeñas con cotiledones 

morados. Proporcionan el 80% de la producción mundial (INIAP, 2009). 

Figura 2. Cacao forastero. 

 

Fuente: (INIAP, 2009). 

Trinitario. 

Tiene su origen en la hibridación del cacao criollo y forastero, fueron seleccionados en la 

isla de Trinidad y de ahí su nombre. Tienen un sabor de medio a alto, típicamente afrutado y a 

nuez. Suministran entre el 10 y el 15% de la producción mundial. Además, es desarrollada 

ampliamente en América (INIAP, 2009). 
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Figura 3. Cacao trinitario. 

 

Fuente: (INIAP, 2009). 

Nacional.  

Actualmente son pocas las plantaciones con cacao nacional puro, predominan fincas que 

surgen debido al cruzamiento natural entre el nacional por trinitario, conocido como el complejo 

cacao nacional trinitario. Las mazorcas son amelonadas, sin embargo, con estrangulaciones en la 

base y en el ápice de la misma, con surcos y lomos poco profundas. El tono de la almendra es de 

color violeta pálido o lila, aunque a veces se aprecian semillas blancas. De este tipo de cacao se 

obtiene probablemente el mejor chocolate del planeta, por su sabor y aroma floral, frutal y otros 

sabores.  
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Figura 4. Cacao nacional. 

 

Fuente: (INIAP, 2009). 

Clones. 

Son hibridaciones que ordinariamente suelen estar relacionados con letras y números de 

su investigación, como en el caso de CCN-51 (Colección Castro Naranjo – Clon #51), material 

que actualmente cubre parte de las fincas en el Amazonas y en mayor medida propiedades en la 

región Costa. Sus mazorcas son de color rojizo-morado en estado de inmadurez y de color rojizo, 

naranja y amarillo cuando maduran. Tienen un sabor de medio a bajo, pero su potencial radica en 

la gran producción que estas brindan, Además, se utilizan para la creación de la manteca de 

cacao, para usos de cosméticos, medicinales y de confitería. (INIAP, 2009). 
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Figura 5. Clon CCN-51. 

 

 Fuente: (INIAP, 2009). 

Producción. 

El continente africano con un 73,3%, lidera la producción mundial, seguida de América, 

con un 16,7%, y Asia y Oceanía, con un 10%. Ecuador es uno de los principales productores de 

cacao en grano, ocupando el tercer lugar en el mundo, con un 7% de la producción mundial 

absoluta, según la ICCO (ANECACAO, 2019). 
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Figura 6. Distribución mundial del cultivo de cacao. 

 

Fuente: http://www.observatoriodelcacao.com/origen/. 

Tabla 1. Principales países productores de cacao en el 2019. 

Países Producción 

Costa de Marfil 1,423,021.23 

Ghana 632,708.77 

Indonesia 615,341.88 

Nigeria 350,054,27 

Brasil 234,921.81 

Camerún 193,267.12 

Ecuador 122,891.88 

Fuente: (FAOSTAT, 2019). 
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En el país, la producción está representado aproximadamente en un 70% por los 

pequeños productores, seguidos de un 20% por los medianos y un 10% para los grandes 

productores (ANECACAO, 2019). 

Figura 7. Principales destinos de exportación de cacao en el 2020. 

 

Fuente: (ANECACAO, 2020). 

Mazorca negra (Phytophthora sp.). 

La mazorca negra es una enfermedad es ocasionada por microorganismos del género 

Phytophthora, en donde Phytophthora palmivora es el más usual en Centro América (Procacaho, 

2017).  Produce pérdidas anuales superiores al 30 % y según de las características 

edafoclimáticas pueden alcanzar un 60 % (Hanada, 2020), siendo más contundentes en la época 

invernal, extendiéndose en el suelo infectando a distintas partes del árbol de cacao, entre ella las 

mazorcas más cercanas al suelo. (Hernández, 2014) El género Phytophthora incluyendo a la 

especie palmivora es hemibiótrofo, lo que significa que en el inicio del proceso infeccioso se 

alimenta de las células vivas del hospedero y continúan alimentándose del hospedero después de 

muerto (Thines, 2013). 
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Taxonomía.  

Las especies de Phytophthora sp. que causan la mazorca negra en cacao se encuentran 

emparentadas de este modo: (Bolaños et al. 2017). 

Reino: Chromista 

División: Oomycota 

Subdivisión: Mastigomicotina 

Clase: Phycomycetes 

Subclase: Oomycetes 

Orden: Peronosporales 

Familia: Pythiaceae 

Género: Phytophthora  

Fuente: (Bolaños et al. 2017) 

Morfología. 

Las especies que afectan al cultivo comercial se diferencian en su morfología, 

característica que facilita realizar su diferenciación. Phytophthora sp. presenta hifas 

completamente uniformes, pocas veces sobrepasan los 5 μm de diámetro, a menudo, produce 

clamidiosporas con diámetro entre 30 - 35 μm en abundancia y en las primeras fases de 

desarrollo. Las características distintivas de genero Phytophthora, asociado al reino Chromista, 

se denota en la morfología de las crestas mitocondriales (tubulares, similar de las plantas); la 

bioquímica de las paredes celulares, se forman de β-1,3 y β-1,6 glucanos y no de quitina (el 

polímero de N-acetil glucosamina, encontrado en las paredes de los hongos contemporáneos); la 
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lisina se sintetiza por la vía del ácido diaminopimélico (misma vía de las plantas); presencia de 

flagelos en las zoosporas y gametos masculinos, los núcleos de las células vegetativas son 

típicamente diploides (Massola & Krugner, 2011). 

Se caracteriza por la presencia de micelios que están compuestos de filamentos hialinos 

ramificados y cenocíticos, que al pasar el tiempo carecen de protoplasma y aparecen septas, en 

ciertos casos el micelio puede esponjar y mostrar nudos, los que se ramifican y a veces se 

aprietan en su base. (Guest, 2000) El micelio es capaz de sobrevivir de forma saprófita sobre 

materia orgánica del suelo, pero si el contenido de esta es escaso, su movimiento por el suelo es 

escaso (Hernández et al. 2005). 

Sintomatología. 

Las distintas especies de Phytophthora sp., ocasionan la mazorca negra en el cultivo de 

cacao, demostrando similitud en los síntomas, pero con diferencias en el nivel de agresividad y 

propagación. (Bailey & Meinhardt, 2016). Se encuentra adaptada a climas húmedos, por lo que 

en época de lluvias prolifera la infección, ya que prefiere alta humedad relativa y baja 

temperatura. Uno de los principales indicios observados en el campo es la presencia de pequeñas 

manchas de color negro en la superficie de la mazorca, perceptibles alrededor de 30 horas 

después de la inoculación al fruto en cualquiera de sus fases de crecimiento (Chávez, 2020). 

Figura 8. Síntomas de infección por Phytophthora sp. en mazorcas y tallo.  

