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RESUMEN

Las levaduras son microorganismos poco conocidos que cuentan con potencial para su uso como
alternativas sostenibles de biocontrol. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la capacidad
biocontroladora de levaduras aisladas del Parque Nacional Ichigkat Muja-Cordillera del Condor frente
a Moniliophthora roreri, agente causal de la moniliasis en el cacao (Theobroma cacao L.).

Se emplearon dos métodos para evaluar dicha capacidad: Método N°01 (Ensayo de confrontacion
dual), basado en la posible emision de compuestos volatiles, y Método N°02 (Ensayo de confrontacion
directo), basado en la interaccion fisica de ambos microorganismos.

Los resultados mostraron que existen levaduras que ejercen un efecto inhibitorio significativo sobre el
desarrollo de M. roreri, cuyo resultado de inhibicién varia segin el método usado y la cepa de
procedencia del patogeno (Cusco, Bagua e Iquitos).

En el método de contacto indirecto, las especies M. guilliermondii (EGZ-01, EGZ-23, EGZ-33, EGZ-
41, EGZ-53), Kwoniella heveanensis (EGZ-64) y Wickerhamomyces edaphicus (EGZ-38) alcanzaron
porcentajes de inhibicion de hasta 99.87%, por posible emision de compuestos organicos volatiles.

Por otro lado, en el método de contacto directo, se registraron areas minimas de crecimiento del hongo
patogeno de hasta 47.20 mm? al interactuar con las especies M. guilliermondii, W. edaphicus y Candida
sp. (EGZ-03). Se deduce como posible mecanismo de accion fue la competencia por nutrientes y
espacio, ademas de la produccion de enzimas hidroliticas y micoparasitismo.

Por ultimo, las levaduras que lograron inhibir la germinacion de las esporas del patdégeno fueron M.
guilliermondii (EGZ-01, EGZ-33, EGZ-41, EGZ-53 y EGZ-63), Candida sp. (EGZ-03), W. edaphicus
(EGZ-38), siendo la especie M. guilliermondii la que llegd a inhibir hasta el 100% las esporas del
patogeno.

Ademas, se observaron levaduras que tuvieron efecto en ambos métodos, lo que indica que dichas
levaduras pueden ejercer mas de un mecanismo para la inhibicion de crecimiento micelial como M.
guilliermondii y W. edaphicus (EGZ-38).

Los resultados evidencian el potencial de las levaduras como agentes de biocontrol frente a M. roreri.
Sin embargo, es fundamental profundizar en la caracterizacion de los mecanismos de accion
involucrados y validar el efecto bajo condiciones de campo.

Palabras clave: Biocontrol, levaduras, Moniliophthora roreri.



ABSTRACT

Yeasts are little-known microorganisms that have potential for use as sustainable biocontrol
alternatives. The present study aimed to evaluate the biocontrol capacity of yeasts isolated from
the Ichigkat Muja-Cordillera del Condor National Park against Moniliophthora roreri, the
causative agent of moniliasis in cacao (Theobroma cacao L.).

Two methods were used to evaluate this capacity: Method No. 1 (Dual Confrontation Assay),
based on the potential emission of volatile compounds, and Method No. 2 (Direct Confrontation
Assay), based on the physical interaction of both microorganisms.

The results showed that some yeasts exert a significant inhibitory effect on the development of
M. roreri, with the inhibition rate varying depending on the method used and the strain of origin
of the pathogen (Cusco, Bagua, and Iquitos).

In the indirect contact method, the species M. guilliermondii (EGZ-01, EGZ-23, EGZ-33, EGZ-
41, EGZ-53), Kwoniella heveanensis (EGZ-64), and Wickerhamomyces edaphicus (EGZ-38)
achieved inhibition percentages of up to 99.87%, due to potential emission of volatile organic
compounds.

On the other hand, in the direct contact method, minimum growth areas of up to 47.20 mm?2 of
the pathogenic fungus were recorded when interacting with the species M. guilliermondii, W.
edaphicus, and Candida sp. (EGZ-03). Possible mechanisms of action are inferred to be
competition for nutrients and space, in addition to the production of hydrolytic enzymes and
mycoparasitism.

Finally, the yeasts that successfully inhibited pathogen spore germination were M.
guilliermondii (EGZ-01, EGZ-33, EGZ-41, EGZ-53, and EGZ-63), Candida sp. (EGZ-03), and
W. edaphicus (EGZ-38), with M. guilliermondii inhibiting up to 100% of pathogen spores.
Furthermore, yeasts were observed to be effective in both methods, indicating that these yeasts
can exert more than one mechanism for inhibiting mycelial growth, such as M. guilliermondii
and W. edaphicus (EGZ-38).

The results demonstrate the potential of yeasts as biocontrol agents against M. roreri. However,
further characterization of the mechanisms involved and validation of their effect under field
conditions is essential.

Keywords: Biocontrol, yeasts, Moniliophthora
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es cultivado en regiones tropicales. El cacao peruano es
reconocido a nivel internacional debido a sus caracteristicas organolépticas, siendo el Pert el
octavo productor mundial de cacao en grano, representando el 1.7% de produccion mundial y
el tercer productor a nivel de América del Sur debido a las condiciones climaticas favorables
de produccion como la Amazonia (1). Su cultivo se concentra en 7 de los 16 departamentos del
pais que representan el 96% de la produccion total como lo son: San Martin, Junin, Cusco,
Ucayali, Huanuco, Ayacucho y Amazonas. La produccion nacional de cacao viene aumentando
desde hace 12 afios a una tasa de crecimiento promedio anual del 14% (2). A nivel nacional,
existen 100.000 pequenios productores en 20 regiones del pais que se dedican a su cultivo. En
el departamento de Amazonas, la produccion del cacao representa el 5% de produccion nacional
que se comercializa a través de cooperativas, comités, o productores no asociados (3). La mayor

parte de la produccion ocurre en las provincias de Bagua, Utcubamba y Condorcanqui (4).

Durante la década ochenta e inicios de los noventa, fue donde el cultivo de cacao en Pert se vio
afectado por distintos factores como la caida del precio internacional del cacao y la
diseminacion de enfermedades (5). Entre las enfermedades destacan la moniliasis, cuyo agente
causal es Moniliophthora roreri, el cual fue detectado en Pert desde 1988; asimismo, la escoba
de bruja es otra enfermedad causada por M. perniciosa. Ambas enfermedades causan grandes
pérdidas de produccion. Actualmente, las principales causas de su bajo rendimiento y calidad
nutricional del fruto radican en el mal manejo de plantaciones como las distancias de siembra,
poco manejo agrondmico, poca fertilizacion y alta incidencia de enfermedades. El patogeno
(Moniliophthora roreri) infecta a los frutos jovenes menores de dos meses, pueden o no
presentar sintomas, pero en cuanto alcanzan la madurez evidencian decoloracion acuosa y
grasienta (hidrosis), tumefaccion y necrosis. Su etapa finaliza con el recubrimiento de una masa
blanca de esporas y, momificacion del fruto. Un fruto infectado produce hasta 144 millones de

esporas que pueden sobrevivir hasta siete meses, siendo un peligro inminente de contaminacion
(6).

Diversas investigaciones se han centrado en la evolucion y el desarrollo de métodos alternativos
que permitan controlar de manera eficiente y ecoldgica la incidencia de la moniliasis. Entre
dichas estrategias, resalta la identificacion de microorganismos de interés agricola,
particularmente levaduras epifitas presentes en ambientes naturales y agricolas (7). Se ha
observado que algunas de estas levaduras poseen una notable capacidad de biocontrol frente a

patdgenos como el causante de la moniliasis del cacao (8). Asimismo, ciertos organismos



antagonistas son capaces de generar metabolitos secundarios, tanto volatiles como difusibles,
que limitan el crecimiento del patégeno (9). Desde esta perspectiva, las levaduras se proponen
como agentes de biocontrol prometedores, representando una alternativa mas economica,
segura y ambientalmente sostenible. Ademas, presentan un elevado potencial competitivo
debido a su capacidad para liberar toxinas asesinas, secretar enzimas hidroliticas y resistir

condiciones ambientales extremas (10).

El estudio se realizara con levaduras provenientes del Parque Nacional Ichigkat Muja —
Cordillera del Condor (PNICC) ubicado en la provincia de Condorcanqui en el departamento
de Amazonas con una extension de 88, 477 hectareas, que se caracteriza por ser un bosque
tropical estacional y tiene una vegetacion dominante que varia con las gradientes altitudinales;
Las levaduras identificadas fueron aisladas de 3 parientes silvestre de cultivo de cacao

Theobroma cacao L., Theobroma bicolor y Herrania nycterodendron (11).

Asi, el objetivo de este estudio se enfoca en determinar la actividad antagonica de aislados
epifiticos de levaduras ya identificadas morfologica, fenotipica y genéticamente, para evaluar

su efecto ante Moniliophthora roreri, la principal enfermedad del cultivo de cacao en el Pert.



HIPOTESIS

Dado que Moniliophthora roreri es un fitopatogeno de gran impacto que conlleva pérdidas
econdmicas en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) y que las levaduras aisladas a nivel
epifitico representan la primera linea de defensa del cultivo, es posible que las cepas aisladas
presenten actividad biocontroladora contra el patégeno e inhiban significativamente el area de
crecimiento micelial y la germinacion de esporas a través de la produccion de compuestos

volatiles o la interaccion directa con el patdgeno.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad in vitro antagénica de cepas de levaduras nativas del Parque Nacional
Ichigkat-Muja-Cordillera del Condor frente Moniliophthora roreri agente causal de la

moniliasis del cacao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar el ritmo de crecimiento micelial de Moniliophthora roreri de procedencia Bagua,
Cusco e Iquitos a través de dos métodos: concentracion ajustada a ODesoonm=0.5 y disco de

7 mm de didmetro para asi establecer el periodo 6éptimo de evaluacion.

