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ABSTRACT

The filtrates of cultures of Trichoderma inhamatum and hydroethanolic extracts of Caiphora andina were assayed in
vitro over pathogen strains of Theobroma cacao (cacao). The inhibition percentage after determination of the hifal
growing in vitro were: for Trichoderma inhamatum Bol 12-QD, 11% in Moniliophthora spp (fourth day); 20% in
Colletotrichum spp. (eleventh day); 46% in Phytophthora spp. (ninth day). The inhibition percentage for
hydroethanolic extracts of Caiophora andina were: for the stem-leaves extract, 36% in Moniliophthora spp. (fourth
day), for the flowers extract, 27% in Moniliophthora spp. (fourth day), for the stem-leaves extract, 20% in
Colletotrichum spp. (seventh day), for the flowers extract, 24% in Colletotrichum spp (seventh day), for the stem-
leaves extract, 31% in Phytophthora spp. (ninth day), for the flowers extract, 38% in Phytophthora spp. (ninth day).
These results indicate that these filtrates are appropriate for the control of growing of phytopathogen fungi in
Theobroma cacao.

*Corresponding author: pattymollinedo@gmail.com

RESUMEN

Spanish title: Capacidad inhibitoria de filtrados de Trichoderma inhamatum y Caiophora andina sobre
fitopatdgenos de Theobroma cacao. Se trabajé con extractos de filtrados de cultivos de Trichoderma inhamatum
y extractos hidro-etandlicos de Caiophora andina sobre cepas patdgenas de cacao Theobroma cacao. Los
porcentajes de inhibicién obtenidos luego de la determinacion del crecimiento hifal in vitro bajo € efecto del filtrado
fungico de cepa Trichoderma inhamatum Bol 12-QD fueron: para Moniliophthora spp. 11 % (en €l dia 4), para
Colletotrichum spp. 20 % (dia 11) y para Phytophthora spp., 46 % (dia 9). Mientras que, los porcentagjes de
inhibicién del crecimiento bajo el efecto de los extractos hidroetandlicos vegetales, extracto 1 (tallo-hojas) y extracto
2 (flores) fueron: para €l patdgeno Moniliophthora spp. 36% y 27 % respectivamente (a los 4 dias), para
Colletotrichum spp. 20 y 24 % respectivamente (alos 7 dias) y finamente para Phytophthora spp. 31% y 38 %
respectivamente (ambos al dia 9). Por ende, se propone ambos filtrados para € control de hongos fitopatdgenos en
Theobroma cacao.

INTRODUCCION

Las pérdidas econémicas por plagas de hongos fitopatégenos se han incrementado en los Gltimos afios. La FAO ve
como una amenaza a la seguridad alimentaria las plagas y enfermedades que afectan a los cultivos, lo que causa
pérdidas significativas a los agricultores. Si antes se destacaba la enfermedad del cacao llamada “Escoba de bruja”
(Crinipellis perniciosa y Moniliophthora perniciosa) como un agresor del cacao, ahora la principal amenaza es la
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Moniliasis (Moniliophthora roreri). Esta plaga se esta4 propagando de forma vertiginosa, causando la perdida de
gjemplares de cacao nativo que tiene un valor muy elevado para €l pais, asi como también cuantiosas pérdidas en la
produccion.

El uso continuo y persistente de plaguicidas est4 causando problemas severos de salud en diversas regiones
agricolas, razon por la cua estos productos no son utilizados en Alto Beni, considerada como la region de
produccion orgéanica.

En este contexto, €l uso de biocontroladores ha despertado €l interés en los productores agricolas, en especial el
uso de por g emplo de esporas de Trichoderma o de Bacillus thuringiensis. También se tiene informacién del uso de
cepas de Trichoderma para € control de enfermedades del cacao, utilizando esporas del hongo, no tomando en
cuenta que este tipo de tratamientos podrian alterar la microfauna existente.

Lo que se busca es poder controlar las enfermedades fungicas usando tanto filtrados activos de cultivos de
hongos (asi como extractos de plantas) que fueron exitosos en otros cultivos como: habas, tomates, papas, quinua y
tuna (Espinal, Huanca, Terrazas, & Giménez, 2010 [7]; Vallgos, Espinal, Mollinedo, & Terrazas, 2014 [29].