 

Fuente: (Puig et al. 2021). 
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Agresividad y patogenicidad.  

Se estudio cepas de Phytophthora recolectadas de varias regiones productoras de cacao, 

determino que ciertos aislamientos de Phytophthora sp. eran más agresivos, virulentos y 

producían muchas zoosporas y clamidosporas que P. megakarya inoculados en cacao. 

(Kudjordjie, 2015). Se realizaron pruebas de patogenicidad y fuerza en diferentes clones de 

cacao (CCN51, FB206, PS1319, VB1151 y MP01-104). Mediante pruebas filogenéticas se 

hallaron dos especies que contagian al cacao, P. palmivora y Phytophthora sp. De entre las 

cuales se determinó que P. palmivora mostro más contundente mientras que Phytophthora sp, 

mostró en contraste un comportamiento más variado (Decloquement, 2018). 

Reproducción y ciclo de vida del patógeno. 

Phytophthora sp. tiene reproducción asexual y sexual, produciendo cuatro clases de 

esporas diferentes que pueden causar infección directa o indirectamente: esporangios, zoosporas, 

clamidosporas (resultado de la reproducción asexual) y oosporas (resultado de la reproducción 

sexual) (CORPOICA, 2015). 

Figura 9. Ciclo de vida de Phytophthora sp. 

 

Fuente: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/56/Phytophthora_life_cycle.png. 
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El gran parecido de las enfermedades, hace difícil su identificación a nivel patológico por 

las diversas especies existentes, el monitoreo y manejo del patógeno es esencial para su 

identificación correcta (Dos Santos et al. 2016). La técnica de PCR, ha permitido su 

identificación a nivel de especies por aplicación de cebadores específicos para definir (género y 

especie) por secuenciación al ADN/ARN (Ali et al.2016). 

Figura 10. Estructuras de reproducción asexual de Phytophthora sp. a. Esporangio; b. Liberación 

de las zoosporas por el esporangio; c. Detalle de las zoosporas, presencia de los dos flagelos. 

 

Fuente: (CORPOICA, 2015). 
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Figura 11. Estructuras de supervivencia de Phytophthora sp. a. Clamidospora, reproducción 

asexual; b. Oospora, reproducción sexual. 

 

Fuente: (CORPOICA, 2015). 

• Dos días después de haber sido trasladada por el viento, agua o insectos es inoculada en la 

superficie de la mazorca, en forma de manchas necróticas. 

• Al tercer día de la aparición de las manchas necróticas, comienza a maximizar su tamaño y 

toman una coloración café. 

• Tres días posteriores al crecimiento de la mancha, comienza el desarrollo del micelio (polvo 

blanquecino) produciendo esporas sobre el fruto afectado. 

• Al tercer o cuarto día de producidas las esporas, comienzan a dispersarse por el agua, viento 

o insectos, contaminando frutos de diversas edades. El ciclo de vida de la mazorca negra es 

de 11 días (Murrieta & Palma, 2018). 
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Figura 12. Fases de infección de Phytophthora sp. a la mazorca de cacao. 

 

Fuente: (Mora, 2011). 

Manejo Integrado de la mazorca negra. 

Los métodos elementales para controlar esta enfermedad son: control biológico, cultural, 

uso de materiales resistentes y químico, todos deben ser enfocados en erradicar la fuente de 

inóculo principal y los secundarios, además, de la prevención para no permitir el movimiento de 

inóculo en el suelo por agentes externos.   
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Control cultural. 

Consiste en modificar el cultivo evitando darle al patógeno las condiciones necesarias 

para su establecimiento. Ejecutar diversas prácticas culturales permite el control del inóculo y de 

la humedad relativa existente en el suelo, reduciendo la incidencia y severidad del patógeno. 

Las prácticas culturales ampliamente recomendadas para el control de Phytophthora sp. 

son: 

1. Recolección semanal de todas las mazorcas enfermas, en cualquier fase de crecimiento, 

además de restos de hojas y ramas infectados arrojadas al suelo, para asilarlos del cultivo. 

2. Realizar cirugías, con el fin de raspar la porción enferma de la planta, hasta dejar el tejido 

sano, al que se le debe aplicar un producto cicatrizante cúprico o con productos sintéticos.  

3. Desinfección de todas las herramientas, ropa y calzado de trabajo. 

4. Promulgar el uso de microorganismos descomponedores de materia orgánica permitiendo la 

rápida descomposición del material enfermo. 

5. Podas de formación y mantenimiento, que permitan la entrada de luz y el flujo de aire a 

través del cultivo, incrementando la floración y favoreciendo el desarrollo de frutos. 

6. Control de hormigas u otros insectos que contribuyen en la diseminación del inóculo.  

7. Instalación del sistema de drenaje, en caso de que las condiciones del suelo lo requieran. 

Aplicar prácticas culturales de manera conjunta demostró ser eficaz en Ghana para el 

control de P. palmivora, único agente causal de la mazorca negra en ese país, pero resultante 

ineficiente en Camerún, donde están presentes las especies P. palmivora y P. megakaria, debido 

a severa agresividad de la segunda, en este país se aplica de manera conjunta fungicidas y 

prácticas culturales proporcionando un control útil de ambas especies del patógeno (Lanaud et al. 

2003). 
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Control químico. 

Para el uso de químicos se requiere conocimiento de dosis, frecuencias, aditivos y su 

sincronización para su aplicación. El caldo bordelés es eficiente para combinar con sistémicos en 

el tratamiento de heridas. (Suárez, 2014). Ridomil Gold (6% de Metalaxyl M + 60% de óxido de 

Cupper) en dosis de (3,3 g/L), fue muy efectivo contra aislamientos de muestras de cacao de 

Phytophthora in vitro a temperaturas variadas con un 100 % de inhibición de micelios 

(Kudjordjie, 2015). La azoxistrobina (®Quadris) y el fosetil aluminio (®Fosetil-Al 80%) 

también inhiben el 100% del crecimiento micelial de P. palmivora (Bravo, 2019). Para el control 

de Phytophthora se emplean fungicidas a base de cobre (Liu et al. 2020). 

En Machala se evaluó el efecto de productos fúngicos como él (Metalaxyl-M+Mancozeb) 

a nivel in vitro sobre Phytophthora sp, como resultado obtuvieron a los tres, nueve y quince días 

después de la inoculación fue del 100% de control, inhibiendo totalmente el crecimiento micelial 

y la germinación de oosporas del hongo Phytophthora sp. (Calva, 2016). 

Materiales resistentes. 