Comparar la respuesta inhibitoria del crecimiento micelial de Moniliophthora roreri entre
el Método N°01 (Ensayo de confrontacion dual) y Método N°02 (Ensayo de confrontacion

directa), comprobando los posibles mecanismos de cada especie.

. Determinar si la respuesta de inhibicion de crecimiento micelial de Moniliophthora roreri

depende intrinsecamente de la cepa de procedencia del patdégeno.

Identificar las levaduras con mayor efecto biocontrolador en el Método N°01 y Método

N°02

. Evaluar el efecto en la germinacion de esporas en el Método N°01 (contacto indirecto).

Seleccionar cepas de levaduras con capacidad de control bioldgico frente a Moniliophthora

roreri.



VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1

Variables establecidas

Variables independientes

Variable

Indicador

Patégeno (Moniliophthora

roreri)

Origen del hongo (Bagua,

Cusco e Iquitos)

Ensayo de biocontrol

Método N°01 (Ensayo de
confrontacion  dual) vy
Método N°02 (Ensayo de

confrontacion directa)

Levaduras con supuesto

potencial de biocontrol

Especie de levaduras

Periodo de evaluacion

15 dias

Variables dependientes

Crecimiento micelial

Area de crecimiento (mm?)

Germinacion de esporas

Esporas/placa




CAPITULO 1



1. Marco tedrico

1.1. Cacao (Theobroma cacao L.)

1.1.1.

Clasificacion taxonémica

Existe un gran numero de parientes silvestres de cultivo de cacao en el mundo, lo
cual es importante para la agricultura, ya que permite establecer estrategias de
conservacion, programas de mejoramiento de cultivos y tener variedades de
cultivos domesticados. A nivel de Latinoamérica, Colombia presenta mayor
diversidad y distribucion de parientes silvestres del cacao. Dentro de ellas se
encuentra el género Theobroma y Herrania. La diversidad genética de cacao
silvestre esta compuesta por 22 especies en Theobroma,y 21 especies en Herrania.
Dentro de las cuales la especie de 7' cacao y T. bicolor son las mas similares en

rasgos agrondmicos (12).

Ademas, se lograron identificar ecotipos a nivel de Latinoamerica, clasificados a
partir del germoplasma del cacao, siendo los grupos genéticos: Marafion, Curaray,
Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana, Amelonado, Purts, Nacional y Guiana (13).
En Perti, existen 3 cultivares de cacao nativo siendo: cacao "Chuncho’, "Cacao
Amazonas Peri” y ‘Blanco Piurano’. Su sistema de clasificacion del cacao es la

siguiente:

e Reino: Plantae

e Tipo: Magnoliophyta

e C(Clase: Magnoliopsida
e Orden: Malvales

e Familia: Sterculiaceae
e Género: Theobroma

o Especie: Cacao L (14).



1.1.2.

Importancia economica y social del cultivo

El comercio de Theobroma cacao L. es de gran importancia a nivel nacional y
dentro de América Latina y el Caribe ya que constituye una de las fuentes o materia

prima para diversos productos de la industria farmacéutica, alimentaria e industrial
(15).

Los departamentos de San Martin, Amazonas y Cajamarca representan el 58% de
la produccion nacional. Segin PROMPERU el Pert es el segundo exportador
mundial del cacao organico. En el departamento de Amazonas tiene una

participacion de mas del 30 % de la produccion nacional (16).

Figura 1
Principales nodos de produccion del cacao

FIGURA 7. PRINCIPALES NODOS DE
PRODUCCION DEL CACAO
(% de la produccion nacional en TM, campana 2013-2014)
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Nota: Ministerio de Comercio Exterior y Turismo (16).



1.1.3.

El cultivo inicia su produccion al tercer afio. A pesar de ser productivo hasta los 45
afios, su maximo rendimiento se encuentra entre 8 y 10 afios. Al afio se realizan dos

cosechas: principal e intermedia (16).

Segtin el World Integrated Trade Solution, el comercio de cacao y su exportacion
presentan un crecimiento estable. En el afio 2023 Pert export6 71 271,8 toneladas
de la materia prima valorizado en 224,98 millones de dolares (17). Para inicios del
afio 2024 a finales las exportaciones aumentaron un 203% alcanzando 1189

millones de dolares (18).
Principales enfermedades que afectan al cultivo de cacao

Destacan tres enfermedades como la moniliasis causado por los basidiomicetos
Moniliophtora roreri'y M. perniciosa, ademas de la mancha negra provocado por

oomiceto Phytophthora sp (19).

Figura 2

A) Moniliasis, B) Mancha Negra, C) Antracnosis, D) Mal de machete, E) Bubas, F)

Pudricion de raiz.

Nota: Alamy (20).



1.1.4.

Mecanismos de ensamblaje del microbioma de la filosfera

La filosfera es el area més propensa a la invasion de patégenos debido a la baja
disponibilidad de agua y nutrientes, exposicion ultravioleta y las fluctuaciones de
temperatura; ademas de factores ambientales como la interaccion de viento, lluvia
e insectos. La filosfera alberga diversos taxones microbianos que ejercen un papel
positivo o negativo en el hospedante. Su mecanismo de defensa indirecto hacia la
planta huesped se manifiesta o con la interaccién entre microbios, modulacion de
metabolismo y activacion de la inmunidad vegetal (21), teniendo asi un fuerte
efecto sobre el desarrollo microbioma de la filosfera entre patdgenos y no
patégenos, como la cepa de Sphingomonas, que compite por aziicares como
glucosa, fructosa y sacarosa, limitando el desarrollo de P. syringae (22). Por otro
lado, también puede secretar exdgenamente metabolitos secundarios que pueden
promover o inhibir sus actividades microbianas, metabolitos como 3-metilbutan-1-
ol producido por Enterobacter cloacae, inhibiendo el desarrollo de Botrytis cinerea

(23).

1.2.  Moniliophthora roreri

1.2.1.

Clasificacion taxonomica

También se le conoce como mancha, paludismo o polvillo. Su agente causal es la

Moniliophthora roreri.

De acuerdo a National Center for Biotechnology Information, la clasificacion de M.

roreri es la siguiente:

e Reino: Fungi

¢ Filo: Basidiomycota

e C(Clase: Agaricomycetes

e Subclase: Agaricomycetidae
e Orden: Agaricales

e Familia: Marasmiaceae

e Género: Moniliophthora

o Especie: M. roreri (24).
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1.2.2.

Origen y distribucion de la enfermedad

Hasta el afio 1950, la enfermedad moniliasis fue reportada en Colombia, Ecuador y
el oeste de Venezuela (25). En Perq, fue reportado inicialmente en el norte en el afo

1988, por el sur en 1998 (14).

Figura 3
Distribucion mundial de la moniliasis del cacao mostrando el afo de incidencia de la
enfermedad
- -~ J v & ’;

1.2.3.

Chiapas 2003

Gustemals 1977

Honduras 1987
Nicaragua 1980

V4
Costa Rica 1978 Panamd 1944
Colombla <1881

Ecuador <1912

Perid 1989

Bolivia2012 ™

Nota: Pérez (26).
Morfologia

Su colonia es de aspecto lanudo, algodonoso de color salmon, tiene hifas hialinas,
de paredes delgadas, septadas e irregulares. Tiene conidioforos ramificados que dan
cadenas de conidias de maduracion basipeta de pared gruesa, amarillo péalido.
También se encuentran conidias cilindricas de paredes delgadas. Tiene dos formas
de germinacion a través del poro germinativo o directamente a través de su pared

7).

Las esporas viejas desarrollan paredes gruesas y se tornan oscuras, y marcan el
inicio de la fase de dormancia. El tubo germinativo presenta en el extremo distal

una estructura similar a un apresorio y la hifa infectiva (28).
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Figura 4

Estructura morfoldgica de M. roreri (A) Micelio septado. (B) Esporas de tipo globosa

Nota: Arbelaez (29).

1.2.4. Sintomas

En los primeros estadios florales es donde las mazorcas son mas propensas a la
infeccion del basidiomiceto, que se evidencia primero como pequefias
protuberancias y zonas claras, luego se extiende una mancha café y llega cubrirse
de un manto blanco siendo el micelio del hongo. Luego de 3 a 7 dias emergen
esporas de color crema que son disipadas por viento o lluvias. En frutos de 3 meses
presentan maduracién prematura, marchitez, secamiento, deformaciones y puntos
verdes oscuros. Los primeros sintomas aparecen entre 15 — 20 dias luego de haber

sido infectados (30).

Figura 5
Estructuras microscopicas de Moniliophthora roreri (A) micelio con septo doliporo; (B)

micelio dicaridtico con septo doliporo; (C) meiosporas

Nota: Suarez; Hernandez (28).
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Por otro lado, en frutos maduros se evidencia la infecciéon como puntos aceitosos,
falsa maduracion parcial, manchas cafés extendidas sobre todo el fruto similar a
Phytophthora sp. Pero se diferencia por presentar borde irregular cubierta de una

masa blanca de micelio y esporas algodonosas (31).