Trichoderma es un género de hongos que esta presente en todos |os suelos cultivables, muchas especies de este

género se pueden caracterizar como oportunistas o simbiontes de plantas y no virulentas. Se refiere ala capacidad de
varias especies de Trichoderma para formar relaciones endofiticas mutualistas con varias especies de plantas. Varias
cepas de Trichoderma se han desarrollado como agentes de control bioldgico contra las enfermedades fungicas de las
plantas (Lépez, Pérez, Llobel, Monte, & Zea, 1999 [13]; Gonzédlez, Maruri, & Gonzalez, 2005 [11]).
Los diversos mecanismos incluyen antibiosis, el parasitismo, lainduccién de la resistencia de la planta hospedante y
la competencia. La mayoria de |os agentes biocontroladores son las especies T. harzianum, T. viride y T. inhamatum.
El agente de biocontrol crece generalmente en su habitat natural en la superficie de la raiz, y asi afecta a la
enfermedad, en las raices en particular, pero también puede ser eficaz contra las enfermedades foliares (Caiophora es
un género con 95 especies de plantas de flores, estd ampliamente distribuido en los Andes, desde Argentina/Chile en
e Sur, hasta € centro de Ecuador en € Norte, crecen a atitudes de 3000 a 5000 msnm, pertenece a la familia
Loasaceae, es una planta urticante (Ackermann & Weigend, 2007 [1]) (Noguera, 2012 [17]).

Se busca evaluar la capacidad inhibitoria in vitro del filtrado del cultivo de Trichoderma inhamatum Cepa
BOL 12-QD sobre los fitopatégenos aislados.

Evaluar capacidad inhibitoriain vitro de extractos etandlicos de Caiophora andina sobre los fitopatdgenos aislados.

Se busca estudiar de una capacidad biocontroladora (in vitro) de extractos fangicos y plantas sobre hongos
fitopatdgenos, en Mazorcas de Cacao hibrido (Theobroma cacao).

EXPERIMENTAL

Este trabajo forma parte del proyecto “Agentes Biocontroladores de Fitopatégenos Fase 111”7, de la Universidad
Mayor de San Andrés con la participacién de sus ingtitutos: € Instituto de Investigaciones de Productos Naturales
(I1PN) y el Instituto de investigaciones Farmaco Bioquimicas (11FB).

Colecta del material vegetal: Caiophora andina

La especie vegetal Caiophora andina fue seleccionada debido a reportes previos que describen su actividad
antifingica (Tenorio, Terrazas, Alvarez, Vila, & Mollinedo, 2010 [26]).

Las muestras de plantas fueron colectadas en regiones cercanas a la region “La Cumbre” carretera a Yungas,
sector denominado La Apacheta, a 24 Km de la ciudad de La Paz. Las plantas fueron identificadas de acuerdo a sus
caracteristicas morfol 6gicas (Noguera, 2012 [17]).

Obtencion de extractos hidroetandlicos de Caiophora andina

Secado y pulverizacién

La planta recolectada fue separada en tallos, flores y hojas, clasificandose en dos grupos. €l primer grupo
correspondi6 atallo + hojasy, €l segundo grupo correspondio alas flores.

Se realizo la pulverizacion de ambos grupos utilizando una licuadora marca “Oster”, pesando ambos grupos y
conservandolos para €l proceso posterior de extraccion.
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Extraccion hidroetandlica de plantas

Se realiz6 una extraccion solido-liquido de los dos grupos de Caiophora andina anteriormente mencionados, en
agua-etanol (30/70) por 24 horas por triplicado. Ambos extractos fueron concentrados en un rotavapor marca
Heidolph a 80 rpm, a una temperatura aproximada de 45 °C y posteriormente se llevd a una estufa BINDER a 40 °C
para el secado final durante 72 a 96 horas, para su posterior evaluacion y determinacion de la actividad anti fingica
(Tenorio, Terrazas, Alvarez, Vila, & Mollinedo, 2010 [26]).

Hongos patégenos de mazorca de cacao
Se trabaj 6 con cepas Colletotrichum spp., Phytophthora spp., Moniliophthora spp. de un aislamiento previo.
Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron e Sabouraud Dextrose Agar DifcoTM, Potato Dextrose Agar DifcoTM
(PDA), Papa Dextrosa Caldo (PDC), Malt Extract Agar OMIOD (MEA) (Anexo A) (Tenorio, Terrazas, Alvarez,
Vila, & Moallinedo, 2010 [26]).

