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Resumen

En el sector Atusparia, Tocache, de la Regién de
San Martin, Pert, plantas de Theobroma cacao L.
(Malvaceae) clon CCN-51 de dos afios de edad
presentaron, por primera vez en enero de 2010,
sintomas de amarillamiento en hojas, marchitez
y muerte, e internamente obstruccién del sistema
vascular. Para el aislamiento del agente causal,
tejidos enfermos fueron sembrados en placas
Petri que contenian medio papa dextrosa agar
oxitetraciclina, cuyaidentificaciéon fue conbaseenun
analisis morfolégico, microscépico y secuenciacion
de Sanger. Las prucbas de patogenicidad se hicieron
en 7. cacao clon ICS-1 con edad de tres meses,
inoculadas con una suspensién de conidias de 1x107

ufc/mL por dos métodos de inoculacién (Drench al
sueloy puncion en el tallo). La capacidad antagdnica
(micoparasitismo y antibiosis) se determiné iz vitro
con aislamientos de Trichoderma endéfito sobre
el patégeno. En ambos métodos de inoculacién, se
observaron sintomas de marchitez de diferentes
grados de severidad y se confirmé que el agente
causal de la muerte sabita del 7 cacao tue el hongo
Verticillium dahbliae Kleb. El analisis de la secuencia
BLAST revel que el aislamiento tuvo un 100 %
de homologia con las secuencias de V. dahliae en
GenBank. El Trichoderma TE-91 fue identificado
como el micoparasito mas agresivo, debido a que
sus metabolitos inhibieron completamente el
crecimiento micelial del patégeno.

Palabras clave: control bioldgico, endéfito, marchitez, Trichoderma

Abstract

In the Atusparia sector, Tocache, of the San Martin
region in Peru, two-year-old plants of Theobroma
cacao L. (Malvaceae) of the CCN-51 clone showed
for the first time in January 2010, symptoms of
leaf yellowing, wilt and dieback, with an internal
obstruction of the vascular system of the plant. To
isolate the fungus, diseased tissues were cultured
in Petri dishes containing potato dextrose agar
oxytetracycline, and the identification was based on
morphological and microscopic analyses and by the
Sanger sequencing. Pathogenicity tests were carried
out on three-months-old 7 cacao ICS-1 clone plants
and were inoculated with a conidia suspension of
1x107 cfu/mL employing two inoculation methods

(Drench to the soil and stem puncture). Likewise,
the antagonistic capacity (mycoparasitism and
antibiosis) was established 77 vizro with endophytic
Trichoderma isolates on the pathogen. With both
inoculation methods symptoms of wilt of different
degrees of severity were observed and the causal
agent of sudden death in 7. cacao was confirmed
to be the fungus Verticillium dabliae Kleb. BLAST
sequence analysis revealed that the isolate showed
100% homology with V. dabliae sequences in
GenBank. Trichoderma TE-91 was identified
as the most aggressive mycoparasite because its
metabolites inhibited completely the mycelial
growth of the pathogen.

Key words: biological control, endophyte, wilt, Trichoderma
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Introducciéon

El Theobroma cacao L. (Malvaceae) es una especie
vegetal con centro de origen en los bosques
himedos de América del sur; sus granos y
derivados son un insumo bésico para la industria
del chocolate, cosmética y farmacéutica (Zhang &
Motilal, 2016). Las tres principales enfermedades
del 7. cacao que limitan la produccién mundial son
la pudricién parda (causado por Phytophthora spp.),
moniliasis (Moniliophthora roreri) y escoba de bruja
(Moniliophthora perniciosa) (Bailey & Meinharde,
2016). Estos fitopatdgenos son capaces de limitar
significativamente la produccién comercial y
reducir los rendimientos en un 20 %; por ejemplo,
la disminucién de la produccién de 77 cacao en el
2012 se estimd en 1,3 millones de toneladas de
grano seco (Bailey & Meinhardt, 2016). Otra
enfermedad que limita severamente la produccién
en Uganda, Brazil y Colombia es la muerte
repentina del 70 cacao causado por Verticillium

dabliae Kleb (Resende, Flood, & Cooper, 1994).

Las especies V. dabliae y V. albo-atrum son altamente
patogénicas al causar marchitez en mds de 200
especiesde plantas,incluyendo cultivosimportantes
desde el punto de vista econémico (Pegg & Brady,
2002; Schnathorst, 1981). Verticillium dahliae
ocasiona pérdidas en los rendimientos de hasta el
80 %, siendo su control un desafio debido a que su
patogenicidad es altamente variable y por su gran
capacidad de supervivencia (Wang et al., 2016).

Actualmente, no hay un manejo o tratamientos de
biocontrol para las plantas infectadas, ni existen
fungicidas efectivos disponibles para controlar la
marchitez por Verticillium, siendo la prevencién el
tinico método efectivo para evitar pérdidas (Yildiz
& Benlioglu, 2010; Yuan et al., 2017). Las medidas
de control y prevencién actualmente disponibles
no son completamente exitosas cuando se aplican
individualmente. Por lo tanto, la dnica forma de
controlar eficazmente la enfermedad en los campos
agricolas es a través del manejo integrado para
reducir la enfermedad hasta niveles de coexistencia
(Lépez-Escudero & Mercado-Blanco, 2011).