Usar cultivares resistentes resulta eficaz para el control de plagas, sin embargo, el 

proceso para obtenerlos resulta extenso y pueden manifestarse subespecies más agresivas del 

patógeno (Adejumo, 2005). En Honduras a través del Programa de Cacao y Agroforestería de la 

FHIA, se han introducido diferentes materiales genéticos de tipo trinitario y forastero con niveles 

diversos de productividad y resistencia a enfermedades (Procacaho, 2017). El mejoramiento 

genético ha trabajado en la búsqueda de resistencia genética en nuevos materiales procedentes de 

regiones con alta presión de la enfermedad, planteándose como una estrategia para ampliar la 

base genética de resistencia al hongo actualmente usada en los programas de mejoramiento. Los 

genotipos amelonado tipo bajo y alto amazonas parecen ser menos susceptibles al hongo que los 
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materiales trinitarios y son empleados en los programas de mejoramiento actuales (CORPOICA, 

2015). 

Control biológico. 

Se fundamenta en la implementación de microorganismos antagonistas como instrumento 

de inhibición del inoculo de un patógeno. Se utilizan hongos entomopatógenos, bacterias, 

nematodos e inclusive ácaros que actúan parasitando, depredándolas o causando enfermedades 

en insectos plagas (Sarayasi, 2012). El empleo de hongos endófitos de Aspergillus flavipes 

reduce la presencia de Phytophthora (El-Sayed & Ali, 2020). Las rizobacterias secretan 

compuestos miceliales como: cianuro de hidrogeno (HCN), proteasa (PR), antibióticos 

pirrolnitrina (Prn) y ácido fenazina-1-carboxilico (PCA), que protegen las especies vegetales de 

problemas fúngicos (Keswani, Singh, García, & al., 2020). Utilizando Pseudomonas putida R32 

y Pseudomonas chlororaphis R47 productoras de HCN se logra una actividad antagónica in vitro 

a P. infestan (Anand et al. 2020). Bacthon Sc es un inoculante biológico formulado con 

microorganismos benéficos del suelo, (Azospirillum brasilense, Azotobacter chroococcum, 

Lactobacillus acidophillus, Saccharomyces cerevisae) que limpia el suelo de los agroquímicos, 

transformando los residuos de los cultivos hasta convertirlos en una fracción orgánica del suelo, 

su aplicación se la realiza al suelo y es compatible con la mayoría de los agroquímicos 

(ASOCIADOS, 2013). 

El género Trichoderma es muy utilizado en el control biológico de hongos que se 

desarrollan en el suelo, el follaje e inhibe el desarrollo de otros hongos de las flores y los frutos 

como los del género Monillia (Villamil J. , 2012). Este se encuentra en la hojarasca por lo que 

controla las mazorcas infectadas que están bajo la misma. T. martiale causó reducción de la 
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enfermedad ocasionada por P. megakarya en frutos de cacao en condiciones in situ, con 

resultados similares a los obtenidos con la aplicación de fungicidas (Hanada, 2020). 

Trichoderma sp. 

Son hongos saprófito, interactuando con animales y plantas (Zeilinger et al. 2016), que 

subsisten en el suelo con distinto contenido de materia orgánica, siendo capaz de descomponerla 

y ciertas condiciones ser anaerobios facultativos, mostrando mayor plasticidad ecológica, ya que, 

están presentes en todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial, relacionada 

estrechamente con su alta capacidad enzimática para degradar sustratos, un metabolismo versátil 

y resistencia a inhibidores microbianos. Estos microorganismos benéficos presentan diferentes 

modos de acción los cuales les permiten ejercer un papel biorregulador. Entre las especies más 

estudiadas y usadas como agentes de control biológico, se encuentra el género Trichoderma ya 

que tienen capacidad reproductiva, plasticidad ecológica, efecto de promoción de crecimiento de 

cultivos e inducción de resistencia sistémica para la defensa de patógenos. (Vinodkumar et al. 

2017) El género Trichoderma es un excelente modelo para ser estudiado debido a su fácil 

aislamiento y cultivo, rápido desarrollo en varios sustratos y por su condición de controlador 

biológico de una amplia gama de fitopatógenos (Fernández, 2001). 

Taxonomía. 

A continuación, se describe la taxonomía de Trichoderma sp. 

Reino: Fungi. 

División: Mycota 

Subdivisión: Eumycota 

Clase: Hyphomycetes. 
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Orden: Moniliales. 

Familia: Moniliaceae. 

Género: Trichoderma. 

Fuente: (Villegas, 2005). 

Morfología.  

Caracterizado por presentar un ralo fino, conidióforos ramificados como el de un árbol, 

copete compactado a manera de anillo. con estructura de ramas irregular piramidales, terminando 

en fiálides en forma de esporas asexuales o conidios, pudiendo emerger directamente del 

micelio. Clamisdosporas intercalares, terminales y propágulos de tres tipos: hifas, clamidosporas 

y conidios. Como método de resistencia, tienen la capacidad de producir clamidiosporas, las 

cuales se producen en zonas intercalas, medias y terminales del micelio (Mesa-Vanegas et al. 

2019). Hongo aeróbico que resistir un amplio intervalo de temperaturas, McBeath y Adelman 

aislaron una cepa en Alaska, con crecimiento a 4 °C y que toleró hasta 33 °C (McBeath J, 1991).  

Figura 13. Cepas del género Trichoderma spp.  

 

Fuente: (Mesa-Vanegas et al. 2019). 
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Figura 14. Representación de estructuras morfológicas de especies de Trichoderma, A) Hifa e 

conidióforo; B) Micelio; C) Pústulas; D) Micrografia de un clamidósporo real; E) Esquema de un 

clamidósporo esquemático. 

 

Fuente: (Souza et al. 2020). 

Ciclo de vida. 

Trichoderma, crece y se ramifica mostrando típicas hifas fungales de 5 a 10 µm de 

diámetro. La esporulación asexual se da en conidios unicelulares (3 a 5 µm de diámetro); 

normalmente son de color verde y son liberados en numerosas cantidades. También se forman 

clamidosporas unicelulares que pueden fusionarse entre dos o más. La mayoría de cepas están 

adaptadas al ciclo de vida asexual. En ausencia de la meiosis, estos organismos muestran alta 

plasticidad cromosómica; cada cepa llegando a tener distintos números y tamaños de 

cromosomas. La mayoría de las células poseen múltiples núcleos llegando a sobrepasar los 100. 

Factores genéticos asexuales, entre ellos la combinación parasexual, mutación y otros procesos, 
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dan lugar a la variación de los núcleos en un solo organismo, por ello se encuentra gran 

diversidad genética de cepas silvestres (Harman & Kubicek, 1998). 

Figura 15. Representación del ciclo de vida sexual y asexual de especies de Trichoderma, (P!) 

Plamogamia; (C!) Cariogamia. 

 

Fuente: (Souza et al. 2020). 

Mecanismos de acción de Trichoderma. 