Método de la camara himeda

En la base interna de un frasco de vidrio de boca ancha de un litro de capacidad, se colocd un algodén y papel filtro
(esterilizados a 121 °C durante 20 minutos). En una campana de flujo laminar se introdujo el fruto infectado, se tapd
y se dgj6 incubando a 22 °C durante 5 dias. Luego de este tiempo de cultivo, se realizaron cortes en €l fruto infectado
gue ya presentaba crecimiento fangico, de maneratal que los pedazos cortados e infectados fueron colados a centro
de unacagja Petri que contenia ya sea los medios PDA y MEA (Tenorio, 2013 [25]).

Enfrentamiento dual controlador bioldgico vs. fitopatdgeno

Se realizo el enfrentamiento dual con la cepa Bol 12-QD Trichoderma inhamatum y las cepas fungicas aisladas del
cacao, en placas Petri con medio MEA. A partir de un cultivo fingico de 4 dias, se realizé un lavado de esporas
obteniéndose una suspension de 108 esporas/mL. en medio de cultivo MEA, se inoculé 100 mL del lavado de esporas
(108 esporas/mL) del patdgeno, en el caso de un basidiomiceto (que no posee esporas) se sembré un disco de agar de
6 mm de diametro obtenido con sacabocado un medio de cultivo de 4 dias de crecimiento y se coloco en uno de los
puntos equidistantes. Se colocé el biocontrolador de la misma manera que €l patégeno inoculando 100 mL del lavado
de esporas en un orificio realizado con un sacabocado de 6 mm de diametro, y profundidad de 4 mm en el segundo
punto equidistante. Ambos hongos (patdgeno y biocontrolador) estuvieron separados a4 cm de distancia, después de
3 a5 dias se observo e desarrollo de la inhibicién, solapamiento entre el hongo patdgeno y €l posible biocontrolador
(Fernandez & Suérez, 2009 [8]) (Parra, Centeno, & Arague, 2009 [21]), se esperd el crecimiento de 3 a5 dias a cabo
de los cuales se observo €l halo deinhibicién y si el hongo biocontrolador tiene actividad inhibitoria. (Tenorio, 2013
[25]).

Obtencion defiltrados activos del cultivo fangico de la cepa BOL 12-QD

Se tomo las esporas de la cepa Bol 12-QD de un cultivo de 4 dias, y se las resuspendié en 5 mL de solucién
fisiolégica, se realizd un recuento de las esporas en camara de Neubauer, y se llegd a una concentracién de 102
esporas/mL., se colocaron 300 pL de la suspensién en un matraz de 1 L, con un volumen de 300 mL de medio PDC
(Caldo papa dextrosa), asi se llegd a una concentracion de 10° esporas/mL, esto se realizd por triplicado, se incubd
durante un periodo de 15 dias con 12 horas de luz y oscuridad a una temperatura de 22°C (Espinal, Huanca, Terrazas,
& Giménez, 2010 [7]).

Ensayos filtrados activos del cultivo fangico

Del cultivo en Batch (después de los 15 dias de cultivo) se procedio a separar €l liquido de las hifas y esporas con
cuidado de no arrastrar esporas. El liquido separado se centrifug6 en tubos falcon (estériles) a 8000 rpm durante 20
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minutos, se recuperd el sobrenadante y se volvié a centrifugar durante 20 minutos a 8000 rpm, €l sobrenadante se
recuperd en un frasco estéril y se procedio a esterilizar por filtracién (filtros Millipore de 0,22 um) conservando €l
filtrado para los ensayos de dilucion en placa. (Denominandose a todo este proceso filtrado de cultivo) (Espinal,
Huanca, Terrazas, & Giménez, 2010 [7]).

Técnica de dilucion en placa

Para €l ensayo de la dilucién en placa, se utilizé la totalidad del filtrado del cultivo en batch de la cepa Bol 12-QD
(Trichoderma inhamatum) dilucion 1/2, y el total del extracto etandlico de la Caiophora andina extracto etandlico 1
mg/mL.

Se vertié en una placa Petri de 9 cm de didmetro (exceptuando para el Basidiomiceto que se utiliz6 una placade
10 cm de didmetro) €l filtrado fungico y e medio de cultivo MEA (Anexo A) en proporcion 1.1, mezclando
homogéneamente (técnica de dilucion en placa), y se esperd que el medio solidifique (procedimiento realizado por
triplicado) (Tenorio, Terrazas, Alvarez, Vila, & Mollinedo, 2010 [26], Tenorio, 2013 [25]).