Una estrategia ecolégica prometedora dentro
del manejo integrado de las enfermedades es el
uso de hongos endéfitos del cultivo de interés,
ya que estos son taxonémica y bioldgicamente
diversos, colonizan los tejidos internos de las
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plantas sin causar sintomas visibles y pueden
mejorar el crecimiento y la salud de las plantas,
asi como inducir la produccién de compuestos y
activar algunos genes implicados en respuestas de
defensa de las plantas a factores bidticos y abidticos
(Bae et al., 2009; Bailey et al., 2008; De Souza et
al., 2008; Hanson & Howell, 2004). Entre los
principales endéfitos usados como agentes de
control biolégico, estdn algunas especies del género
Trichoderma, consideradas antagonistas naturales
de fitopatégenos, ampliamente utilizados en la
agricultura, que contribuyen al mejoramiento del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Guédez,
Canizalez, Castillo, & Olivar, 2009; Harman,
2006; Junaid, Dar, Bhat, Bhat, & Bhat, 2013;
Toghueoetal,,2016). En T cacao, recientes estudios
han mostrado que hongos endéfitos pueden limitar
el dafo por M. perniciosa, M. roreriy Phytophthora
palmivora (Bailey et al., 2008; De Souza et al,
2008; Mejia et al., 2008).

En DPerti, personal del Instituto de Cultivos
Tropicales (1CcT) realizé una expedicién en la
regién del Alto Amazonas en el 2008, con el
propdsito de buscar endéfitos coevolucionados
con los patdgenos, obteniendo una coleccién diversa
con 126 aislamientos de Trichoderma de tallos
y hojas (Méarquez et al., 2010). Solo un nimero
pequeno de aislamientos de Trichoderma spp. de
la coleccién ha sido estudiado para determinar
su habilidad endofitica y de biocontrol de los
principales patégenos del cacao (Arévalo, Canto,
Leon, & Meinhardt, 2010a; Arévalo, Canto,
Leon, Meinhardt, & Cayotopa, 2010b; Leon et
al,, 2010a; Leon, Rojas, Rodriguez, Arévalo, &
Mérquez, 2010b).

Verticillium dalhiae no ha sido confirmada en
el Peru, por lo que se procedié al aislamiento del
agente causal a partir de plantas de 7 cacao clon
CCN-51 de dos anos de edad, colectadas en el
sector Atusparia, Tocache, de la Regién de San
Martin, Pert, y que presentaron por primera vez en
enero del 2010 sintomas de amarillamiento de hojas,
marchitez generalizada y muerte, ¢ internamente
obstruccién del sistema vascular. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue identificar y caracterizar
el agente causal de la muerte repentina del 77 cacao
y determinar la capacidad antagénica in vitro de
aislamientos de Trichoderma endéfito sobre el
agente causal.
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Materiales y métodos
Localizacién del experimento

Este trabajo de investigacién fue realizado en
el vivero y en el laboratorio de Fitopatologia de
la Estacién experimental Juan Bernito del 1CT,
ubicado en el distrito de La Banda de Shilcayo,
Provincia y Region de San Martin, Perd, a
76°00'18" O y 06°0028" S, a una altitud de 315
m s. n. m. La temperatura, humedad relativa y
precipitacién media fueron de 25 °C, 73 %y 1.188
mm, respectivamente.

Material vegetal

Para el aislamiento ¢ identificacién del agente
causal se utilizaron muestras de tejidos afectados
con sintomas de muerte y plantas “muerte subita”
caracteristicos de Verticillium, colectadas en enero
del 2010 en una plantacién de cacao CCN-51 de
dos afios de edad del Sector Atusparia, Distrito y
Provincia de Tocache de la Region de San Martin,
Pert. En esta plantacién, el 5% de las plantas
exhibfan sintomas de amarillamiento de hojas,
marchitez generalizada y muerte de la planta. Al
realizar cortes transversales del tallo, internamente se
observé obstruccién vascular en forma de puntos,
mientras que en los cortes longitudinales se
observaron estrfas marrones en el sistema vascular.
Las muestras fueron llevadas al laboratorio de
Fitopatologia del 1CT para realizar su aislamiento
e identificacién.

Aislamiento e identificacion

El aislamiento del agente causal fue obtenido a
partir de tejidos segmentados del tallo, raiz y
cuello de plantas enfermas. Los segmentos fueron
lavados con agua y desinfestados con hipoclorito
de sodio al 1% durante 10 minutos, para eliminar
microorganismos superficiales; ademds, fueron
lavados con agua destilada estéril y colocados sobre
papel toalla para su secado. De cada segmento se
cortaron porciones de 1 cm, que fueron sembradas
en cajas Petri conteniendo medio Papa Dextrosa
Agar con Oxitetraciclina (PDAO), ¢ incubados
por 7 dias a 25 °C (Resende, Flood, & Cooper,
1995). Las placas fueron sometidas a iluminacién

artificial a temperatura ambiente de 28 °C+0,57 °C
y humedad relativa de 70% + 1,71 % durante 10
dias + 1 parafavorecer laesporulacién deloshongos.
La identificacién taxondmica del hongo se hizo
por observacién de las caracteristicas morfoldgicas
macroscdpicas de la colonia (aspecto y coloracién)
y las caracteristicas morfolégicas microscdpicas
(tipo y tamafio de las estructuras vegetativas y de
reproduccidn). Las claves de Barnett y Hunter
(1998), Barron (1968) y Watanabe (2010) fueron
empleadas para la identificacién.