Existen diferentes mecanismos de acción que regulan el desarrollo de los hongos 

fitopatógenos. Los principales son la competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y 

la antibiosis, de acción directa frente al hongo fitopatógeno (Lorenzo, 2001). Trichoderma tiene 

la habilidad para colonizar la rizosfera de las plantas, además de los mencionados, producen 

secreción de enzimas y producción de compuestos inhibidores (Zimand et al. 1996). Presenta 

otros mecanismos, de acción biorreguladora en forma indirecta, estos inducen mecanismos de 
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defensa fisiológicos y bioquímicos en la planta de compuestos relacionados con la resistencia 

(Harman, 2004). 

Competencia. 

Interacción entre dos o más organismos, que se disputan recursos como espacio, 

nutrientes, agua y luz. Por ejemplo, Trichoderma spp. compite y secuestra iones de hierro 

esenciales para el fitopatógeno, mediante la liberación de compuestos conocidos como 

sideróforos (Vinodkumar et al. 2017). También pueden movilizarse, absorber nutrientes cercanos 

y usar muchas fuentes de carbono para multiplicarse y colonizar rápidamente la rizosfera 

(Harman , 2004). 

Micoparasitismo. 

Es una simbiosis antagónica entre organismos, en el que están implicadas enzimas 

extracelulares tales como quitinasas, celulasas, y que corresponden a la composición y estructura 

de las paredes celulares de hongos parasitados, el micoparasitismo involucra cuatro etapas (a) 

crecimiento quimiotrópico, que mediante estímulos químicos atrae al hongo antagónico; (b) 

reconocimiento específico, mediado por lectinas en la superficie celular tanto del patógeno como 

del antagonista; (c) ataque y enrollamiento de Trichoderma alrededor de las hifas del huésped; y 

(d) secreción de enzimas líticas que degradan la pared de la célula huésped (Vinale et al. 2008). 

En este proceso Trichoderma secreta enzimas que desintegran la pared celular del hongo 

patógeno, por lo tanto, la lisis de la pared celular de los fitopatógenos está mediada por 

glucanasas, quitinasas y proteasas (Naher et al. 2014). 

Antibiosis. 

Secreción de compuestos antibióticos o metabolitos tóxicos producidos por hongos 

antagonistas que suprimen patógenos del suelo; cepas de Trichoderma crean metabolitos 
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secundarios volátiles y no volátiles, de los cuales algunos inhiben el desarrollo de 

microorganismos sin hacer contacto físico, considerados antifúngicos (Roberto et al. 2019). Se 

identificaron compuestos de tipo alquilpironas (6-α-pentil-pirona), isonitrilos (isonitrina), 

poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina, atroviridina, alameticina, suzucacilina y 

trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (ácido heptelídico) y 

esteroides (viridina). En lo que se trata del efecto sobre nematodos, se notificó que las quitinasas 

y proteasas de Trichoderma sp. son muy parecidas a las de los hongos nematófagos y poseen 

ventaja para atacar estos invertebrados (Morton et al. 2004). El desarrollo parasítico y efecto de 

las enzimas y metabolitos de Trichoderma en nematodos, pueden ocurrir en el suelo, en el 

interior de las raíces o en la superficie de estas (Martínez et al. 2013). 

La capacidad de una misma cepa de Trichoderma de secretar varios compuestos 

antifúngicos simultáneamente, limita el riesgo de aparición de microorganismos resistentes a 

estos metabolitos, aspecto relevante desde el punto de vista práctico. Estos resultados 

ejemplifican la importancia de la antibiosis como parte de la actividad antagonista de este hongo. 
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Figura 16.  A: Inhibición del crecimiento de patógenos mediante producción de una sustancia 

antimicrobiana, micelio inoculado como conidios en las raíces. B: competencia donde por 

espacio y nutrientes para alejar otros organismos. C: el micoparasitismo se divide en varias 

etapas sucesivas, 1- el reconocimiento del objetivo, 2- el ataque directo por secreción de enzimas 

líticas. D: resistencia sistémica inducida. 

 

Fuente: (Zaki, 2020). 

Inducción de resistencia. 

Diversos compuestos son liberados por Trichoderma en la rizosfera. La primera clase son 

proteínas con actividad enzimática o de otro tipo, que al ser secretadas inducen solo respuestas 

locales y necrosis (Brotman et al. 2008), hay otros que activan medios de defensa como los 

productos de los genes de avirulencia, otra clase de elicitores de defensa en las plantas incluye 

oligosacáridos y compuestos de bajo peso molecular, liberados por la acción de enzimas de 

Trichoderma (Woo & Lorito, 2007). 
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Mineralización/biodegradación de sustratos orgánicos por Trichoderma. 

Es metabólicamente versátil, ya que emplea un gran rango de biomasa vegetal, 

incluyendo oligosacáridos como sucrosa, rafinosa y polisacáridos como celulosa, inulina, quitina, 

pectina, y almidón. (Sandle, 2014), también se encuentran sustratos más complejos como suero 

de leche, hidrocarburos del petróleo e incluso plaguicidas, ayudando en gran medida a su 

degradación (Guoweia et al. 2011). Es capaz de usar y degradar residuos lignocelulósicos que 

están formados de celulosa (40-55%), hemicelulosa (25-50%), y lignina (10-40%), dependiendo 

si la fuente es madera dura, madera blanda, o rastrojos (la Grange, 2010). 

Figura 17. Productos de la hidrólisis enzimática de residuos lignocelulósicos. 

 

Fuente: (Hernández-Melchor, 2019). 
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Metabolitos secundarios: enzimas y otros subproductos derivados de Trichoderma. 

Hongo de relevancia industrial y ecológica, ya que sintetiza y libera enzimas como 

celulasas; además de producir diversos metabolitos secundarios como auxinas y giberelinas 

(Zeilinger et al. 2016). Trichoderma es reconocida como una fuente de enzimas, incluyendo las 

utilizadas en el área alimenticia, tales como celulasas, glucanasas, xilanasas, pectinasas, y 

laminarinasas (Sandle, 2014). Existen otros metabolitos secundarios de importancia agrícola, 

sintetizados por especies de Trichoderma que se asocian con compuestos volátiles y no volátiles 

con actividad antimicrobiana y defensa vegetal, sobresaliendo diterpenos tetracíclicos (por 

ejemplo, harziandione), sesquiterpenos (por ejemplo, tricotecenos, tricodermin, y harzianum A), 

y el triterpeno viridin (Zeilinger et al. 2016), que brindan sus propiedades como agente de 

biocontrol hacia organismos fitopatógenos. El desempeño de Trichoderma como biocontrolador 

esta relacionad en base su capacidad de sintetizar compuestos antagónicos (proteínas, enzimas y 

antibióticos), y sustancias promotoras de crecimiento (vitaminas y hormonas), beneficiando así a 

los cultivos agrícolas (Navaneetha et al. 2015). 

Tricho-D.  

Esta formulado con nutrientes y esporas en latencia del hongo Trichoderma harzianum, 

que mejora el suelo y actuando en la biorregulación de los principales fitopatógenos que 

enferman los cultivo. Su aplicación se la realiza en aspersión dirigida al suelo húmedo. Este 

producto presenta una ligera toxicidad para el operario. (Brotman et al. 2008) 
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Materiales y Métodos. 