Figura 6
Evolucion de sintomas de la moniliasis (A) frutos jovenes con protuberancias o gibas;
(B) y (D) sintomas de puntos aceitosos; (C) y (E) configuracion de mancha; (F)

crecimiento del area necrosada o mancha

Nota: Suarez; Hernandez (28).
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Figura 7

Sintomas internos de la moniliasis en mazorcas de cacao (A) y (B) puntos necroticos; (C)

1.2.5.

pudricion acuosa de la mazorca

Nota: Suarez; Hernandez (28).
Ciclo de la enfermedad

En las éareas productoras de cacao, el patogeno Moniliophthora roreri empieza en
frutos contaminados, en plantaciones donde no se da un adecuado manejo
agronomico, como arboles sin poda y libre crecimiento, que favorecen un
ecosistema hiimedo y oscuro (32). A través de las mazorcas contaminadas, las
conidias son diseminadas por el viento y la lluvia. Segiin Sanchez et al, el ciclo
inicia desde la liberacion y diseminacion de esporas favorecida por humedad
relativa baja (época seca), temperatura mayor a 26°C y lluvias intensas (33). A partir
de la dispersion de las hifas infectivas se penetran sobre el fruto, germinan si hay
agua o mueren si no hay humedad suficiente, a través de las células del parénquima
cortical crecen en las células del cortex, reproduciéndose tanto dentro como fuera
de la mazorca se dirigen hacia el mesodermo y semillas (34). El tiempo de infeccion
varia de 3 a 8 semanas dependiendo de la edad del fruto, ya que en frutos tiernos el
periodo de incubacion es de tres semanas. Sin embargo, la infeccion se evidencia a
partir de la presencia de puntos aceitosos de 0.2 cm que van aumentando de tamatfio,
luego de 2 a 3 meses las manchas aceitosas color café producen protuberancias en
las mazorcas, hasta que finalmente las esporas infectivas invaden el fruto

observando un micelio blanco (35).
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Figura 8

Ciclo de vida de Moniliophthora roreri en cacao
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Nota: Sanchéz; Garcés (33).
1.3. Estrategias de control
1.3.1. Métodos convencionales

e Control cultural. El material genético y manejo de cultivos forman parte del
manejo agroecoldgico. Es importante ademas tomar en cuenta las medidas que
se deben tomar para evitar la propagacion de plagas como la rotacion de
cultivos, eliminacion de cultivos enfermos, uso de viveros, esterilizacion del

suelo, termoterapia, aplicacion de radiaciones

e Control quimico. Se recomienda usar sustancias quimicas inorganicas, también

la fumigacion del suelo y semillas (36).



1.3.1.1. Limitaciones de los métodos convencionales (cultural y quimico)

1.3.1.1.1.

1.3.1.1.2.

1.3.1.1.3.

Impacto ambiental y en la salud

El uso de plaguicidas ha significado por un tiempo hasta la actualidad una
ayuda para el manejo de cultivos, sin embargo, diversos estudios nos indican
que el uso de compuestos organofosforados compromete y pone en riesgo los
cultivos agricolas, ademas, se ha convertido en un peligro para los sistemas
bioticos (animales y plantas) y abidticos (suelo, agua y aire). Ademas de

comprometer la salud mediante intoxicaciones o efectos carcinogénicos (37).
Resistencia y resurgencia de plagas

La incidencia sobre las plagas hace que estas tengan resistencia genética, ya
que al ser unas moléculas pesadas para su metabolismo, provoca que dichos
microorganismos desarrollen resistencia a las familias quimicas debido a las

fuerzas evolutivas (seleccion artificial) (38).
Degradacion del suelo

A largo plazo, dichos compuestos alteran la estabilidad del suelo, llegando a
la acumulacion de sales y sustancias toxicas. Ademds, de disminuir la
capacidad de retener agua y nutrientes, afectando la actividad biologica de
organismos beneficiosos que son los encargados de descomponer la materia

organica para reciclar nutrientes (39).

1.3.2.  Control bioldgico

Es un método que usa organismos vivos para controlar agentes patdogenos que

afectan a la calidad del cultivo como: parésitos depredadores, patdgenos, extracto

de plantas fungicidas y ademds microorganismos antagénicos, entre los que

destacan hongos y bacterias (40).

Uno de los agentes microbiologicos mas estudiados son las especies del género

Trichoderma que no presentan requerimientos nutricionales exigentes y es de

desarrollo rapido. Su mecanismo de accidon son la competencia por espacio y

nutrientes, micoparasitismo, antibiosis, secrecion de enzimas, produccion de

compuestos inhibidores (41).
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1.3.2.1.

1.3.2.2.

Desafios del control biologico

El control biolégico significa una alternativa prometedora que usa enemigos
naturales que son importantes para la reduccion de la incidencia o severidad de
la enfermedad. De hecho, el control biologico surge antes de la aparicion de
pesticidas porque es una respuesta espontdnea para el equilibrio natural. A pesar
del potencial, aiin existen desafios para incrementar su uso; su aplicacion se ve
poco efectiva por distintos factores como: el ambiente, temperaturas
desfavorables, el pH del suelo (puede inhibir la reproduccion de sus células del
patégeno), composicion del suelo, densidad del patogeno y periodo de
aplicacion. Es importante destacar que para la efectividad del uso del
biocontrolador depende del tipo de formulado a usar y el periodo de aplicacion,
ya que debe estar presente en el momento de mayor susceptibilidad con tiempo
suficiente para su accion biocontroladora, tipo de cultivo, patdgeno a controlar.
Lo que se debe tener en cuenta es que el control biologico no elimina el
patogeno, por lo que debe ser aplicado antes de que el patogeno se desarrolle

sobre la planta (42).
Situacion actual del control biologico en Peru

El control biolégico dentro del manejo integrado cumple mas de 100 afios. Sin
embargo, resalta un impulso desde el afio 1995 juntamente con el aumento de las
exportaciones de productos horticolas. En Peru, mediante el SENASA se uso6 por
primera vez el control bioldgico que usaron organismos como Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Actinomycetes, Trichoderma viride, Trichoderma harzianum
(3). Ademas, por la zona norte junto con la Asociaciéon Peruana de Control
Biologico en el afio 2009 se logro incluir el uso de agentes bioldgicos uniendo a
20 empresas del rubro de biotecnologia productoras de hongos entomopatogenos
y demas antagonistas, cuyos consumidores son empresas agroindustriales que
exportan esparrago, palto, vid y capsicum cuyo principal problema fitosanitario

son nematodos (Meloidogyne) (44).
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1.3.2.3.

Hongos como controlador bioldgico

Segun antecedentes, el hongo Trichoderma tiene un efecto biocontrolador
indirecto sobre hongos fitopatogenos, compitiendo por espacio, nutrientes,
modificando condiciones ambientales y compuestos antagoénicos. También tiene
un control directo a través de micoparasitismo. El potencial de antagonismo de
Trichoderma spp contra Moniliophthora anivel in vitro que registr6 altos valores

de antibiosis mayores al 50% (45).

Pérez et al determinaron que Bacillus subtilis tiene efecto biofungicida sobre
Moniliophthora roreri, reportando un 42% de frutos sanos con relacion al testigo

(46).

Por otro lado, Rodriguez, Rodrigo evalu6 el efecto de dos bioformulados como
BACTHON SC (Azospirillum brasilense, Azotobacter chroococcum,
Lactobacillus acidophillus, Saccharomyces cerevisae) junto a TRICHO-D
(esporas y nutrientes de Trichoderma harzianum) aplicado cada dos meses

presentando un alto porcentaje de mazorcas sanas con alto peso (47).

1.3.2.3.1. Trichoderma spp

El género comprende especies de rapida colonizacion, filamentosos, de
reproduccion asexual, aislados frecuentemente de suelos. Algunas de sus

principales estrategias incluyen:

e Micoparasitismo. Que parasitan a otros hongos una vez en contacto, se
adhieren y se enrollan formando apresorios en su superficie, disolviendo

las paredes celulares (48).

e Produccion de metabolitos secundarios. Produce enzimas degradadoras
de la pared celular o compuestos antifiingicos volatiles como 6-pentil-2H-

piran-2-ona (6-PP) (49).

e (Competencia por espacio y nutrientes. Debido a su reproduccion
acelerada y su naturaleza resistente a compuestos toxicos, es capaz de

limitar la presencia de hierro y de nutrientes primarios (50).
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Figura 9

Trichoderma spp. en medio de cultivo

Nota: Sood et al (51).
1.3.2.3.2. Clonostachys rosea

Es un hongo filamentoso perteneciente al grupo de los ascomicetos, de
naturaleza saprofita y micopardsita, que se desarrolla en el suelo (52).
Presenta una notable capacidad antagonista frente a diversos hongos
fitopatogenos, nematodos e insectos, entre los que se incluyen Alfernaria
dauci, A. radicina, Botrytis cinerea, B. aclada, Bipolaris sorokiniana,
Drechslera teres, Fusarium graminearum, F. verticillioides, F. crookwellense,
FE  culmorum, Helminthosporium solani, — Moniliophthora  roreri,
Phytophthora palmivora, Rhizoctonia solani, Rhynchosporium commune y
Sclerotinia sclerotiorum. Este comportamiento se fundamenta en diversos

mecanismos de accion (53).

e (Competencia por nutrientes. Segun investigaciones recientes,
Clonostachys rosea compite por nutrientes a través de la licuefaccion de
las esporas que ocurre en la zona del tejido herido y hojas en senescencia

(54,55).

e Micoparasitismo. Se confirmé que el hongo biocontrolador es capaz de
adherirse a las hifas del hospedador y desarrollar estructuras especiales y

absorber nutrientes desintegrando las células del patogeno (56).
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e Resistencia inducida. Reduce efectos de patdégenos aumentando la
actividad de enzimas de defensa como fenilalanina amonio liasa (PAL),
polifenol oxidasa (PPO), y glutation S-transferasas (GST) y la
produccion de 4cido indol acético (AIA) (57).