Asimismo, la identificacién del aislamiento se
realiz6 por secuenciacién de Sanger. Para ello, el
aislamiento se cultivd en matraces que contenian
50 mL de caldo papa dextrosa (PDB, 24 g/L) a
25 °C, hasta que el micelio colonize la superficie del
caldo. El micelio fue lavado, filtrado y almacenado
a -20 °C hasta la extraccién del ApDN. El micelio
se trituro en nitrégeno liquido y el ADN se
extrajo utilizando el kit DNeasy PowerPlant Pro
(Qiagen, Alemania), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los partidores ITS1/1TS4
(ITSI: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3; ITS4:
5'-“TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White, Bruns,
Lee, & Taylor, 1990) se usaron para amplificar
el ADN. La mezcla de PCR se prepard usando
PCR Master Mix 2x (Promega, EE. UU.), en un
volumen final de 25 pL que contenia agua Milli-Q,
1x PCR MasterMix, 0,5 uM de cada partidor 5'a 3'
(directo), 5'a 3' (inverso) y 2 ul de ADNc.

La PCR se realizé en un termociclador Techne TC-
412 (Techne). Las condiciones fueron 94 °C por 2
minutos, seguidas de 35 ciclos de 94 °C durante 10
segundos, 54 °C durante 30 segundos y 72 °C por 1
minuto, con una fase de elongacién final de 72 °C
durante 10 minutos. Los amplicones se controlaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
antes de la purificacién, usando el kit de purificacién
QIAquickPcr (Qiagen, Alemania). Losamplicones
se secuenciaron en ambas direcciones, haciendo
uso de la secuenciaciéon de Sanger (GATC Biotech,
Konstanz, Alemania). Las secuencias recortadas y
alineadas con BioEdit Sequene Alignment Editor
(Hall, 1999) se compararon con las accesiones de
V. dabliae en GenBank utilizando la herramienta
Nucleotide BLAST.
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Prueba de patogenicidad

Para la realizacién de la prueba de patogenicidad,
se desarrollé el indculo de V. dalbiae a partir de un
cultivo joven en medio PDAO. Tres discos de medio
colonizado con el hongo (6 mm de didmetro)
fueron colocados en 100 mL de caldo papa con 2%
de dextrosa, ¢ incubado en agitacién a 110 rpm
a temperatura ambiente (27 °C), durante una
semana, para favorecer el desarrollo del hongo. Para
remover el micelio formado y obtener la suspensién
de esporas empleada como indculo, el caldo fue
filtrado a través de cuatro capas de gasa estéril, cuyo
indculo obtenido se ajustdé a una concentracién
de 107 ufc/mL (Resende et al., 1995). Para la
inoculacién del patdgeno se emplearon 40 plantas

procedentes de semillas de 77 cacao ICS-1 de
tres meses de edad (Resende et al., 1994, 1995),
crecidas en suelo estéril contenido en bolsas de
polietileno negro. El suelo fue autoclavado a 121 °C
y 15 Ib/pulg® durante dos dias consecutivos, por
45 y 30 min (Ormeno-Orrillo & Dévila, 1999).
Dos métodos de inoculacién fueron evaluados:
a) via Drench al suelo, se inoculé con 50 mL de
la suspensién de conidias (107 ufc/mL) alrededor
del cuello de la raiz de 20 plantas (Resende et
al., 1995); b) puncién en el tallo, con la ayuda de
una aguja estéril se realizaron heridas en cuatro
puntos en el tallo a una profundidad de 2 mm
(dos sobre la yema de las hojas cotiledonales y dos
sobre la yema de las primeras hojas verdaderas), y
se inocularon 5 pL de suspensién de conidias en
cada herida localizada de 20 plantas (Trapero,

Diez, Rallo, Barranco, & Lépez-Escudero, 2013).
Las plantas fueron mantenidas en el invernadero
del Laboratorio de Fitopatologia del 1CT, a
temperatura de 28 °C £ 0,57 °C, humedad relativa
de70% +£ 5,71 %y condiciones de suelo a capacidad
de campo (Resende et al., 1995).

Por otra parte, se evaludé la severidad de la
enfermedad con una escala de 0 a 6 (Villarroel-
Zeballos, Feng, Iglesias, du Toit, & Correll, 2012),
en la que 0=sin sintomas; 1=entre 0 y 10% de
clorosis o necrosis en la planta; 2=entre el 10 y
el 25% de clorosis o necrosis; 3=entre el 25 y
el 50% de clorosis o necrosis; 4=entre el 50 y
el 75% de clorosis o necrosis; 5S=entre el 75 y el
100% de clorosis o necrosis, y 6 =planta muerta.
El reaislamiento del patégeno se realizd a partir
de secciones (raiz y tallo) de tejidos de las plantas,
en las que se lograron observar los sintomas de la
enfermedad, siguiendo la misma metodologia de
aislamiento descrita con anterioridad.