Ubicación del experimento. 

El estudio se realizó en el laboratorio de Sanidad Vegetal Ambiente 2, de la Facultad de 

Ciencias Agropecuarias, en las inmediaciones de la Universidad Técnica de Machala, situado en 

la Av. Panamericana, 5,5 km vía Machala-Pasaje, parroquia El Cambio en el cantón Machala, 

provincia de El Oro. 

Figura 18. Facultad de Ciencias Agropecuarias. 

 

Fuente: Google maps. 
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Materiales y equipos. 

A continuación, se describe los instrumentos utilizados en el experimento.  

Equipos de laboratorio. 

• Cámara de flujo. 

• Autoclave. 

• Refrigerador. 

• Microondas. 

• Balanza digital. 

• Estufa. 

Materiales de laboratorio.   

• Vasos de precipitación. 

• Varilla de agitación. 

• Erlenmeyer. 

• Botellas de vidrio. 

• Cajas petri. 

• Mechero de alcohol. 

• PDA (papa-dextrosa-agar). 

• Cinta plástica. 

• Cinta masking. 

• Cinta de embalaje. 

• Aluminio. 

• Fundas plásticas. 
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• Alcohol. 

• Agua destilada. 

• Algodón. 

• Gazas 

• Pinzas. 

• Saca bocado. 

• Bandeja plástica. 

• Cámara. 

• Esferos. 

• Cuaderno. 

• Marcador. 

• Regla. 

• Fungicida Mertec 20-S. 

• Tricho D. 

• Mazorcas de cacao. 

• Cloranfenicol. 

• Suelo. 

Metodología. 

A continuación, se describe la metodología de estudio aplicada.  

Tratamientos. 

Los 4 primeros tratamientos fueron de alimento envenenando, fundamentándose en la 

adición del hongo Trichoderma sp. en el medio cultivo para su plaqueo en cajas petri. El quinto 
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consistió en el control por metabolitos volátiles, debido a su actividad como antimicrobianos y el 

sexto trató del cultivo dual (competencia por espacio y nutrientes) contra el fitopatógeno. En 

cambio, el tratamiento séptimo y octavo actuaron de testigo de Phytophthora sp. y T. harzianum 

respectivamente.  

Tabla 2. Tratamientos. 

Tratamiento Descripción  Concentración 

T1 Alimento envenenado 0.2 g x 200 ml  

T2 Alimento envenenado 0.4 g x 200 ml 

T3 Alimento envenenado 0.6 g x 200 ml 

T4 Alimento envenenado 0.8 g x 200 ml 

T5 Metabolitos volátiles  N/A 

T6 Cultivo dual N/A 

T7 Testigo Phytophthora sp N/A 

T8 Testigo Trichoderma sp. N/A 

Fuente: Elaboración propia. 

Variables de estudio. 

Las variables evaluadas en el experimento fueron las siguientes: 

- Medir el crecimiento radial del micelio al cuarto y octavo día. 

- Porcentaje de control de Trichoderma sp. vs Phytophthora sp. 

Medición de las variables. 

A continuación, se describe las variables medidas. 
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Crecimiento micelial. 

Se hizo la toma de datos al 4to y 8vo día, después de inocular el medio de cultivo con el 

antagonista y fitopatógeno a evaluar. Se hizo el registro el avance del crecimiento micelial de los 

tratamientos T1, T2, T3, T4, T5, T7 y T8, mediante el trazado en forma de una cruz, pasando por 

la mitad del disco micelial, dividiendo la caja petri en 4 secciones, en la que con ayuda de una 

regla guiándonos por la cruz se midió el radio de la colonia desde el punto de crecimiento 

miceliar, registrando su avance hasta el borde de la caja petri. Para el T6 se coloca el antagonista 

y el fitopatógeno en extremos opuestos de la caja petri, con la regla y marcador se trazó una línea 

que pasaba por el punto de ambos puntos de inoculación, registrando su avance el crecimiento 

micelial de cada uno hasta que se encontraran. 

Porcentaje de control. 

Se registró al 4to y 8vo día después de la inoculación, del área total de la colonia se sacó 

el porcentaje de control del hongo, mediante la siguiente fórmula: 

PIM= dc-dt * 100 

             dc 

En donde: 

PIM = Porcentaje de inhibición micelial. 

dc = Diámetro de la colonia de control. 

dt = Diámetro de los tratamientos. 
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Preparación de trampa cebo para captura de Phytophthora sp. 

Para realizar la trampa cebo, se utilizó la metodología de cámara húmeda empleada en el 

trabajo de investigación de (Calva, 2016) la cual demostró tener buenos resultados en la captura 

de este fitopatógeno, modificando el procedimiento realizado en función del experimento.  

1. Se recolecto alrededor de 10 kg de suelo, alrededor de plantas CCN-51 que mostraban 

sintomatología de la enfermedad de la mazorca negra, en el sitio Rio Negro – Victoria – 

Santa Rosa – El Oro, de la finca Predio Batallas. Del mismo lugar se extrajeron 3 mazorcas 

de cacao maduras y sanas, para que sean fuente de inóculo del pseudo hongo. 

2. Se traslado el suelo al laboratorio de Sanidad Vegetal Ambiente 2, donde se procedió a 

elaborar la trampa de cebo para capturar dicho pseudo hongo. 

3. Para la elaboración de la trampa cebo, colocamos el 50 % del suelo en un recipiente plástico 

con un volumen de 0.015 m3 o 15 L, después se realizó la esterilización de las mazorcas o 

material vegetal con agua destilada e hipoclorito de sodio al 1%, dejando secar alrededor de 

30 minutos. 

4. Con un bisturí se procedió a realizar 4 pequeños cortes en el centro de la mazorca en sentido 

cardinal. 

5. Se coloco las mazorcas en forma vertical en el recipiente con suelo, para después colocar el 

50% restante del suelo, buscando cubrir las mazorcas hasta los cortes, tratado de dejar la 

parte expuesta a nivel del suelo.  

6. Seguidamente se procedió a saturar el suelo a capacidad de campo (teniendo cuidado de no 

inundarlo en exceso), ya que, se conoce que este hongo es muy móvil y se reproduce mejor 

en suelos húmedos. Si se coloca a sombra la propagación será más rápida. 
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Preparación del PDA (papa-dextrosa-agar). 

Para prepara un litro de medio de cultivo, se pesan en una balanza digital, 39 g de PDA 

colocado sobre un pedazo cuadrado de papel aluminio. Se vierte agua destilada dentro de un vaso 

de precipitación de 1000 ml, se agrega 39g PDA, con ayuda de una varilla de agitación se 

empieza a revolver alrededor de 5 minutos, al mismo tiempo adicionamos 125 mg de 

cloranfenicol. Esta mezcla se lleva al microondas alrededor de 2 o 3 minutos, hasta que notemos 

que el medio de cultivo alcanzo el punto de ebullición (para evitar pérdidas del medio de cultivo 

es preferible colocar la mezcla en recipientes hasta la mitad de su capacidad). El medio de 

cultivo debe tomar una coloración traslucida a transparente. 