Figura 10

Crecimiento de Clonostachys rosea en medio de cultivo

Nota: Hasan et al (56).
1.3.2.4. Levadura como controlador bioldgico

Las levaduras, entre otros microorganismos antagdnicos y otros tipos de control
biologico son una alternativa prometedora porque: no producen esporas
alergénicas ni antibidticos como las bacterias antagonistas. Ademas, no son
nutricionalmente exigentes, colonizan superficies secas por largos periodos de
tiempo, pueden resistir plaguicidas en postcosecha, crecen rapidamente en

sustratos pobres, y son faciles de producir en grandes cantidades (58).

Diversos estudios han evaluado el uso de levaduras como agentes de biocontrol

en diversos cultivos como:

A) Candida oleophila. Que inhibe la germinacion de conidios y es fungistatico
de Penicillium expansum y Botrytis cinerea a través de la competencia por
nutrientes y espacio (55); ademas, que existen enzimas que degradan la pared
celular como exo-B-1,3-glucanasa, quitinasa y proteasa teniendo efecto

inhibitorio en la elongacion del tubo germinativo (59).
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B)

)

D)

1.3.2.4.1.

Metschnikowia pulcher.rima. Es una de las especies mas estudiadas como
agentes de biocontrol, capaces de inhibir Botrytis cinerea a través de la
inhibicion del desarrollo de esporas, degenerando asi el micelio (60). Segiin
diversos estudios, su mecanismo de accidn se basa en la reduccion del hierro,

secrecion de enzimas extracelulares y emision de compuestos volatiles (61).

Debaryomyces hansenii. Ha sido ampliamente estudiada como agente
biocontrolador en frutas y hortalizas, ademds se presume que usa
mecanismos de accidon como secrecion de enzimas hidroliticas que combaten
Penicillium citrinum y Mucor fragilis. Gran ventaja del microorganismo es

que es halofilo, e inmunoestimulante (62).

Candida tropicalis. Por otro lado, existen levaduras cuyo mecanismo se basa
en la estimulacion del desarrollo de la planta, es decir, actia indirectamente
sobre el patogeno, estimulando la germinacion, elongacion de raices, y

sintesis de etileno (63).
Mecanismos de accion del control biolégico mediado por levaduras

Debido a que los microorganismos tienen distinta capacidad de interaccion
con el patogeno vegetal, es importante definir su mecanismo de defensa del
antagonista sobre el fitopatdgeno para desarrollar futuras formulaciones. En
general, los microorganismos antagonistas pueden tener multiples

mecanismos de accion como (64).

e Competencia: La competencia se define como una situacion donde existe
la demanda simultanea de recursos. Existen 2 tipos de competencia por
nutrimentos que son donde el antagonista limita la cantidad de elementos
y otra competencia por espacio donde el antagdnico produce materiales
extracelulares como polisacaridos que restringen el espacio para la
colonizaciéon de otros organismos. Por otro lado, la levadura tiene una
evidente ventaja debido a que puede formar una biopelicula de
polisacéarido extracelular que permite la adhesion del microorganismo a
la superficie del fruto.

e Antibiosis: Es la inhibiciéon de un microorganismo por metabolitos del
antagdnico como agentes liticos o enzimas, que pueden o no ser de

caracter volatil, actiian a bajas concentraciones menos de 10 ppm (65).
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e Micoparasitismo: En este caso, las levaduras son las que se alimentaran
del patogeno inicialmente degradando la pared celular con enzimas como
B-1,3-glucanasa (GLU), quitinasa (CHT) y proteasas.

e Induccion de resistencia del huésped: Segun distintas fuentes las
levaduras antagdnicas actian como inductores bioldgicos y aumentan la
expresion de genes relacionado a las defensas como CHT, GLU,

fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y POD (66).

En la actualidad, se ha demostrado que las levaduras son mas utilizadas que
las bacterias para controlar enfermedades. Su mecanismo de accion es a través
de la antibiosis, enzimas liticas, parasitismo, competencia por nutrientes (67).
Se ha demostrado que el uso de levaduras representa una de las alternativas
mas viables. Tienen caracteristicas que las hacen efectivas en el biocontrol
contra hongos filamentosos, crecen rapidamente en sustratos baratos,
fermentadores, no producen esporas alérgicas, coloniza superficies secas,
tienen la habilidad de secretar proteinas o glicoproteinas, tiene una proporcion
favorable de relacion superficie/volumen por ello coloniza la superficie

vegetal por largo periodo de tiempo y crecen a temperaturas bajo cero (68).

Figura 11
Mecanismo de accion ejercido por agentes de control biologico para el manejo de

enfermedades en plantas

Healthy Plant Pathogens attack Diseased plant

o

JAJET

Induced
systemic
resistance
(1SR)

o
Niche Compention

Biotilm
P

s SDTS T g D
S pathogen

p A R o & >

k/2/7 n ts Hyperparastism /

Benenhaal change in N :;; 0
microbral diversit : S — 00 p O
s VerStY  siderophore production " ey | v
2 =
o ¢ A e
- - °
=)

Brocontrol agerts

Nota: Tsegaye et al (69).

22



1.3.2.5. Bacterias como controlador bioldgico

1.3.2.5.1.

1.3.2.5.2.

Bacillus spp

Su género se destaca por ser bacterias bacilo gram positivas, de movilidad
flagelar con tamafio variable 8.5 a 10 um, crecimiento en pH neutro, mesofilo
(72). Destaca por evidenciar que las especies B. amyloliquefaciens, B.
subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides y B. sphaericus
reducen significativamente el crecimiento de diversos huéspedes. El género

ejerce su efecto biocontrolador a través de diversos mecanismos como (70).

¢ Produccion de metabolitos secundarios. Sintetiza una variedad de
moléculas biologicamente activas como la kanosamina, zwittermicina,
surfactina, iturina y fengicina que poseen uso potencial reconocido por
sus propiedades surfactantes. Especificos metabolitos secundarios no solo
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos, también

pueden reforzar la resistencia del huésped hacia el hospedero (71).

e Induccion de resistencia sistémica en plantas (ISR). Se demostr6 que
la cepa B. subtilis induce resistencia contra el hongo Aspergillus niger en
el cultivo de mani (Arachis hypogaea) induciendo la produccion de
fenilalalina amoniaco liasa y peroxidasa generando resistencia sistémica

inducida (ISR) que fortalece su respuesta frente a infecciones.

e Produccion de enzimas hidroliticas. Se encuentran oligopéptidos
ciclicos y/o lineales; La molécula mas simple destaca el dipéptido

bacilisina con efecto bactericida (72).
Pseudomonas spp

Son bacterias aerdbicas, gram negativas, quimioheterotroficas, moéviles de
forma bacilar. Son particularmente adecuadas como agente de control
biolégico y biofertilizantes; Presenta una elevada densidad poblacional
debido a su alta tasa de reproduccion. Dicha actividad antagonista es ejercida

a través de (73).

¢ Produccion de antibidticos. Produce compuestos modulados por
factores exdgenos como fertilizantes, minerales y/o aztcares como el 2,4-

diacetilfluoroglucinol (DAFG), la mupirocina, la pioluteorina,
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pirrolnitrina, fenazina controlando hongos fitopatégenos como

Thielaviopsis basicola, Pythium ultimum, Gaeumannomyces graminis.

¢ Enzimas celuloliticas. Otro de los mecanismos es a través de la sintesis
de proteinas encargadas de la degradacion de la pared celular como B-1,3-
glucanasa, quitinasas, celulasas y proteasas, producidas por cepas de P.

aureginosa 'y P. fluorescens (74).

e Competencia por nutrientes y espacio. Coloniza indirectamente a través
de la produccion de sideréforos que son los encargados de limitar la

concentracion de nutrientes agotando el acceso al hierro (75).

1.4. Levaduras evaluadas y sus antecedentes

1.4.1.

1.4.2.

Meyerozyma guilliermondii

Anteriormente conocida como Picchia o Candida guilliermondii, es una levadura
Ascomycota aislada comunmente de frutos, piel humana y la microflora mucosa
(76). Tiene caracteristica biotecnoldgica por ser usada como biocontrolador (77).
Diversos estudios concluyen que Meyerozyma guilliermondii tiene eficacia sobre la
pudricion del moho azul causada por Penicillium expansum 'y Penicillium italicum,

pudricidn por antracnosis por Colletotrichum acutatum (78,79).
Candida sp

Diversas especies del género Candida son un gran potencial biocontrolador como
la levadura Candida oleophila que es usada para el control de la pudricion
postcosecha de citricos, causada por Penicillium digitaticum, cuyo principal modo
de accioén es la competencia por nutrientes y produccion de enzimas (59). Candida
saitoana restringe la actividad patoégena de Botrytis cinerea cuyo mecanismo de
accion es a través de la lisis de la pared celular del patogeno (80). Por ultimo,
Candida kunwunensis que produce compuestos antifungicos e inhibe el desarrollo

de Bortrytis cinérea (81).
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1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

1.4.6.

1.4.7.