Trichoderma endé6fito

Los aislamientos de Trichoderma endéfito
(TE) empleados en este estudio son parte de
la colecciéon del 1cT. Diez aislamientos de TE
(tabla 1), con capacidad endofitica (Arévalo et
al,, 2010b) y antagénica contra Moniliophthora
perniciosa, M. roreri y Phytophthora palmivora
(Arévalo et al., 2010a; Leon et al., 2010a, 2010b),
fueron seleccionados para determinar la capacidad
antagdnica contra V. dabliae.

Tabla 1. Origen de aislamientos de Trichoderma enddfitos (TE), aisladas de tallo y hoja de genotipos nativos de
cacao de localidades de la region del Alto Amazonas, Pert, en 2008

N.° Aislamiento Organo Localidad Especie
1 TE-17 Tallo Pastaza 1. brevicompactum
2 TE-22 Tallo Ungumayo T virens
3 TE-50 Tallo Urituyacu T harzianum
4 TE-55 Tallo Urituyacu T harzianum
5 TE-68 Tallo Charupa T harzianum
6 TE-72 Tallo Ungurahui T. atroviride
7 TE-76 Tallo Ungumayo 1. harzianum
8 TE-91 Hoja Charupa 1. asperellum
9 TE-103 Hoja Urituyacu T aggressivum
10 TE-126 Tallo Ungurahui T. atroviride

Fuente: Elaboracién propia

2019 Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria

Sanidad vegetal y

Muerte repentina de Theobroma cacao L. causado por Verticillium dahliae Kleb. en el Perii y su biocontrol in vitro

121

proteccion de cultivos
enero - abril /2019



Muerte repentina de Theobroma cacao L. causado por Verticillium dahliae Kleb. en el Perd y su biocontrol in vitro

proteccion de cultivos

Sanidad vegetal y
enero - abril /2019

Cienc Tecnol Agropecuaria, Mosquera (Colombia), 20(1): 117-132

enero - abril /2019

ISSN 0122-8706 ISSNe 2500-5308

Antibiosis

Metabolitos inhibitorios solubles fueron producidos
en tres caldos de cultivo y la prueba de antibiosis
fue adaptada al mérodo descrito por Bailey et al.
(2008). Los aislamientos de T¥richoderma fueron
sembrados en placas Petri de 90 cm de didmetro,
conteniendo medio de cultivo Extracto Malta Agar
(EMA) e incubados a 25 °C+0 °C durante cinco dfas.
A partir de estos cultivos se obtuvo una suspension
de conidias por adicién de agua destilada estéril
(ADE) a cada placa. Para este ensayo, se utilizaron
tres caldos de cultivo: 1) a base de minimo en
sales (MIN), 2) extracto de malta (CEM) y 3) papa
sacarosa (CPs). Para cada caldo se adiciono 1 mL
de suspensién de conidias (10° UFc/mL-) por
cada 100 mL; fue incubada a 25 °C en agitacién a
110 rpm durante una semana. Los micelios fueron
filtrados a través de una capa de algodén estéril y lo
obtenido fue centrifugado por 20 minutos a 2.500
rpm. El sobrenadante fue conservado a-20 °C hasta
ser utilizado.

Antes de ser incorporado al medio, el filtrado
centrifugado fue colocado en bano Maria a 90 °C
+0 °C por dos horas para inactivar las enzimas;
después, se agregd un volumen igual de medio
PSA con agar solidificado (3 %) en las cajas Petri.
Una rodaja de 4 mm de didmetro de medio con el
patdgeno desarrollado, de una colonia de cinco
dias de edad, fue colocada al centro de la caja
Petri. Se registraron la inhibicién del crecimiento
micelial del patégeno cuando el testigo cubrié toda
la caja (Osorio Herndndez et al., 2016).

Micoparasitismo

Para esta prueba, se utilizé el método de placa
precolonizada, descrito por Bailey et al. (2008). Un
trozo de inéculo de 2,5 x 0,5 cm fue extraido de un
cultivo joven de cada aislamiento de Trichodermay
localizado en un extremo de la placa, conteniendo
medio papa dextrosa agar con oxitetraciclina
(PpAO) precolonizadas por ¥ dabliae. Tres placas
fueron utilizadas como repeticiones. Las cajas
Petri fueron incubadas a 25 °C en oscuridad. Dos
semanas después se realizd el reaislamiento de
los hongos. Un total de ocho muestras (discos de
medio) de cada caja o réplica fueron removidos

con un sacabocado de 5 mm de didmetro, a partir
del punto de donde se sembrd el patdgeno. Estas
muestras fueron localizadas en cajas Petri con
medio PDAO e incubadasa 25 °C en oscuridad; alos
14 dias, se observé el crecimiento de Trichoderma
y el patégeno, y se determiné el porcentaje de
colonizacién del biocontrol 7Tiichoderma sobre
discos de medio con el patégeno.