Para el caso del extracto etandlico de Caiophora andina de ambos grupos (Flores y Tallos-hojas) se realizaron
los célculos para la concentracion final de 1 mg/mL para un volumen de 40 mL (para tres placas Petri), la cantidad
calculada se mezclé en un matraz Erlenmeyer que contenia € medio de cultivo MEA, se mezclé homogéneamente,
teniendo cuidado que no se gelifique y forme grumos. Se vertieron en placas Petri de didmetro de 9 cm (exceptuando
para e basidiomiceto que se utiliz6 una placa de 10 cm de didmetro) se realizd por triplicado para cada hongo
(Tenorio, Terrazas, Alvarez, Vila, & Mallinedo, 2010 [26], Tenorio, 2013 [25]).

Para el control positivo se utiliz6é MANCOZEB (3 g/L) como antifingico quimico, procediéndose de manera
similar alos extractos hidroetandlicos. El control negativo (agua) solo se adicionaa medio MEA antes de gelificar.

Andlisis estadistico

Paralaevaluacién del trabajo de investigacion se empled €l disefio al azar en la seleccion del fungicida como control
positivo para diferentes fitopatdgenos.

Una vez obtenidos estos datos se realizo un disefio de blogues a azar, con la seleccién de las muestras para
cada fitopatdgeno para comparar entre €l control negativo (control de crecimiento) y la cepa seleccionada. El mismo
tratamiento fue aplicado en ambos fitopatdgenos.

Paralos andlisis de ANOVA vy test de Tukey, se utiliz6 €l programa R-PROJECT, (R Development Core Team,
2012)R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org/).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion in vitro de la actividad bioldgica inhibitoria del filtrado del cultivo de la cepa BOL 12-QD Trichoderma
inhamatum.

La pruebas de enfrentamiento dual hongo:hongo de Trichoderma inhamatum vs. Moniliophthora spp. demostraron
gue éstos podian retrasar € desarrollo de este patdgeno. De igual manera el mismo fendmeno fue observado en la
inhibicién de Phytophthora spp., hastalos dias 13 y 14 de crecimiento de este patégeno (Anexo H2).

Para Colletotrichum spp. el desarrollo del micelio en condiciones de enfrentamiento dual recién fue establecido
después de 3y 4 dias, pero su crecimiento fue lento.

La actividad bioldgica inhibitoria del crecimiento determinada a través del método de dilucién en placa fue
establecida tanto para € filtrado fungico del cultivo de la cepa Trichoderma inhamatum Bol 12-QD (Anexo |), a
igual que para los extractos hidroetandlicos vegetales.

Existe inhibicion del crecimiento de Phytophthora spp. gercida por el filtrado del cultivo de la cepa
Trichoderma inhamatum Bol 12-QD desde €l inicio de su desarrollo micelial hasta €l dia 10. Existe una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.01). Dicha determinacion fue establecida por comparacion con un control de
crecimiento (control negativo) y un control positivo como inhibidor del crecimiento: Mancozeb. Figura 1.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Phytophthora spp. bajo €l efecto 6 no del filtrado del cultivo fangico de
Trichoderma inhamatum cepa BOL 12-QD. Agente quimico para la inhibicion del crecimiento: Mancozeb (Control
Positivo).

Observese que la u del filtrado es inferior en los primeros dias (3 mm dia) y en los Ultimos disminuye drasticamente
(12 mm/dia) comparado con €l control negativo (7 mnv/dia).

Existe inhibicién del crecimiento de Moniliophthora spp. gercida por el filtrado del cultivo de la cepa
Trichoderma inhamatum Bol 12-QD desde € inicio de su desarrollo micelial hasta dia 4. Existe una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.01). Dicha determinacion fue establecida por comparacion con un control de
crecimiento (control negativo) y un control positivo como inhibidor del crecimiento: Mancozeb. Figura 2.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de Moniliophthora spp. bajo el efecto 6 no ddl filtrado del cultivo fungico de Trichoderma
inhamatum cepa BOL 12-QD. Agente quimico para la inhibicion del crecimiento: Mancozeb (Control Positivo).