Hannaella phetchabunensis y H. taiwanensis

En general en el género de Hannaella se han identificado y caracterizado 12
especies que estan ampliamente distribuidas en la superficie de hojas de arroz, trigo,
y arboles frutales. Como caracteristica de microorganismos que habitan en la
filosfera se destaca por tener un papel importante en la promocién de crecimiento
de plantas y biocontrol (82). Por ejemplo, la levadura antagénica Hannaella
sinensis que tiene un efecto biocontrolador sobre el moho azul de la manzana,
inhibiendo la germinacion de esporas, y la longitud del tubo germinativo de

Penicillium expansum (83).
Rhodosporidiobolus ruineae

Esta especie, a diferencia de otras, no presenta muchos estudios de su potencial
antagonico. Auln asi, se demostr6 en un estudio que es una levadura antagonica por
tener enzimas exogenas que pueden minimizar el efecto fitopatdgeno de algunos

hongos como Penicillium expansum (84).
Moeszyomices sp

La capacidad de biocontrol no es una caracteristica general propia de
Moesziomyces, que es una levadura ambiental aislada de hojas de plantas, flores y
suelo; no obstante, en investigaciones recientes se determind que es capaz de
controlar la enfermedad del moho verde en mandarinas y la infeccion por Botrytis

cinerea en manzanas (85).
Sporobolomyces japonicus

Aunque la especie no presenta antecedentes de su capacidad antagonista, atn asi,
su género, como Sporidiobolus pararoseus, es capaz de producir enzimas
extracelulares involucradas en la degradacion de la pared celular, como la lipasa

(86).
Debaromyces hansenii

Esta ampliamente distribuido en distintos ecosistemas como plantas, aire, agua, y
en la microbiota gastrointestinal (90); Ademas, ha sido probado eficientemente en
control bioldgico de enfermedades fungicas encontradas en cosechas de frutas. Por
lo tanto, segun diversos estudios, es capaz de controlar bioldgicamente a

Penicillium digitatum con alta efectividad en la incidencia del moho verde (87).
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1.4.8. Wickerhamomyces edaphicus

Entre las especies antagonicas, Wickerhamomyces anomalus inhibe eficazmente la
descomposicion causada por B. cinerea y sobre la infeccion por antracnosis por
tener capacidad de hidrolizar la pared celular del hongo y producir metabolitos

volatiles antifiingicos (88).
1.5. Parque Nacional Ichigkat Muja

Se ubica en la zona nororiental del Peru, especificamente en la provincia de
Condorcanqui, departamento de Amazonas, y limita con el territorio ecuatoriano.
Abarca una superficie aproximada de 88 mil hectareas. El Parque Nacional fue creado
el 10 de agosto de 2007 y destaca por conservar la unica muestra representativa de la
ecorregion de los Bosques Montanos de la Cordillera Real Oriental. E1 PNCC presenta
un clima tropical himedo, con precipitaciones concentradas entre los meses de octubre
y marzo, y una temperatura media anual que oscila entre los 24 °C y 25 °C. Mas del 75
% de su extension corresponde al Bosque Pluvial Premontano Tropical (bp-PT),
mientras que en las zonas de menor altitud predomina el Bosque Muy Humedo Tropical
(bmh-PT). La Cordillera del Condor abarca una amplia variedad de pisos altitudinales,
que van desde los 200 hasta los 2600 metros sobre el nivel del mar. Ademas, presenta
un régimen natural de perturbaciones, como avalanchas y procesos de erosion en los
cauces de los rios, los cuales favorecen la elevada diversidad de especies vegetales, los
distintos tipos de bosque y la variedad de habitats que sustentan su rica flora y fauna

(89,90).
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Figura 12

Mapa Parque Ichigkat Muja: Extension inicial programada / extension final
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CAPITULO 11
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1. Materiales y métodos
1.1. Lugar de ejecucion

Las pruebas in vitro se realizaron en el laboratorio de Investigacion en Sanidad Vegetal
del Instituto de Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva, de la UNTRM en la ciudad de

Chachapoyas region de Amazonas.
1.2. Materiales
1.2.1. Material biolégico

Se utilizaron 17 aislamientos de levaduras las cuales fueron suministradas por el
cepario del Departamento de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza del proyecto de pre-grado “Diversidad de levaduras epifitas
asociadas a los géneros Theobroma 'y Herrania del Parque Nacional Ichigkat Muja-
Cordillera del Condor” fueron aisladas de plantas silvestres de los géneros vegetales
como: Theobroma cacao, Theobroma bicolor y Herrania nycterodendron; Para el
presente proyecto se realizé una busqueda bibliografica intensiva para identificar
aquellas levaduras con antecedentes antagonicos. Ademas, durante la ejecucion del
proyecto se tomaron en cuenta las caracteristicas de cada levadura como género,
especie, estado del explante (hoja) y especie de cultivo que estan descritas en la

Tabla 2.

Tabla 2

Aislados de levaduras que se utilizaran en este estudio.

Nro.
tem Género Especie Estado de Cepa Cacao
Cepas
HD EGZ-01
T. cacao L.
HS EGZ-23
M. HD EGZ-33 H.
1 Meyerozyma 4
guilliermondii HS EGZ-41 nycterodendron
HD EGZ-53
T. bicolor
HS EGZ-63
2 Candida sp. Candida sp. HD 1 EGZ-03 T. cacao
H. HD EGZ-06 T. cacao L.
3 | Hannaella 3
phetchabunensis
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H. taiwanensis HD EGZ-48 H
Nycterodendron
Hannaella sp. HD EGZ-51 T. bicolor
HD 1 EGZ-07 T. cacao L.
Kwoniella K. heveanensis
HS 1 EGZ-64 T. bicolor
R. ruineae HS EGZ-39 H.
Rhodosporidiobolus 1
nycterodendron
Moiszyomices HS EGZ-20 T. cacao L.
Moiszyomices 1
sp
S. japonicus HD EGZ-49 H
Sporobolomyces 1
nycterodendron
D. hansenii HD EGZ-31 H
Debaromyces 1
nycterodendron
W. edaphicus HS EGZ-38 H.
Wickerhamomyces 1
nycterodendron

Nota: HD = Hoja Deteriorada, HS = Hoja Sana.

Figura 13

Mapa ubicacion de procedencia de las levaduras utilizadas en este estudio
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Nota: Gaslac (91).
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1.2.2. Insumos

Agar Papa Dextrosa (PDA)
e CaldoLB
e Glicerol
e Papel toalla
e Mondadientes
e Parafilm
e Perlas de vidrio
1.2.3. Reactivos quimicos
e Cloranfenicol
e Alcohol 96°
e Alcohol 70°
e Agua destilada
e Tween 80
1.2.4. Materiales de laboratorio
e Matraz Erlenmeyer
e Placas Petri
e Asade Digralsky
e Tubos Falcon
e Micropipetas 100-1000 uL, 10-100 uL, SuL
e Bisturi
e Celdas de cuarzo
e Mechero
e Tubos Eppendorf

e Asade Kolle
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1.2.5.

e Sacabocado 0.7 cm

e Perlas de vidrio

e probeta
Aparatos y equipos
e Vortex
e Shaker

e Espectrofotometro

e Autoclave

e Centrifugadora

e Sala de incubacion

e (Camara de flujo laminar
e Estufa

e Microscopio

e Balanza

e Cocinilla

1.3. Meétodos

1.3.1.

Subcultivos de las cepas de levaduras y el patogeno levaduras

Inicialmente, las levaduras evaluadas estaban criopreservadas en glicerol al -80 °C,
se reactivaron en caldo Luria Bertani a 28 °C, 180 rpm y se coloc6 10 uL del indculo
en placas Petri de 9 cm de diametro con medio PDA suplementado con
cloranfenicol 0.1%, diseminando con la ayuda de perlas de vidrio. Con las levaduras
ya reactivadas, se realizaron 3 subcultivos por levadura con asa de Kolle
previamente flameada en medio PDA suplementado con cloranfenicol 0.1%,
sembrado por estria. Se realizaron subcultivos entre 7 a 15 dias de edad para evitar

trabajar con cultivos no muy viejos.
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1.3.1.1.

Moniliophthora roreri

En el caso de la Moniliophthora roreri, al ser un hongo y por su misma fisiologia
de crecimiento se sembrd con un disco micelial de 7 mm de didmetro en una
placa Petri con Agar PDA suplementado con cloranfenicol 0.1%, se observo el
crecimiento a través del didmetro micelial del hongo proveniente de Iquitos,
Bagua y Cusco; Cada hongo tuvo distinta velocidad de crecimiento, esto debido
a la procedencia y condiciones expuestas. Sin embargo, las 3 cepas fueron
incubadas en la reactivacion y determinacion de velocidad de crecimiento

micelial a 26 °C.

Figura 14

Metodologia de siembra y aislamiento de microorganismos; A) Levaduras antagdénicas

(Estria) y B) M. roreri con un disco de 0.7mm de diametro (Disco micelial).

1.3.2.

1.3.2.1.

A B

Nota: Elaboracion propia.