Anilisis estadistico

Las pruebas de antibiosis y micoparasitismo
fueron establecidas bajo un disefio experimental
completamente al azar (DcA). Diez tratamientos
fueron evaluados y correspondieron a los aislamientos
de Trichoderma endéfitos seleccionados. Tres
repeticiones por tratamientos fueron realizadas.
Los parametros evaluados fueron el porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial y colonizacion
por Trichoderma del micelio precolonizado por V.
dahliae. Los datos expresados en porcentaje fueron
transformados angularmente (arco seno VX), con
cuya transformacion se confirié la normalidad y
homogencidad de varianzas como lo recomendado
por Montgomery (2008), y procesados en el
software estadistico InfoStat, versién 2008 (Di
Rienzo et al., 2008) para realizar el andlisis de
varianza (ANOVA) y las prueba de contraste de
Duncan, con un nivel de significancia de 0,05 %.

Resultados y discusion
Sintomas iz situ

En la figura 1, se presentan los diferentes sintomas
de la muerte repentina en una plantacién de 7
cacao CCN-51 de dos anos de edad, ubicada en el
Sector Atusparia, Distrito y Provincia de Tocache,
Pert. Inicialmente se observaron flacidez, epinastia,
clorosis, necrosis de hojas superiores y, finalmente,
marchitez de toda la planta. Al realizar un corte
transversal de la rama superior, se identificaron
puntos necrdticos del sistema vascular y, en un
corte longitudinal, estrias necréticas, mostrando
ennegrecimiento de los vasos infectados en la
madera. De igual manera, en el corte transversal
de la raiz de plantas afectadas se detectaron anillos
necroticos.
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Figura 1. Sintomas de la muerte repentina del cacao en una plantacién de 7. cacao CCN-51 ubicado en el Sector
Atusparia, Distrito y Provincia de Tocache, Perti. a. Amarillamiento, epinastia y marchitez; b. Decoloracién del
sistema vascular; c. Puntos necréticos en todo sistema vascular; d. Estrias necréticas en un corte longitudinal de
la rama; e. Anillos necréticos en un corte transversal de la raiz.

Identificacion morfoldgica y molecular
de Verticillium

La coloracién de la colonia en medio PpAO fue de
grisdceo a negruzco, debido a la formacién de los
microesclerocios (figura 2a). En el micelio inmerso
al medio y ralo, con la ayuda de un estercoscopio,
se observaron claramente las conidias inmersas en
mucilago como pequenas gotitas de agua. Estas
caracteristicas de la colonia corresponden a las
observadas en el género Verticillium (Barnett &

Hunter, 1998; Barron, 1968).

Los conidiéforos son hialinos, erectos y llevan
una masa de conidias apicalmente en cada fialide
verticilada en 2-3 porciones fértiles (figura 2b). Las
conidias son hialinas, de pared lisa, elipsoidales,
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uniceluladas, no septados, y miden en promedio de
6,7+ 1,4 um x 2,9 um + 0,5 um. En las figuras 2a'y
2c, se observan los microesclerotes inmersos en el
medio de cultivo PDAO, regularmente distribuidos
en toda la colonia, de coloracién marrdn negruzco
en cadenas y agregados, redondeados y de pared
celular delgada. Las caracteristicas de morfologfa
microscépica mencionadas ubican el patdgeno
como perteneciente a la especie de ¥ dalhiae
(Inderbitzin et al., 2011; Watanabe, 2010).

El andlisis de la secuencia BLAST revel6 que el
aislamiento de Verticillium presenté un 100 %
de homologia con las secuencias de V. dabliae
en GenBank (nimero de accesién NCBI:
NR_126124.1 y HQ206718.1) y ¥ longisporum
(HQ206832.1).
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Figura 2. Morfologia macroscépica de colonia y microscépica de estructuras vegetativas y reproductivas de
Verticillium dabliae Kleb. a. Colonia de 15 dias de edad en medio PDA; b. Conidias y fialides verticiladas (40 X);

c. Microesclerocios (40 X).

Patogenicidad

Con los dos métodos de inoculacién se cumplieron
los postulados de Koch y se confirmé que el
agente causal de la muerte repentina de 7. cacao
fue la especie V. dabliae. Tanto el método via
Drench al suelo como la inoculacién de puncién
en tallos utilizando suspensiones de conidios de
V. dabliae fueron capaces de reproducir sintomas
de marchitamiento en 28 plantas jévenes de cacao
inoculadas. Sin embargo, el periodo de incubacién
en las plantas inoculadas por el método via Drench
fue mayor, en el que los primeros sintomas de
flacidez de hojas seguido de clorosis y necrosis
del é4pice de las hojas superiores se observaron

en diez plantas (50%) a los 30 dias después de la
inoculacién (DDI) del patdgeno (figura 3a); diez dfas
después se percibieron los primeros sintomas de
necrosamiento del dreafoliar delashojas superiores
(figura 3b) con una severidad de 55% + 1,70. No
obstante, con el método puncién en tallos, los
primeros sintomas se observaron a los 10 DDI
(figura 3c) en 18 plantas (90 % +2,37), mostrando
sintomas iguales a los del método via Drench. El
avance de la enfermedad fue severo; cuatro dias
después de observar los primeros sintomas, se
prescntc') cpinastia, arrugamiento y necrosamiento
de todas las hojas de la planta (figura 3d), y dos dias
después de esto algunas plantas murieron con una
severidad de 80 % +2,38 % (tabla 2).