La pu casi son iguales (12 mm/dia) tanto del control negativo y el filtrado a pesar que este Ultimo crecié un dia
despues, € Ultimo diaincrementé su cinética (13 mm/dia).

Existe inhibicién del crecimiento de Colletotrichum spp. gjercida por € filtrado del cultivo de la cepa
Trichoderma inhamatum Bol 12-QD desde € inicio de su desarrollo micelial hasta € dia 11. Existe una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.01). Dicha determinacién fue establecida por comparacién con un control de
crecimiento (control negativo) y un control positivo como inhibidor del crecimiento: Mancozeb. Figura 3.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Colletotrichum spp. bajo el efecto 6 no ddl filtrado del cultivo flngico de Trichoderma
inhamatum cepa BOL 12-QD. Agente quimico para la inhibicion del crecimiento: Mancozeb (Control Positivo).

El filtrado disminuye la u (2 mm/dia) comparado con el control negativo (3 mnvdia).

Evaluacion in vitro de la actividad biol6gica inhibitoria de extractos vegetales.

Existe inhibicion del crecimiento de Phythophthora spp., gjercida por € extracto hidroetandlico de tallos-hojas como
del extracto hidroetandlico de flores obtenidos de Caiophora andina desde € dia 4 y 2 respectivamente del
desarrollo micelial hasta €l dia 11. Existe una diferencia estadisticamente significativa para ambos casos (p < 0.01).
Dicha determinacién fue establecida por comparacién con un control de crecimiento (control negativo) y un control
positivo como inhibidor del crecimiento: Mancozeb. Figura 4.

80

~J
(=]

Moenmm g

imie

o Crec

- o . . o -

0 2

4 Dl'asﬁ 8 10

12 —— Control positivo

Control crecimiento p=7

Extracto 1 (inicio) p=5,6

Extracto 1 (final) p=2,3

Extracto 2 (inicio) p=4,6
Extracto 2 (final) p=2,1
—+— Control negativo
—B— Extacto 2 (Flores)

—— Extacto 1 (tallo-hojas)

Figura 4. Cinética de crecimiento de Phythophthora spp. bajo el efecto 6 no del extracto hidroetandlico de Caiophora andina.
Agente quimico para la inhibicion del crecimiento: Mancozeb (Control Positivo).

Ambos extractos, €l defloresy el de tallosy hojas disminuyen lap (6 y 5 mm/dia respectivamente) en los primeros
dias, y en los Ultimos se acentua lainhibicién (2 mm/dia para ambos). comparado con el control positivo (7mm/dia).

Existe inhibicién del crecimiento de Moniliophthora spp., gjercida por el extracto hidroetandlico de tallos-hojas
como del extracto hidroetandlico de flores obtenidos de Caiophora andina desde €l dia 2 y del inicio de crecimiento
respectivamente del desarrollo micelial hasta el dia 6. Existe una diferencia estadisticamente significativa para ambos
casos (p < 0.01). Dicha determinacién fue establecida por comparacién con un control de crecimiento (control
negativo) y un control positivo como inhibidor del crecimiento: Mancozeb. Figura 5.
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Figura 5. Cinética de crecimiento de Moniliophthora spp. bajo € efecto 6 no del extracto hidroetandlico de Caiophora andina.
Agente quimico para la inhibicion del crecimiento: Mancozeb (Control Positivo).

Los extractos de flores y de tallos-hojas disminuyen la p (4 y 7 mm/dia respectivamente), comparado con €l control
positivo (12 mm/dia).

Actividad biolégica inhibitoria del crecimiento de Colletothicum spp. determinada por €l extracto hidroetandlico de
Caiophora andina

En la figura 6 se observa que existe inhibicion del crecimiento de Colletotricum spp., gercida por € extracto
hidroetandlico de tallos-hojas como del extracto hidroetandlico de flores obtenidos de Caiophora andina desde del
inicio de crecimiento y el dia 2 respectivamente del desarrollo micelia hasta € 9° dia. Existe diferencia
estadisticamente significativa para ambos casos (p < 0.01, ver Anexo M2), Dicha determinacion fue establecida por
comparacion con un control de crecimiento (control negativo) y un control positivo como inhibidor del crecimiento:
Mancozeb.