Determinacion de actividad antagénica

Ajuste de la concentracion de inoculo de levaduras antagomicas y

Moniliophthora roreri

Como etapa previa, se tuvo tanto cultivo de las diecisiete levaduras como el
hongo (Moniliophthora roreri) en placas petri con medio PDA + antibiotico.
Para obtener los indculos, se prepararon tubos Falcon de 15 mL de capacidad
con 6 mL de medio liquido LB estéril. Se inocul6 la levadura dejando en
agitacion orbital en el shaker a 180 rpm por 24 horas a 26 °C, por otro lado, el

hongo se inocula el mismo dia del ensayo
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A partir de los indculos, se midi6 la concentracion de levadura y hongo en el
Bioespectrofotometro. Desde la concentracion inicial, se diluydo con agua
destilada estéril para que tanto levadura como hongo alcancen la concentracion
final de OD600= 0.5, para la dilucion se uso la siguiente formula hasta llegar al

volumen final de 1 mL.
CoXVy=CprXVp

Donde:

Co= Concentracion Inicial

Vo= Volumen Inicial

Cr= Concentracion Final

V= Volumen Final

Figura 15

Estandarizacion de la concentracion de inoculo de levaduras y Moniliophthora roreri

Nota: Elaboracion propia

e Primer Método (ENSAYO DE CONFRONTACION DIRECTA)

Una vez con los indculos de ambos microorganismos con concentracion
conocida, se diseminé 20 pL de la levadura antagonica puesta como una linea
paralela a 3 cm del cultivo de 10 uL de Moniliophthora roreri en medio PDA

con cloranfenicol 0.01%.
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e Segundo Método (ENSAYO DE CONFRONTACION DUAL)

Se inoculé 100 uL de levadura a concentracion ODegoo nm=0.5. Se esparciod
usando perlas de vidrio y un disco de M. roreri de 7 mm de didmetro a partir
de una placa de minimo 15 dias de crecimiento, con un grosor de 20 mm?

colocado en el centro de la placa (92).

Figura 16

Método usado para la determinacion de actividad antagonica levadura vs.

Moniliophthora roreri A) Primer Método (Ensayo de confrontacion directa) B) Segundo

1.3.3.

Método (Ensayo de confrontacion dual).

Disco de 7 mm de
diametro

Métede N°01 Métede N°02

(Confrontacion) (Antagonismo)

Nota: Elaboracion propia.

Determinacion de la inhibicion de la germinacion de esporas de

Moniliophthora roreri

Para determinar la capacidad antagonica sobre la germinacion de esporas, se usaron
las placas del segundo método (Ensayo de confrontacion dual) con 15 dias de
crecimiento, con la ayuda de un mechero, en condiciones estériles, se retiro 3
sacabocados de 5 mm de radio que fueron colocados en medio liquido LB con
Tween 80 al 0.1% (para el desprendimiento de esporas), se us6 el vortex por 10 seg
a 3000 rpm para homogenizar las esporas suspendidas. Para el conteo de esporas se
uso la cdmara de neuabuer con 10 ul de la suspension de esporas, se contd el
cuadrante central junto a los cuadrantes adyacentes, en total se contaron dos
cuadrantes de los cuales se saco el promedio para extrapolar el nimero de esporas
hasta determinar el nimero total de esporas. Por otro lado, hubo repeticiones donde
el area de crecimiento no abarcaba el diametro del sacabocado, por lo tanto, se

considerd que hubo 0 esporas.
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Figura 17

Camara de Neubauer A) Cuadricula de recuento B) Cuadrante de conteo de esporas.

Nota: Elaboracion propia

1.3.4. Determinacion del crecimiento radial

Se determino el area de crecimiento de la cepa pura de Moniliophthora roreri con
un sacabocado de 7 mm de didmetro, se realizaron subcultivos en cajas petri de 9
cm de didmetro, con el sacabocado ubicado en el centro. Después de 24 horas, se
empezaron a efectuar las correspondientes mediciones del crecimiento radial de
forma transversal y longitudinal, marcando al reverso de la placa con cuatro radios
equidistantes a partir del centro durante 7 a 15 dias. Se determiné asi el ritmo de
crecimiento de cada cepa de Moniliophthora roreri (Cusco, Loreto y Amazonas).
Es asi como se demostrd que las 3 cepas tienen distinta morfologia y ritmo de

crecimiento, a pesar de ser del mismo género y especie.

Figura 18

Cepa Moniliophthora roreri con 15 dias de crecimiento A) Anverso B) Reverso (H) Disco
de 0.7 mm de diametro (1.1; 2.1; 3.1; 4.1) Radio de 7 dias de crecimiento (1.2; 2.2; 3.2;

4.2) Radio de 15 dias de crecimiento.

Nota: Elaboracion propia.
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1.3.5. Variables de evaluacion

1.3.5.1.

1.3.5.2.

Area de crecimiento

Para el procesamiento de datos se desarrollo la formula descrita a continuacion
donde se considero el diametro longitudinal y transversal de la Moniliophthora
roreri, y a partir de los datos se hallo el radio 15 dias del hongo en los ensayos

confrontacion directa y del mismo en ausencia de la levadura.

Aisp = T X Ty 150 X 12154
Donde:
A1sp= Area de crecimiento de Moniliophthora roreri a los 7 dias de crecimiento
r1_15s¢= Radio longitudinal de Moniliophthora roreri a los 15 dias de evaluacion
r1_15¢= Radio transversal de Moniliophthora roreri a los 15 dias de evaluacion
Numero de esporas

Para determinar el efecto de las levaduras antagonicas contra la esporulacion de

esporas se extrapolo con los datos del conteo de esporas hasta tener:

Numero de esporas por drea. Numero de esporas halladas a partir del area y

namero de sacabocados.

P X Aisp

#esp_mm? =
Asp

Donde:

#esp_mm?= Numero de esporas por area

P=promedio del conteo de esporas en los dos cuadrantes
A1sp= Area de crecimiento de Moniliophthora roreri

Asg= Area del sacabocado
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1.3.6.

#esp_mm? X Aqsp
Agsp

#Total_esp =

Donde:

#Total esp=Numero de esporas por area

#esp_mm?= Numero de esporas por area

A1sp= Area de crecimiento de Moniliophthora roreri de 15 dias
Asp= Area del sacabocado

Numero total de esporas. Esporas en total de la Moniliophthora roreri

considerando el area total de crecimiento a los 15 dias.
Determinacion del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR)

La variable evaluada mide la inhibicion del crecimiento de Moniliophthora roreri
en presencia de las levaduras antagonicas, se calculd a través de la formula

desarrollada por Skidmore y Dickinson (93).

Ri— R,

PICR (%) = [ ] % 100%

1

Donde:
R1: Crecimiento radial de M. roreri (Control positivo)

R2: Crecimiento radial de M. roreri en cultivo dual (presencia de levaduras)
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1.4. Diagrama de flujo de actividades

Figura 19

Diagrama de flujo de actividades

Re-aislamiento de
levaduras antagénicas y

fitopatégeno
'|

Evaluacion del ritmo de
crecimiento micelial de M.
roreri

|

Ensayos de antagonismo y
de confrontacion en placas
petri

Evaluacion de Inhibicion de
Crecimiento Micelial

Evaluacion de germinacion
de esporas

Analisis de Datos y
Resultados

Nota: Elaboracion propia.
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CAPITULO III
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2. Resultados
2.1. Desarrollo de Moniliophthora roreri
2.1.1. Evaluacion de ritmo de crecimiento

Figura 20
Area de crecimiento micelial promedio de Moniliophthora roreri a concentracion

OD600nm=0.5, expresado en mm2, del departamento de Cusco.

CuUsco

8000
6000

4000

2000

Area de crecimiento (mm?2)

Tiempo (dias)

Nota: Elaboracion propia.

La Figura 20 presenta el crecimiento micelial promedio de los tres hongos de Moniliophthora
roreri de Iquitos, Bagua y Cusco. En el Método N°01 (ODsoonm=0.5), el area promedio micelial
a los 15 dias alcanz6 6376, 5792 y 6312 mm? para las cepas de Cusco, Bagua e Iquitos,
respectivamente. Segun el grafico el hongo proveniente de Iquitos fue el que llego a su maxima

capacidad de crecimiento en placa Petri a los 15 dias.
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Figura 21
Area de crecimiento micelial promedio de Moniliophthora roreri, concentracion ODeoonm

= (0.5, expresada en mm?, del departamento de Amazonas.
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Nota: Elaboracion propia.

Figura 22
Area de crecimiento micelial promedio de Moniliophthora roreri, concentracion ODeoonm

= 0.5, expresada en mm?, del departamento de Loreto
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Nota: Elaboracion propia.
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Figura 23
Area de crecimiento micelial promedio de Moniliophthora roreri con sacabocado de 7

mm de diametro, expresado en mm2, del departamento de Cusco

CUSCO

8000
6000

4000

2000

de crecimiento (mm?)

-2000

Area

Tiempo (dias)

Nota: Elaboracion propia.

La Figura 23. muestra el crecimiento micelial de M. roreri usando un disco infectado de 7 mm
de diametro. En este ensayo se evidencio el mismo resultado que el anterior ensayo, el patdgeno
del departamento de Cusco mostrdé menor ritmo de crecimiento, alcanzando su 4rea maxima a
los 25 dias, seguido del departamento de Amazonas y Loreto. Se evidencian diferencias en el
desarrollo del mismo patdgeno de distinto origen, que nos indica cuan influyente es el origen

geografico sobre las caracteristicas fisiologicas de un microorganismo.
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Figura 24
Area de crecimiento micelial promedio de Moniliophthora roreri con sacabocado de 7

mm de diametro, expresado en mm2, del departamento de Amazonas.
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Nota: Elaboracion propia.

Figura 25
Area de crecimiento micelial promedio de Moniliophthora roreri con sacabocado de 7

mm de diametro, expresado en mm2, del departamento de Loreto
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Nota: Elaboracion propia.
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Resultado del ritmo de crecimiento micelial de Moniliophthora roreri

Tabla 3

SACABOCADO
ODsoo nm=0.5
5 mm?
CUSCO 245.23 mm?*/dia | 239.65 mm?/dia
AMAZONAS | 289.60 mm?/dia | 238.46 mm?/dia
LORETO 415.40 mm?/dia | 420.80 mm?/dia

Nota: Elaboracion propia.