Tabla 2. Incidencia y severidad de la muerte repentina del 7. cacao por V. dahliae mediante dos métodos de
inoculacion, en la estaciéon experimental Juan Bernito del 1cT, distrito de La Banda de Shilcayo, Provincia y

Region de San Martin, Pert1, en 2010

.Metodo ,‘%e Periodo de incubacién Incidencia (%) Severidad (%)
inoculaciéon
Via Drench al suelo 30 dias 50+0,42 55B+1,70
Puncién en el tallo 10 dias 90 +0,24 80A +2,38

Nota: Datos promedio de 20 plantas para severidad por cada método de inoculacién. Letras distintas indican diferencias

significativas segtin Duncan (p < 0,05).
Fuente: Elaboracién propia
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En ambos métodos, se realizaron cortes longitudinales
y transversales del tallo, y se identificé la presencia
de estrias y puntos necrdticos respectivamente en
todo el sistema vascular (figuras 3fy g). El patdgeno
se reaislé en medio PDAO a partir de secciones del
tejido del tallo superior, de 10y 18 plantas afectadas
(figura 3i), que se inocularon con los métodos via

Drench y de puncién, respectivamente, y de 12
plantas asintomdticas inoculadas. Se observd
que las plantas que mostraron 80 % de severidad
no fueron capaces de retomar el crecimiento a
diferencia de algunas de las plantas que habian
mostrado ligeros sintomas que si retomaron su
crecimiento.

Figura 3. Sintomas de patogenicidad con V. dahliae en plantas de T. cacao clon ICS-1. Método via Drench al suclo.
a. Marchitamiento; b. Necrosis causada mediante método de puncion en el tallo; c. Clorosis; d. Marchitamiento;
c. Planta sana; f. Tallo mostrando estrias necrdticas; gy h. Puntos necrdticos en el sistema vascular; i. Patégeno

reaislado en medio PDAO (en circulo amarillo).

El presente estudio constituye el primer reporte de
la presencia de la muerte repentina del cacao en
el Pert, que corrobora mediante los postulados
de Koch que ¥ dabliae es el agente causal de la
enfermedad. De las 40 plantas inoculadas con
el patégeno, 50% y 90% mostraron sintomas
caracteristicos de la enfermedad con el método via
Drenchyde puncién en tallos, respectivamente. Esta
enfermedad causada por V. dalhiae fue reportada en
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1965 en Uganda (Emechebe, Leakey, & Banage,
1971; Leakey, 1965), y en Brasil se ha convertido
en un serio problema en los estados de Bahia y
Espiritu Santo, en los que se produce el 85%
del cacao (Resende et al., 1995). Ademas, 7. cacao,
en norte-oriental de Brasil, puede ser considerado
un hospedante favorito para Verticillium, porque
todos los aislamientos brasilefios de 7 cacao fueron
patogénicos y destructivos (Resende et al., 1994).
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En este estudio, la infecciéon de V. dabliae fue
estudiada en plantas de cacao de tres meses de edad
del genotipo ICS-1, con los métodos via Drench
y de puncidn en el tallo, cuyos primeros sintomas
se observaron a los 30 dias por via Drench; por el
contrario, Resende et al. (1994) reportaron los
primeros sintomas a los 20 dias y al término
de los 36 dias el indice de enfermedad fue mas
alto, causando una marchitez en un nimero
pequeno de plantas clon ICS-1. Probablemente
esta diferencia de dias se deba a las condiciones
climiticas, temperatuta de 28 °C+0,57 °C y
humedad relativa de 70%+5,71%, que fueron
distintas a las reportadas por Resende et al. (1994)
a25°C+2°Cyhumedad relativa 60 % + 10 %. Sin
embargo, el progreso de la enfermedad fue rapido
y presentaron sintomas mds severos en 90% de
pldntulas inoculadas por puncién, lo que concuerda
con lo reportado por Resende et al. (1995), quienes
emplearon el mismo método de inoculacién,
concentracion de indculo y plantas ICS-1, y los
primeros sintomas se observaron a los 10 dias, lo
que probablemente muestra que el patégeno aislado
de Pert tenga el mismo comportamiento que el de
Brasil. Ademds, con el reaislamiento del patégeno
se cumplieron los postulados de Koch y se indicé su
distribucidn interna dentro de la planta.