Se vierte el contenido del vaso de precipitación en botellas de vidrio, a razón de 200 ml 

en cada una, en total se utilizaron 8, en estas se colocan pequeños pedazos de papel aluminio en 

la entrada de la botella a manera de tapa, seguidamente colocamos cinta masking a su alrededor, 

cuidando de sellar correctamente el recipiente para evitar derrames, introducimos las botellas en 

funda polyfan y las amaramos. Estas son colocadas dentro del autoclave para su esterilización 

alrededor de 1 hora. Al finalizar el procedimiento se dejó enfriar el medio de cultivo a 

temperatura ambiente para ser guardado en una nevera para su posterior uso. Se prepararon 2000 

ml de medio de cultivo, de cual se utilizó 1600 ml para el experimento y el sobrante sirvió para 

realizar la siembra y purificación de Trichoderma harzianum y Phytophthora sp. 

Aislamiento de Phytophthora sp. 

1. Después del tercer día se pudo visualizar el avance de la enfermedad sobre la mazorca. 

2. Previamente a la siembra, se esterilizo la cámara de flujo y los materiales de trabajo en el 

autoclave, para manejar una mejor asepsia.  
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3. Con un bisturí se cortó porciones de entre 1 y 3 mm2 de tejido enfermo, primero se debe 

cortar la superficie del tejido infectado para evitar la presencia de otros hongos 

contaminantes y sacar tejido interno para tener mayor seguridad de obtener Phytophthora sp, 

estos se colocan en una caja petri estéril, otra con alcohol al 96% y otra con agua destilada 

estéril. 

4. Se calienta el medio de cultivo en el microondas, se deje enfriar levemente y se lleva junto 

con los materiales de trabajo a la cámara de flujo laminar. 

5. Se debe sumergir los tejidos cortados, dentro del alcohol durante 1 minuto, de ahí se los debe 

cambiar a la caja con agua estéril, posterior a eso de debe dejar reposar en unas gazas durante 

unos 5 minutos hasta que se sequen, se puede acelerar este proceso con la ayuda de gazas 

adicionales o algodón.  Se colocan un tejido por cada caja petri utilizada. Posteriormente se 

realizó repiques de la siembra hasta obtener un cultivo puro. 

6. Dentro de la cámara de flujo laminar, con una jeringuilla se afora 0.1 ml de Mertec 20-S en 

un frasco de 200 ml de medio de cultivo, se agitan de tal manera que el fungicida se mezcle 

homogéneamente, para finalmente plaquearlo.  

Siembra de T. harzianum. 

1. Se descongela el medio de cultivo en microondas y se plaquea dentro de la cámara de flujo 

laminar. 

2. En este lugar se extrae alrededor de 1 g de Tricho D (T. harzianum) y se realiza la siembra de 

este hongo. Se realizó repiques de la siembra hasta obtener un cultivo puro. 

Tratamiento de alimento envenenado.  

1. Se trabajo en la cámara de flujo laminar, por lo que previamente se introdujo los medios de 

cultivo para siembra, juntos a los materiales de trabajo. 
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2. Se calientan en el microondas 4 frascos de 200 ml de medio de cultivo, se deja enfriar 

medianamente.  

3. Dentro de la cámara de flujo laminar se dosifico 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 g de T. harzianum 

respectivamente en cada frasco, se mezcla bien para posteriormente plaquearla.  

4. Después de plaqueado con ayuda del sacabocados, se perfora algunas veces el medio de 

cultivo con Phytophthora sp., se realiza la siembra colocando un pedazo en el centro en cada 

caja petri. 

5. Posteriormente se realizaron las respectivas mediciones.  

Tratamiento por metabolitos volátiles.  

1. En la cámara de flujo, se coloca el medio de cultivo en la base y tapa del mismo. 

2. Con ayuda del sacabocados se extraen pequeños pedazos de Trichoderma harzianum y 

Phytophthora sp. y se colocan en la base y tapa de la caja petri. 

3. Posteriormente se realizaron las respectivas mediciones.  

Tratamiento por cultivo dual. 

1. Se deben colocar un bocado de Trichoderma harzianum y Phytophthora sp. en extremos 

opuestos, al filo de cada caja petri. 

2. Posteriormente se realizaron las respectivas mediciones.  

Tratamientos testigo. 

• En estos tratamientos se sembró directamente en cada caja petri con medio de cultivo, 

bocados de Trichoderma harzianum y Phytophthora sp. 

• Posteriormente se realizaro el respectivo registro de crecimiento.  
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Procedimiento estadístico. 

A continuación, se describe el procedimiento estadístico utilizado para el experimento. 

Diseño experimental. 

En el DCA, se estudia el efecto de un factor, el cual varia en diferentes tratamientos. Es 

muy útil en unidades experimentales homogéneas, promoviendo el máximo número de grados 

libertad del error, flexibilidad número de tratamientos y replicas. Se utilizó el DCA, ya que, el 

entorno experimental es semejante, al realizarse en condiciones de laboratorio. Se asignaron 5 

repeticiones a cada tratamiento, obteniendo 40 unidades experimentales establecidas por las cajas 

petri, en las que se hizo cada tratamiento.  

Modelo matemático.  

Yij=  +αi + eij 

Donde: 

• Yij = observación de la variable respuesta en el i-ésimo tratamiento y la j-ésima 

observación obtenidas en la UE (VD estudiada). 

• = media general de la población de datos generada en el experimento (gran media). 

• αi= indica el efecto del i-ésimo tratamiento, o sea, es el efecto de los niveles o 

versiones del factor en estudio. 

• eij = errores experimentales asociados, o sea, la desviación en el i-ésimo tratamiento y 

la j-ésima replicación (error aleatorio asociado a la respuesta Yij). 

Prueba de Kruskal-Wallis. 

La prueba de Kruskal-Wallis es el procedimiento no paramétrico análoga al modelo 

completamente al azar del análisis de varianzas, que es una extensión de la prueba de rangos de 
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Wilcoxon (1945), llegando a ser la versión no paramétrica de la prueba de comparación de 

medias de t. Esta prueba es aplicada en áreas como la ciencia de la salud (Gómez et al. 2003), 

ciencias de la comunicación (Ihom et al. 2011), mecánica aplicada y ciencia de los materiales 

(Ostertagová et al. 2014), entre otras. Utilizada por el mínimo de supuestos necesarios para 

aplicarla, siendo muy versátil (Ihom et al. 2011) adaptándose mejor a datos ordinales y en 

escalas que pueden ser subjetivas (Ostertagová et al. 2014). Es una alternativa no paramétrica al 

Anova de un factor, para datos no pareados. En Anova se comparan medias y en la prueba de 

Kruskal-Wallis se contrasta si las muestras están distribuidas equitativamente y pertenecen a una 

misma población. El uso de esta prueba, es adecuado, cuando los datos tienen un orden normal o 

cuando no se satisfacen las condiciones para poder aplicar un ANOVA. 
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Resultados y Discusión. 