En base a los datos obtenidos de ritmo de crecimiento a través del disco de 7 mm y
espectrofotometria ODsoonm=0.5, se establecid como periodo de evaluacion 15 dias para los
ensayos de confrontacion dual y confrontacion directa. Los resultados indican que el origen
geografico del patégeno influye sobre su ritmo de crecimiento (Iquitos > Bagua > Cusco). M.
roreri de Iquitos fue el de ritmo de crecimiento mas acelerado (aproximadamente con ritmo de
crecimiento radial de 3.2 mm/dia), cuyo dato coincide segun Krauss (92), que describe el ritmo
de crecimiento radial se encuentra dentro del comportamiento esperado, que varia entre 1.3 y
6.2 mm/dia. Considerando que Cusco presenta un crecimiento lento después de Bagua, estos
datos indican que la diferencia de velocidad puede deberse a su adaptacion debido a las

condiciones distintas de cultivo in vitro a diferencia de su condicion in situ.

Finalmente, estas evaluaciones se realizaron en condiciones controladas a nivel in vitro; no se
puede definir completamente el comportamiento del patogeno a diferencia de evaluarlo en un
fruto infectado en campo, ya que existen diversos factores externos y/o limitaciones (97) que
promueven o limitan el crecimiento del patdogeno como competencia microbiana natural,

respuesta de la planta, variacion climatica que modifican el comportamiento ya evaluado.
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2.1.2. Tipo de crecimiento micelial

Se realizd una caracterizacion general de sus caracteristicas morfofisioldgicas,
determinando la apariencia de crecimiento que presenta el hongo, color, forma y

bordes.
A pesar de ser el mismo género y especie tuvieron las siguientes diferencias:

Tabla 4
Caracteristicas macroscopicas de las colonias de aislados de Moniliophthora roreri en

medio de cultivo de PDA

, IMAGEN DE LA
CODIGO DE LA CEPA CARACTERISTICAS
COLONIA

Inicialmente presenta una
coloracién blanca, que se
torna al color beige y
MR 1 finalmente color marrén con

(Moniliophthora roreri, bordes claros. Tiene hifas

Iquitos) aéreas de  esporulacion
moderada distribuida
homogéneamente.

Presenta una coloracion
central oscura marrén con
bordes hacia una transicion
MR _B (Moniliophthora color beige con esporulacion

roreri, Bagua) uniforme.
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Tiene un centro pigmentado
con bordes mas claros, y

MR_C (Moniliophthora crecimiento radial difuso.

roreri, Cusco)

Nota: Elaboracion propia.

De forma general, el hongo Moniliophthora roreri, segin Philips et al, las colonias
del fitopatdogeno presentan areas de crecimiento concéntrico con esporulacion
localizada, susceptible a presentar variabilidad fenotipica bajo condiciones de

cultivo in vitro, reflejada en diferencias morfofisiologicas (25).

En el patdgeno de Iquitos, su esporulacion fue mas homogénea y abundante junto
a su crecimiento radial (3.2 mm/dia), dadas dichas caracteristicas, se puede inferir
que su capacidad de propagacion es mas rapida debido a la esporulacion uniforme.
Este hallazgo, segun detalla Golan, Jacob; Pringle, Anne afirman que a mayor
densidad, facilita la propagacion, es mucho mas rapida. En contraste con el
patdgeno de Cusco, su desarrollo fue mas lento ya que tiene una menor densidad de

esporulacion por su crecimiento difuso (94).
2.2. Identificacion morfologica de levaduras antagonistas

En total se evaluaron 17 levaduras que fueron aisladas a nivel de hoja de cultivos de

cacao cuya caracteristica morfoldgica consto de:
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Tabla S

Descripcion morfologica de levaduras evaluadas

DESCRIPCION
LEVADURAS CODIGO MACROSCOPICA FOTO
Meyerozyma EGZ-01; EGZ-23; | Colonia de tonalidad
guilliermondii EGZ-33; EGZ-41; | blanco cremoso,

EGZ-53; EGZ-63 | superficie uniforme
con bordes irregulares
y presencia de

pseudomicelio.

Candida sp. EGZ-03 Colonia de color
blanco y uniforme,
con textura
algodonosa, con

bordes irregulares, y

elevacion sutilmente

convexa.
Hannaella EGZ-06 Colonia de color
phetchabunensis amarillo,  superficie

uniforme, de borde
irregular con textura

suave y pegajosa de

aspecto humedo.

Hannaella EGZ-48 Presenta un tono
taiwanensis amarillo suave,
superficie y bordes
irregulares, de aspecto

humedo.
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Hannaella sp.

EGZ-51

Colonia de tono
amarrillo dorado, de
textura uniforme con
bordes de forma
irregular al igual que
la especie anterior de
consistencia pegajosa

con aspecto humedo.

Kwoniella

heveanensis

EGZ-07

De tonalidad blanco
cremoso,  superficie
rugosa, con contornos
irregulares de

apariencia himeda.

Rhodosporidiobolus

ruineae

EGZ-39

Colonia de color rojo
palido de apariencia
aspera con bordes
irregulares, de forma
abultada o convexa y

de aspecto seco.

Moiszyomices sp.

EGZ-20

De color rosa palido,
superficie de textura
irregular y agrietada,
con contornos
irregulares, de aspecto
seco con presencia de

cuerpo fructifero.
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Sporobolomyces

Jjaponicus

EGZ-49

De apariencia naranja
suave, con superficie
agrietada y Dborde
irregular de elevacion
sutili  con  aspecto

opaco.

Debaromyces

hansenii

EGZ-31

Colonia de color
blanco con apariencia
suave y esponjosa, de
superficie uniforme,
de bordes irregulares

y apariencia humeda.

Wickerhamomyces

edaphicus

EGZ-38

Colonia de aspecto
completamente

blanco, con superficie
irregular 'y  borde
curveado, forma plana

y aspecto seco.

El andlisis morfoldgico de las 11 se observd la presencia de estructuras como
Meyerozyma guilliermondii, se observo la presencia de pseudomicelio que le brinda
una capacidad que favorece a la colonizacion y competencia por espacio (96). Asi se
demostrod en la levadura Candida albicans, que sus pseudohifas mejoran su adhesion y
colonizacion (98). Rhodosporidiobolus ruineniae, presenta una coloraciéon roja
asociada a los carotenoides, cuya produccion es influenciada por factores de estrés
exodgeno (99). Estos pigmentos favorecen la supervivencia en diversos ambientes por
tener una caracteristica protectora. El resto de las levaduras no presenta estudios previos

y/o antecedentes previos que relacionen sus caracteristicas morfofisiologicas con la

Nota: Elaboracion propia.

mejora de su actividad biocontroladora.
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2.3. Analisis estadistico

A partir de la prueba de Shapiro-Wilk y Levene se determino si los resultados respondian
a pruebas paramétricas o no paramétricas, siendo (W = 0.723, p < 2.2x10-16) y (F =
3.0808, p = 1.247x10-15), respectivamente. Ambas pruebas fueron rechazadas (p <
0.05), para el 4rea de 15 dias de enfrentamiento (mm?). Dado que es un disefio factorial
completo con 5 repeticiones por tratamiento ademas de su violacion de supuestos, se
usé una variante de ANOVA que es usado para modelos donde no se cumple los
supuestos estadisticos es decir una prueba no paramétrica que evaluara los efectos
principales y sus interacciones, ART ANOVA fue el mas preciso para la evaluacion de

los objetivos en RStudio con el paquete ARTool.

La marcada diferencia de supuestos estadisticos esta relacionada a la naturaleza de la
investigacion ya que en la parte experimental, al determinar el radio del patogeno, se
trabajo con unidades de medida pequefias usando el vernier, que es susceptible a

variaciones minimas, que contribuyen a la dispersion de datos.

Mediante la Tabla 7. se determina que todos los factores intervienen significativamente

sobre nuestra variable de respuesta (p < 0.05).

Tabla 6

Resultados de supuestos estadisticos para el analisis de area de crecimiento a los 15 dias

SUPUESTO PRUEBA | ESTADISTICO| VALORP | CONCLUSION
EVALUADO USADA
Normalidad  de | Shapiro-Wilk | W=0.72336 P=2.2E-16 No se cumple la
residuos normalidad
(p<0.05)
Homogeneidad de | Prueba de | F=3.0808 P=1.247e-15 No se cumple la
varianzas Levene homogeneidad
de varianzas
(p<0.05)

Nota: Elaboracion propia.
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Tabla 7

Resultados de ART ANOVA.

EFECTO GL GL.RES F P-VALOR
Método 1 408 812.040 | <2.22e-16
Levadura 16 408 81.435 <2.22e-16
Procedencia del hongo | 2 408 74.586 <2.22e-16
Procedencia del hongo: 2 408 84.786 <2.22e-16
Método
Levadura: Método 16 408 66.235 <2.22e-16
Procedencia del Hongo: 32 408 19.724 <2.22e-16
Levadura
Procedencia del Hongo: 32 408 17.382 <2.22e-16

Método: Levadura

Nota: Elaboracion propia.