De la misma forma, Trapero et al. (2013) sefialan
que la inoculacién con inyeccién de tallos en
pléntulas jévenes (40 dias de edad) de olivo fue el
método de inoculacién mds eficaz para comenzar
el proceso de selecciéon de genotipos de olivo
resistentes al marchitamiento de Verticillium,
constituyéndose en un método eficaz para ahorrar

trabajo, espacio y recursos. Este método también
fue utilizado para aislamientos de V. dabliae de
cacao en Abelmoschus esculentus Medik y Gossypium
hirsutum L. (Malvaceae), que indujo sintomas
similares sobre pléntulas de 7. cacao inoculadas
artificialmente (Emechebe et al., 1971).

Capacidad antagoénica de Trichoderma
enddfitos hacia V. dabliae

En la prueba de antibiosis, los aislamientos
de Trichoderma endéfitos de cacao fueron
diferentes en su habilidad para impedir el
crecimiento micelial de ¥ dabliaze en medio
PSA con mezclas de metabolitos inhibitorios
(tabla 3). Los metabolitos obtenidos en cps
tuvieron mayor efecto en la inhibicién micelial
(29,1%) de V. dabliae, seguido por MIN (22,2%)
en comparacién con los metabolitos obtenidos en
CEM, que exhibieron el menor porcentaje (16,6 %).
De acuerdo con los datos promedios de los medios
de cultivos, los metabolitos de los aislamientos TE-
91, TE-17 y TE-126 impidieron el crecimiento
del patégeno con un 66,5%, 552% y 51,9 %,
respectivamente, en comparaciéon con los demds
aislamientos que inhibieron menos del 17,2%. En
la figura 4, se observa que los metabolitos obtenidos
del aislamiento TE-91 en caldo MIN impidieron
completamente el crecimiento micelial de ¥
dabliae, seguido de TE-17 con 77,2% y 75,0 % en
CPS y CEM, respectivamente; TE-126 con 72,8 % y
70,5 % en CPSy CEM, respectivamente, y TE-22 con
443 9% en MIN. Los demas aislamientos tuvieron un
bajo porcentaje de inhibicidén, menor a 13,5 %.

Figura 4. Inhibicion del crecimiento micelial de V. dahliae con metabolitos inhibitorios solubles de Trichoderma

endéfito.
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Tabla 3. Efecto de metabolitos inhibitorios de aislamientos de T7ichoderma endéfito obtenidos en tres caldos
de cultivo en el porcentaje de inhibiciéon micelial de V. dabliae

Tratamientos MIN CPS CEM Promedio
TE-17 1356 |[£|097 | c | 7727 |+| 0,69 | B |7502|%| 2,74 | a 55,28 B
TE-22 4434 | £359| B 514 |+| 1,21 |cp| 2,30 |+ | 0,36 | BC 17,26 C
TE-50 11,59 |+ (2,60 |cpE| 687 |+| 1,93 |cp | 1,46 |+ | 1,36 | cD 6,64 D
TE-55 836 |£|155| pE | 608 |+| 094 |cp| 2,51 |+]| 0,85 | BC 5,65 D
TE-68 836 |+|140 |cpE| 420 |+| 045 |cp| 2,72 [+| L15 | BC 5,09 D
TE-72 555 |£|073| E | 1025 |+| 0,75 | ¢ | 3,34 |+| 1,69 | BC 6,38 D
TE-76 878 |+ |123 |cpE| 485 |+| 062 [cp| 198 |+| 1,28 | BCD 5,21 D
TE-91 100,00 | £] 0,00 | A 99,50 |+]| 0,19 | D | 0,00 | £| 0,00 D 66,5 A
TE-103 864 |+|277|cpE| 3,92 |[+| 050 | o | 605 |+ | 1,16 B 6,20 D
TE-126 1243 |+ | 1,52 | cp | 72,89 || 1,09 | B |70,56 |+ | 1,95 A 51,96 B

Promedio 22,2 B 29,1 A | 16,6 C

Nota: MIN: Caldo a base de sales minerales; cps: Caldo papa sacarosa; CEM: Caldo extracto de malta. Promedios seguidos por letras

distintas indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prucba (Duncan p <0,05). Valores a la derecha de la media

indican el error estandar.
Fuente: Elaboracién propia

Enla prueba de micoparasistismo, el ANOVA mostré
diferencias significativas entre los aislamientos de
Trichoderma endéfito (p=0,05) en la colonizacién
de V. dahliae (figura 5), siendo los aislamientos
TE-91 y TE-126 los micopardsitos mds agresivos
de ¥ dabliae con 100% de colonizacién sobre el
patdgeno, seguidos de TE-68, TE-72 y TE-76, con
80%,70 %y 87 % de colonizacidn, respectivamente,
en comparacién con los aislamientos TE-17, TE-
22, TE-50y TE-55, que colonizaron a ¥ dabliae en

porcentajes menores a 30 %.
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La antibiosis, la produccién de compuestos
antimicrobiales, el micoparasitismo y la alimentacién
de un hongo por otro organismo son algunos de
los mecanismos de las especies de Trichoderma
que brindan proteccién a las plantas contra sus
patégenos (Junaid et al., 2013; Martinez, Infante,
& Reyes, 2013). La colonizacién y la produccién de
metabolitos inhibitorios solubles de aislamientos
de Trichoderma endéfito obtenidos de diferentes
caldos variaron en su habilidad para micoparasitar
e inhibir el crecimiento micelial de ¥V dabliae en
medio PSA, respectivamente, lo que concuerda
con lo reportado por Bailey et al. (2008), cuyos
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Figura 4. Inhibicion del crecimiento micelial de V. dahliae con metabolitos inhibitorios solubles de Trichoderma

endéfito.