Control negativo
(inicio) p=3

30

Control crecimiento
(final) p=1,6

Extracto 1 (inicio p=2,3
Extracto 1 (final p=2,8
Extracto 2 (inicio) p=1,3

Extracto 2 (final) p=2,7

—&— control negativo

Extracto 1 (tallo-hojas)

0 —a— Extracto 2 (Flores)
= Control positivo
,
Dias

Figura 6. Cinética de crecimiento de Colletotrichum spp. bajo e efecto 6 no del extracto hidroetandlico de Caiophora andina.
Agente quimico para la inhibicion del crecimiento: Mancozeb (Control Positivo).
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Para ambos extractos de flores y tallos-hojas la p es de 3 y 2 mm/dia respectivamente en los primeros dias, y en los
ultimos la 1 es de 3 y 1 mm/dia respectivamente. comparado con el control positivo 3mm/dia en los primeros dias y
2 enlos Ultimos.

Porcentajes de inhibicion del filtrado del cultivo de la cepa Trichoderma inhamatum Bol 12-QD y del extracto
hidroetandlico de Caiophora andina

De acuerdo alos resultados obtenidos tenemos lastablas 1, 2 y 3.

Tabla 1. Porcentaje de crecimiento e inhibicion tanto del filtrado fungico como del extracto
hidroetandlico vs Phytophthora spp.

Phytophthora spp. Dia3 Dia6 Dia9
% de % de % de
M uestras inhibicion inhibicion inhibicion
Filtrado 12 QD 15 43 47
Extracto 1 (tallos-hojas) 31 18 32
Extracto 2 (flores) 24 29 38
Control negativo (Medio MEA) 0 0 0
Control positivo (Mancozeb) 100 100 100

El porcentagje de inhibicion méxima de Phytophthora spp. determinado cuando se aplica € filtrado fungico 12 QD y
los extractos vegetales 1 y 2 de Caiophora fueron de 47, 32 y 38 % respectivamente

Tabla 2. Porcentaje de crecimiento einhibicion tanto del filtrado flingico como del extracto hidroetandlico vs Moniliophthora

SPp-

Moniliophthora spp. Dia2 Dia4 Dia6
% de % de

Muestras inhibicién inhibicién % deinhibicion
Filtrado 12 QD 20 12 2
Extracto 1 (tallo-hojas) 14 33 37
Extracto 2 (Flores) 23 29 27
Control negativo (medio MEA) 0 0 0
Control positivo (Mancozeb) 100 100 100

El porcentaje de inhibicion maximos de Moniliophthora spp. determinado cuando se aplica el filtrado fungico 12 QD
y los extractos vegetales 1 y 2 de Caiophora andina fueron de 20, 37 y 29 % respectivamente

Tabla 3. Porcentaje de crecimiento e inhibicién tanto del filtrado fungico como del extracto hidroetandlico vs Colletotrichum

Pp.

Colletotrichum spp. Dia4 Dia7 Diall

% de % de % de
M uestras inhibicion crecimiento inhibicion
Filtrado 12 QD 38 40 20
Extracto 1 (tallo-hojas) 29 20 1
Extracto 2 (Flores) 24 24 22
Control negativo (medio MEA) 0 0 0
Control positivo (Mancozeb) 100 100 100
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El porcentaje de inhibicién maximo de Colletotrichum spp. determinado cuando se aplica el filtrado fungico 12 QD
y los extractos vegetales 1 y 2 de Caphoira ansina fueron de 40, 29 y 24 % respectivamente,

CONCLUSIONES

En los enfrentamientos dual es se registrd una inhibicidn unicamente con el hongo Phytophthora spp., obteteniéndose
un mejor resultado que el encontrado por Rivas [23], donde los enfrentamientos in vitro realizados tuvieron una
duracion de 16 dias'y en ningn caso se observaron halos de inhibicion, pero s hubo crecimiento de todas la cepas de
Trichoderma spp. como se reporta en bibliografia (Rivas & Pavone, 2010 [23]). Resultados similares fueron
reportados anteriormente, contra Botrytis fabae, para filtrados de cultivos fangicos de Trichoderma in vitro (Espinal,
Huanca, Terrazas, & Giménez, 2010 [7]).

Con respecto a los extractos de plantas, ambos extractos determinaron una inhibicion de los tres hongos
reportados en este estudio, siendo el extracto de flores el de mayor efecto, posiblemente esta actividad inhibitoria del
crecimiento se deba a la presencia de metabolitos secundarios como ser flavonoides, terpenos u otros. Experimentos
con la Caiophora andina, inhibiendo a Fusarium spp. y Aspergillius flavus fueron previamente reportados (Tenorio,
Terrazas, Alvarez, Vila, & Mollinedo, 2010 [26]).