En el trabajo de investigación, con los datos obtenidos se realizaron las pruebas de 

normalidad y homocedasticidad, Shapiro-Wilks y Levene, para ver si cumple dichos supuestos, 

evidenciándose que los valores resultantes no tienen una varianza homogénea ni distribución 

normal, entonces, se procedió a realizar un análisis no paramétrico mediante la prueba Kruskal-

Wallis. 

Tabla 3. Prueba de Kruskal Wallis. 

 

Fuente: Elaboración propia. 

Tabla 4. Prueba de comparación de medianas 

 

Fuente: Elaboración propia  



60 

En la prueba de Kruskal Wallis, en el cuadro 1, se demuestra que al menos tres 

tratamientos son estadísticamente diferentes al resto. En el cuadro 2, al observar la comparación 

de rangos de medianas, se muestran diferentes agrupaciones y niveles, por lo tanto, letras iguales 

entre tratamientos no son significativamente diferentes. En la comparación de medianas, los 

promedios del crecimiento micelial (mm) se observan 6 niveles de agrupamientos entre los 

tratamientos estudiados, esto nos indica que los tratamientos T5 (metabolitos volátiles) y T6 

(cultivo dual) son estadísticamente superior a los demás tratamientos. Los antibióticos volátiles 

producidos por Trichoderma, muestran un porcentaje de inhibición más alto sobre el crecimiento 

de la colonia de Phytophthora sp., atribuido del efecto fungistático del aislamiento de 

Trichoderma harzianum. También tiene mayor capacidad de competencia por sustrato, 

resaltando la creación del halo de inhibición y disminución del crecimiento radial de P. en 

cultivo dual. 

Se ha verificado mediante ensayos in vitro que Trichoderma presenta compuestos 

orgánicos volátiles que inhiben el desarrollo micelial de P. infestans (Elsherbinyet al. 2020). Se 

describe que los aislamientos de Trichoderma tienen potencial en la competencia por espacio y 

nutrientes y en la producción de metabolitos volátiles. (Castillo et al. 2019). También se 

demostró que Trichoderma produce metabolitos secundarios, que inhiben otros microorganismos 

con los que no se establece contacto físico. Algunas cepas producen trichodermina, dermadina, 

suzukacilina, viridina, alameticina, richotoxina, metabolitos que son responsables del mecanismo 

antagónico ante Phytophthora sp (Villamil et al. 2012). 

Son hongos antagonistas que colonizan rápidamente las partes afectadas por 

Phytophthora debido a característica de parasitismo, deteniendo su crecimiento y empezando a 

competir por el espacio y nutrientes (Murrieta & Palma, 2018). Estos hongos parasitan la hifa del 
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patógeno por medio de enrollamientos, ganchos y cuerpos que apresan y penetran la pared 

celular por la acción hidrolítica de las enzimas quitinasas, glucanasas y celulasas (Martinez B, 

2013). Las cepas de Trichoderma activan la resistencia sistémica inducida en plantas contra 

diferentes plagas. Por ejemplo, T. asperellum incito la resistencia en pepino contra Pseudomonas 

syringae pv. lachrymans (E. F. Smith & Bryan) Young, Dye & Wilkie. (Shoresh et al. 2010) 

Como se observa en los tratamientos T1, T2, T3 y T4, el cuadro comparación de 

medianas, no presentaron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial del hongo 

Phytophthora sp. a nivel in vitro, es decir son estadísticamente iguales al T7 (testigo).  
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Conclusiones  

Al evaluar los tratamientos con Trichoderma harzianum, se determinó que los que 

presentaron mayor efecto inhibitorio sobre Phytophthora sp., en condiciones controladas de 

laboratorio a nivel in vitro, son el T5 (metabolitos volátiles) y el T6 (cultivo dual), ya que, son 

estadísticamente sobresalientes, comparados con los demás, por lo que considerados como el 

mejores. 

Se evidencio que los tratamientos T1, T2, T3 Y T4, no presentaron efecto inhibitorio 

sobre crecimiento micelial del hongo Phytophthora sp., esto se puede deber, a que, al calentar el 

medio de cultivo en microondas, se alcanzan temperaturas mayores a 100 °C y las cepas de 

Trichoderma sp. presentan inestabilidad estructural a temperaturas mayores 40 °C. 

Los antagonistas ayudan en la mitigación de daños causados por enfermedades, en los 

agroecosistemas que presentan condiciones favorables para su desarrollo y conservación, 

presentando diferentes modos de acción que les permiten ejercer su efecto biorregulador, estos 

atributos, en conjunto con la capacidad de multiplicarse abundantemente, se encuentran entre los 

de mayor importancia para su selección como agentes de control biológico bajo el contexto de 

una agricultura sustentable que minimice el impacto ambiental. 
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Recomendaciones 

En vista de que los resultados fueron exitosos para los tratamientos por metabolitos 

volátiles y cultivo dual, se recomienda probar estas metodologías en futuras investigaciones 

manejando diferentes concentraciones y para probar su potencial inhibitorio en otras 

enfermedades fitopatógenas. 

Para los tratamientos T1, T2, T3 y T4, no se recomienda inocular las cepas de 

Trichoderma sp., en medio de cultivo a temperaturas mayores a 40 °C, ya que presentan 

inestabilidad en su estructura, se recomienda trabajar con temperaturas menores a 40 ° C y 

superiores a 20 °C, ya que, está dentro de su rango de adaptación natural. 
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Anexos 

Anexo 1. Toma de datos del tratamiento por alimento envenenado. 