aislamientos de Trichoderma variaron en gran
medida en su capacidad para producir compuestos
inhibidores de M. roreri y en sus capacidades
para parasitarlo. En este estudio, Trichoderma
asperellum (TE-91) resultd ser el micopardsito mas
agresivo que colonizé e inhibié completamente el
crecimiento micelial del patégeno. Probablemente
se deba a una accién combinada entre metabolitos
secundarios como terpenoides, que libera esta
especie de  Trichoderma hacia el patdgeno,
inhibiendo la germinacién, y las interacciones
sinérgicas de enzimas hidroliticas como quitinasas,
glucanasas y proteasas que degradan la pared
celular del patégeno hasta ocasionar su muerte
(Lorito, Farkas, Rebuffat, Bodo, & Kubicek, 1996;
Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998; Zecilinger,
Gruber, Bansal, & Mukherjee, 2016). Asimismo,
aislamientos de especies de Trichoderma han
sido reportados como biocontroladores de ¥/
dalhiae (Carrero-Carrén et al., 2016; Gao, Jun,
Pan, Wu, & Zhang, 2007; Jabnoun-Khiareddine,
Daami-Remadi, Ayed, & El Mahjoub, 2009;
Meng, Tang, Huang, Ye, & Kan, 2007) vy
Phytophthora megacarya (Mbarga et al., 2014).
Ademas, los caldos de cultivo tienen influencia
en la produccién de metabolitos inhibitorios

como péptidos no ribosémicos (peptaibidticos,
sideréforos y dicetopiperazinas), como la gliotoxina
y la gliovirina, los policétidos, terpenos, pironas y
metabolitos de isociano, que varfan con la especie
de hongo y condiciones ambientales (Zeilinger
et al., 2016). Los metabolitos de los aislamientos
TE-17, TE-91 y TE-126 obtenidos en caldo
papa sacarosa fueron los que mads inhibieron el
crecimiento micelial de V. dabliae y pertenecen a
las especies de T. brevicompactum, 1. asperellum y
1. atroviride, respectivamente. Al mismo tiempo, el
TE-126 resulté también ser un micopardsito muy
agresivo, a tal punto que no pudo ser recuperado
el patédgeno. Trichoderma atroviride, reportado
como un micoparésito, responde a un niimero de
estimulos externos, produce enzimas hidroliticas
en presencia de un hospedante fungal y se enrolla
alrededor de la hifa del hospedante (Harman,
2006). De la misma forma, Degenkolb, Grifenhan,
Nirenberg, Gams y Briickner (2006) analizaron
la formacién de antibiéticos polipéptidos a partir
de cuatro aislamientos de 1. brevicompactum,
seleccionados por su potencial antagonista contra
la muerte regresiva. Los aislamientos TE-50, TE-
55, TE-68 y TE-76, pertenecientes a la especie 7.

harzianum, fueron los que menor inhibieron el
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crecimiento micelial del patégeno en la prueba
de antibiosis; sin embargo, TE-68 y TE-76
resultaron ser micopardsitos agresivos. Bailey et al.
(2008) indican que aislamientos de 7. harzianum
tienden a tener de moderada a baja actividad
de antibiosis, y de moderada a alta actividad de
micoparasitismo. Esto probablemente se debe a la
formacién paralela de enzimas hidroliticas, junto
con un grupo de antibiéticos polipéptidos que
activan la membrana, llamados peprabidticos,
cuya accidn sinérgica induce un papel importante
en micoparasitismo entre 1. harzianum y su
hospedante fungal (Lorito et al.,, 1996; Schirmbéck
etal., 1994).

La seleccién de las cepas de Trichoderma con buena
capacidad enddfitica, ademds de otros atributos
tales como micoparisitismo, antibiosis o resistencia
inducida, puede mejorar en gran medida las
posibilidades de desarrollar estrategias de control
biolégico de las enfermedades del cacao (Bailey et
al, 2008).

Conclusiones
Se reporta por primera vez en el Pert la presencia
de la especie V. dabliae, produciendo la muerte

repentina o subita del cacao. Metabolitos extraidos
de los aislamientos de Trichoderma endéfito en
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caldo cPs tuvieron mayor efecto en la inhibicién
micelial de V. dabliae. El aislamiento TE-91 en
MIN y CPS presentaron muy buena capacidad de
biocontrol iz vitro por su habilidad para inhibir
completamente el crecimiento micelialde V. dabliae,
seguido de TE-17 y TE-126 obtenidos en cps y
CEM, respectivamente. Asimismo, los aislamientos
TE-91 y TE-126 fueron los micoparasitos mads
agresivos para la especie V. dabliae. Estos resultados
indican que el uso de Trichoderma podria ser una
alternativa bioldgica a considerar en el manejo
integrado de la enfermedad.
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