Se realizé € andlisis estadistico del fermento de Trichoderma inhamatum Cepa BOL-12-QD) mediante una
comparacion en dias y extracto de Caiophora andina de Phytophthora spp., Moniliophthora spp. y Colletotrichum
spp. obteniéndose resultados de inhibicion estadisticamente significativos para el fermento de la cepa BOL 12-QD
Trichoderma inhamatum y para los patdgenos Phytophthora spp. y Colletotrichum spp y no asi sobre
Moniliophthora spp. Sin embargo, el porcentaje de inhibicidn estd en el orden del 20 a 40%, lo cual determinaria
quizas futuros estudios para incrementar la cantidad de resultados.

Una inhibicién estadisticamente significativa frente a los tres hongos (Phytophthora spp., Moniliophthora spp. y
Colletotrichum spp.) fue la obtenida con €l extracto de flores por sobre lostallos y hojas.

Los resultados demuestran que la mayor inhibicidon se produce con € filtrado de la cepa BOL 12-QD de
Trichoderma inhamatum, respecto a extracto de Caiophora andina. Esto puede deberse a la presencia de enzimas
como las quitinasas o algin tipo de metabolito secundario, producido por €l hongo. Algo similar fue reportado sobre
Trichoderma inhamatum y la obtencidn de enzimas (Vallgjos, Espinal, Mollinedo, & Terrazas, 2014 [29]). (Paredes,
y otros, 2011 [20]) (Cotes, 2014 [6]) (Gonzdlez, y otros, 2010 [10]).

De las muestras de mazorcas de cacao (Theobroma cacao), se aislaron Moniliophthora spp., Colletotrichum
spp, Fusarium spp, Trichoderma spp y a Phytophthora spp.

Se evalud la capacidad inhibitoria in vitro de la cepa BOL 12-QD Trichoderma inhamatum sobre patdgenos,
determindndose que ésta manifiesta una méxima inhibicion sobre Phytophthora spp. con un porcentaje de inhibicion
del 47 %, sobre Moniliophthora spp. y una inhibicion del 20 % Unicamente al segundo dia, y Colletotrichum spp,
con un porcentaje de 40 % de inhibicion.

Se evalué la actividad bioldgica inhibitoria in vitro de extractos de tallos-hojas y de flores de la Caiophora
andina-. La mayor actividad fue manifestada por el extracto hidroetandlico de flores, a una concentracion de 1
mg/mL sobre los tres hongos patdgenos, Phytophthora spp. Ambos extractos T-H y F mostraron una inhibicién
maxima de 32 % y 38 % respectivamente con Moniliophthora spp y de 37 % y 27 % respectivamente con
Colletotrichum spp y de 29 % y 24 % respectivamente con Phytophthora spp.

Se estudi6 la capacidad biocontroladora (in vitro) de los extractos de filtrados fungicos y de planta sobre hongos
fitopatdgenos, en Mazorcas de Cacao (Theobroma cacao). Por lo que se propone ambos biocontroladores BOL 12-
QD vy extracto de planta para los hongos fitopatdgenos en Theobroma cacao, asi mismo se logré modificar y adaptar
los métodos para la evaluacién de biocontroladores in vitro de origen vegetal, asi como los filtrados de
mi croorganismos.

Recomendaciones

-Redlizar unaidentificacion molecular de los hongos encontrados.

-Redlizar el aidamiento de Monilia in situ en € lugar geogréfico de ataque (Sapecho), dadas las caracteristicas
ambientales de las mismas y |os cambios que puedan ocurrir en €l traslado de las muestras.

-Redlizar la identificacion de los posibles componentes de los extractos de Caiophora andina para determinar qué
componentes estan presentes: carotenoides, glicdsidos (saponinas), glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y
Glucosinolatos, compuestos fendlicos como: flavonoides, antocianinas, taninos, etc.
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-Readlizar mezclas de los extractos de la Caiophora andina, frente los fitopatdgenos aislados.
Realizar mezclas de | os extractos de la Caiophora andina y la cepa BOL 12-QD, frente los fitopatdgenos aislados.
-Desarrollar mas estudios para poder comprobar el comportamiento de |os extractos en campo.
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