1era toma datos (mm) DER  IZQ SP INF  
 2da toma datos (mm)        

Tratamiento 1 (1g/L) 1  2 3 4 PROMEDIO  Tratamiento 1 (1g/L) 1 2 3 4 PROMEDIO PROMEDIO TOTAL   

T1R1 4  5 4 4 4.25  T1R1 23 27 35 25 27.5 31.75 

T1R2 4  3 4 4 3.75  T1R2 27 26 28 26 26.75 30.5 

T1R3 3  3 8 4 4.5  T1R3 29 29 24 26 27 31.5 

T1R4 4  4 4 3 3.75  T1R4 35 26 34 30 31.25 35 

T1R5 4  4 4 3 3.75  T1R5 27 26 28 27 27 30.75 

  
      

          

  
      

          

Tratamiento 2 (2g/L) 1  2 3 4 PROMEDIO  Tratamiento 2 (2g/L) 1 2 3 4 PROMEDIO   

T2R1 4  3 3 3 3.25  T2R1 28 29 29 29 28.75 32 

T2R2 4  3 5 4 4  T2R2 28 27 30 30 28.75 32.75 

T2R3 3  4 5 2 3.5  T2R3 26 27 26 30 27.25 30.75 

T2R4 4  3 3 4 3.5  T2R4 30 28 28 29 28.75 32.25 

T2R5 4  4 4 5 4.25  T2R5 29 27 27 26 27.25 31.5 

  
      

          

  
      

          

Tratamiento 3 (3g/L) 1  2 3 4 PROMEDIO  Tratamiento 3 (3g/L) 1 2 3 4 PROMEDIO   

T3R1 3  5 4 3 3.75  T3R1 30 27 31 31 29.75 33.5 

T3R2 3  3 4 2 3  T3R2 29 5 13 19 16.5 19.5 

T3R3 3  3 3 3 3  T3R3 32 27 31 29 29.75 32.75 

T3R4 5  4 6 4 4.75  T3R4 30 30 28 30 29.5 34.25 

T3R5 3  3 5 5 4  T3R5 29 31 30 28 29.5 33.5 
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Tratamineto 4 (4g/L) 1  2 3 4 PROMEDIO  Tratamineto 4 (4g/L) 1 2 3 4 PROMEDIO   

T4R1 3  2 3 2 2.5  T4R1 29 33 27 33 30.5 33 

T4R2 2  3 4 3 3  T4R2 30 31 30 30 30.25 33.25 

T4R3 2  4 4 5 3.75  T4R3 35 27 28 30 30 33.75 

T4R4 4  3 4 3 3.5  T4R4 29 32 28 32 30.25 33.75 

T4R5 5  4 5 6 5  T4R5 25 28 32 27 28 33 
 

Anexo 2. Toma de datos del tratamiento por metabolitos volátiles. 

1era toma datos DER IZQ SUP INF PROMEDIO  2da toma datos DER IZQ SUP INF PROMEDIO PROM TOTAL 

Tratamiento 5 1 2 3 4    Tratamiento 5 1 2 3 4     

TT5R1 25 27 26 29 26.75  TT5R1 15 18 20 17 17.5 44.25 

PT5R1 4 4 5 4 4.25  PT5R1 1 2 2 1 1.5 5.75 

     

TT5R2 15 14 27 17 18.25  TT5R2 0 2 0 1 0.75 19 

PT5R2 3 4 4 5 4  PT5R2 0 0 0 0 0 4 

     

TT5R3 17 15 20 20 18  TT5R3 0 7 1 1 2.25 20.25 

PT5R3 2 3 4 2 2.75  PT5R3 0 0 0 1 0.25 3 

     

TT5R4 21 21 20 20 20.5  TT5R4 6 19 8 6 9.75 30.25 

PT5R4 3 5 3 3 3.5  PT5R4 1 0 1 1 0.75 4.25 

     

TT5R5 22 26 25 25 24.5  TT5R5 18 19 1 0 9.5 34 

PT5R5 3 2 2 3 2.5  PT5R5 1 1 2 2 1.5 4 
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Anexo 3. Toma de datos del tratamiento por cultivo dual. 

Primera toma datos (mm)  Segunda toma datos (mm) PROM TOTAL 

Tratamiento 6 1 (T) 2 (P)  Tratamiento 6 1 (T) 2 (P) TRICH PHYTOP 

T6R1 26 5  T6R1 23 11 49 16 

T6R2 38 6  T6R2 11 6 49 12 

T6R3 25 5  T6R3 29 3 54 8 

T6R4 27 5  T6R4 21 9 48 14 

T6R5 29 5  T6R5 13 6 42 11 

Anexo 4. Toma de datos del testigo Phytophthora sp.  

Primera toma datos 
PROM  Segunda toma datos 

PROM PROM TOTAL 
Tratamineto 7 1 2 3 4  Tratamineto 7 1 2 3 4 

T7R1 4 5 5 4 4.5  T7R1 34 26 27 27 28.5 33 

T7R2 6 5 4 6 5.25  T7R2 29 24 28 31 28 33.25 

T7R3 7 6 6 6 6.25  T7R3 30 26 29 28 28.25 34.5 

T7R4 4 7 7 4 5.5  T7R4 29 27 25 30 27.75 33.25 

T7R5 2 5 4 3 3.5  T7R5 32 30 28 32 30.5 34 

Anexo 5. Toma de datos del del testigo T. harzianum. 

Primera toma datos 
PROM  Segunda toma datos 

PROM PROM TOTAL 
Tratamiento 8 1 2 3 4  Tratamiento 8 1 2 3 4 

T8R1 22 19 30 25 24  T8R1 20 18 12 16 16.5 40.5 

T8R2 35 35 26 34 32.5  T8R2 9 1 17 6 8.25 40.75 

T8R3 27 33 28 34 30.5  T8R3 14 11 12 10 11.75 42.25 

T8R4 33 27 26 25 27.75  T8R4 7 18 13 20 14.5 42.25 

T8R5 30 35 28 35 32  T8R5 13 7 13 9 10.5 42.5 
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Anexo 6. Pruebas de normalidad y homocedasticidad, Shapiro-Wilks y Levene 

SHAPIRO WILK 

 

PRUEBA DE LEVENE 

 

Anexo 7.  Planta de CCN51 con sintamatologia de la amzorca negra.  
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Anexo 8. Preparación de trampa cebo para captura de Phytophthora sp. 

 

Anexo 9. Presencia del micelio de la enfermedad de la mazorca negra. 
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Anexo 10. Preparación del medio de cultivo. 

 

Anexo 11. Plaqueo de medio de cultivo 
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Anexo 12. Auto clavado de medio de cultivo. 

 

Anexo 13. Aplicación de Mertec 20-S al medio de cultivo. 
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Anexo 14. Siembra de pequeños cortes de tejido infectado por Phytophthora sp. 

 

Anexo 15. Siembra de Trichoderma sp. en medio de cultivo.  
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Anexo 16. Resiembra de Trichoderma sp. para su purificación. 

 

Anexo 17. Bocados de Trichoderma sp. y Phytophthora sp. para su aplicación en tratamientos. 
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Anexo 18. Preparación y plaqueo de alimento envenenado.  

 

Anexo 19. Siembra de cultivo dual 
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Anexo 20. Medición de las variables a evaluar. 

 

Anexo 21. Tratamiento por cultivo dual. 
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Anexo 22. Tratamiento por metabolitos volátiles. 

 

Anexo 23. Siembra de Phytophthora sp., en alimento envenenado. 
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Anexo 24. Inhibición de Phytophthora sp. por Trichoderma harzianum en cultivo dual. 

 

Anexo 25. Inhibición de Phytophthora sp. por Trichoderma harzianum por metabolitos volátiles  

 