A través de la Tabla 8. se determino el tamaiio del efecto de los factores (n? parcial) sobre el

area de crecimiento de 15 dias, siendo la levadura (n? parcial = 0.73) y el método (1) parcial =

0.63) los factores con mayor influencia sobre la inhibicion del hongo M. roreri. Otros efectos

como la Procedencia del Hongo también tuvieron influencia (1? parcial = 0.21), pero no tan

marcada como los demas factores.

Tabla 8

Tamaiio del efecto (n2 parcial) de los factores e interacciones, a través de ANOVA ART,

sobre el area de crecimiento de Moniliophthora roreri.

FACTOR n> PARCIAL IC 95%

Método 0.67 0.63, 1.00
Levadura 0.76 0.73,1.00
Procedencia del hongo 0.27 0.21, 1.00
Procedencia del hongo: 0.29 0.23, 1.00
Meétodo

Levadura: Método 0.72 0.69, 1.00
Procedencia del Hongo: 0.58 0.51, 1.00
Levadura

Nota: Elaboracion propia.
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2.3.1. Comparacion entre los ensayos de confrontacion

Segun la Tabla 10. Existe diferencia entre el Método N°02 con respecto al Método
N°01 (p<0.05) con una diferencia de 238 mm?. Obteniendo que en condiciones de
contacto directo las levaduras ejercen un mayor efecto biocontrolador teniendo una
menor area de crecimiento por parte del patogeno. Dichos efectos son atribuidos a
la accion de mecanismos directos, los cuales son interacciones fisicas o quimicas
entre el agente biocontrolador (levadura) y el patogeno (64,95). Entre estos
mecanismos ejercidos por levaduras se incluyen: la competencia por nutrientes y
espacio (86), produccion de enzimas hidroliticas (96), secrecion de compuestos
antimicrobianos (97) y, por ultimo, micoparasitismo (98), a pesar de ser poco

comun en levaduras, igual se involucra como un mecanismo directo.

Tabla 9
Comparacion de respuesta entre métodos para determinar el método con mejor

respuesta de actividad biocontroladora de levaduras contra M. roreri.

GRADOS LIMITE LIMITE

. MEDIA ERROR
METODO , DE INFERIOR | SUPERIOR
ESTIMADA | ESTANDAR
LIBERTAD 95% 95%
1 374 5.9 408 363 386
2 137 59 408 125 148

Nota: Elaboracion propia.

Tabla 10

Contraste de medias entre los métodos.

ESTIMACION
CONTRASTE SE DF T VALOR | P VALOR
DIFERENCIA
Método 1 —
238 8.34 408 28.5 <0.0001
Método 2

Nota: Elaboracion propia.

En sintesis, el método de confrontacion directa tiene una mejor respuesta biocontroladora,
probablemente porque permite que la levadura ejerza mecanismos de accidon no solo directo
sino también indirecto. Sin embargo, es importante complementar esa observacion realizando

estudios donde se evalten y caractericen los compuestos volatiles o metabolitos secundarios.
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2.3.2. Diferencia de las cepas de Moniliophthora roreri procedentes de: Loreto,

Amazonas, y Cusco

A través de andlisis post-hoc se compar¢ si entre niveles en el origen del patdgeno
existe diferencia significativa o presentan un comportamiento similar mediante un
analisis post-hoc realizado entre grupos Los andlisis post-hoc realizados entre
grupos (Iquitos vs. Cusco) Figura 3., (Iquitos vs. Bagua) Figura 4., (Cusco vs.

Bagua) Figura 5., se demostro asi que:

e Para Iquitos vs. Cusco y Cusco vs. Bagua ambos presentan un valor p <0.05, se

rechaza la hipdtesis nula, es decir, que no son significativamente similares.

e Para Iquitos vs. Bagua el valor p es p > 0.05), son significativamente similares.

Tabla 11

Comparaciones entre procedencia del hongo

ESTIMACION
COMPARACION DE SE T-RATIO P-VALOR
CONTRASTE
Iquitos — Cusco 160.71 14.9 10.801 <0.5
Iquitos — Bagua 6.89 14.9 0.463 0.889
Cusco — Bagua -153.82 14.9 -10.338 <0.5

Nota: Elaboracion propia.

Las comparaciones determinaron que el comportamiento del patogeno del departamento de
Cusco presenta variabilidad frente a Iquitos y Bagua, el resultado es coherente con lo reportado
en Pert, donde se ha descrito una elevada diversidad genética y fenotipica seglin el origen
geografico (95). Esto indica que el origen geografico de un patéogeno es ademas un factor

influyente sobre el comportamiento de biocontrol por parte del antagonista.

Dicha hipotesis es sustentada por un estudio que evalu¢ la actividad antagénica de Trichoderma
frente a Sclerotinia sclerotiorum de Brasil y EE.UU que reveld que la susceptibilidad de un

método de control varia de acuerdo al origen geografico del patogeno (96).

Este hallazgo resalta la importancia de tomar en cuenta la diversidad intraespecifica en estudios
de biocontrol, debido las diferencias de diversidad pueden influir significativamente en la
respuesta biocontroladora, como las levaduras. Y demuestra la necesidad de adaptar los
métodos de biocontrol considerando la procedencia del patéogeno y las condiciones de

crecimiento.
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Figura 26

Diagrama de caja del area promedio a los 15 dias entre la cepa de Iquitos y Cusco.

Cusco vs. Iquitos
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Nota: Elaboracion propia.

Figura 27

Diagrama de caja del drea promedio a los 15 dias entre la cepa de Bagua e Iquitos .

Bagua vs. lquitos
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Nota: Elaboracion propia.
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Figura 28

Diagrama de caja del area promedio a los 15 dias entre la cepa de Cusco y Bagua.

Bagua vs. Cusco
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Procedencia del patogeno

Nota: Elaboracion propia.
2.3.3. Resultados de efectos en el Método N°01 y Método N°02

Las 17 levaduras evaluadas aisladas del Parque Nacional Ichigkat Muja-Cordillera
del Condor tienen efecto inhibitorio significativo sobre Moniliophthora roreri,
presentando una distinta respuesta segin el método utilizado (directo e indirecto) y

la procedencia del patogeno (Cusco, Bagua e Iquitos).
2.3.3.1. Método N°01 (Indirecto)

Ejerce actividad biocontroladora sobre el patégeno pero no tan fuerte como el

Método N°01

En el departamento de Loreto, las levaduras EGZ-41, EGZ-53, EGZ-23, EGZ-
33, EGZ-63 son las que presentan un mejor comportamiento en el ensayo
indirecto superando el 95% de Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento. Y las
levaduras EGZ-20 (42.67%) y EGZ-39 (38.31%) son las de bajo efecto

inhibitorio
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Figura 29
Cuadro de cajas y su comparacion de efectos en la cepa de Iquitos a través del Método

N°01

Método N°01 / Iquitos
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Nota: Elaboracion propia.

En Bagua, mostré mejor comportamiento las levaduras EGZ-01 (99.87%), EGZ-53 (99.42%),
EGZ-64 (99.00%), EGZ-38 (93.71%). Y las levaduras EGZ-51 (30.04%) EGZ-39 (33.34%) son

las que ejercen bajo efecto inhibitorio.
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Figura 30

Cuadro de cajas y su comparacion de efectos en la cepa de Bagua a través del Método

N°01.
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Nota: Elaboracion propia.

En Cusco, mostré mejor comportamiento las levaduras EGZ-53 (98.46%) y EGZ-33 (97.19%).
Por otro lado, las levaduras con bajo efecto inhibitorio fueron EGZ-20 (47.10%), EGZ-39
(54.78%) y EGZ-51 (49.85%).
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Figura 31
Cuadro de cajas y su comparacion de efectos en la cepa de Cusco a través del Método

N°01.
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Nota: Elaboracion propia.
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Tabla 12

Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial en Método N°01.

PORCENTAJE DE INHIBICION
MICELIAL (PIC%)
LEVADURA |IQUITOS |BAGUA | CUSCO

EGZ-01 88.41 99.87 89.12
EGZ-03 82.37 57.16 76.74
EGZ-06 57.18 50.94 85.03
EGZ-07 87.73 97.08 93.55
EGZ-20 42.67 58.6 47.1

EGZ-23 99.39 91.3 94.78
EGZ-31 47.76 70.93 80.77
EGZ-33 98.33 95.69 97.19
EGZ-38 88.48 93.71 94.74
EGZ-39 38.31 33.34 54.78
EGZ-41 99.28 98.22 97.63
EGZ-48 80.08 53.46 62.92
EGZ-49 56.7 43.39 78.85
EGZ-51 86.06 30.04 49.85
EGZ-53 98.56 99.42 98.46
EGZ-63 98.94 97.46 91.04
EGZ-64 80.01 99.00 95.22

Nota: Elaboracion propia.
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En resumen, se evidencia que con el Método N°01 que es el ensayo de
confrontacion dual identifica a: Meyerozyma guilliermondii, Kwoniella
heveanensis, Wickerhamomyces edaphicus como las levaduras con mejor
comportamiento en la inhibicién del patdégeno. A través del ensayo se puede
inferir que las levaduras de efecto biocontrolador emiten COV’s grupos como
alcoholes, aldehidos, acidos orgénicos o cetonas (102), y/o moléculas especificas
como 3-metil-1-butanol, alcohol feniletilico, acetato de etilo o isoamilo (97,98).
Su mecanismo de los compuestos es a través de la interaccion con la membrana
celular del patogeno alterando la difusion de iones y metabolitos primarios de su

membrana (99).

Sin embargo, dichos datos fueron avalados junto con el Porcentaje de Inhibicion
de Crecimiento Micelial (% PICM), que permite comparar el drea de crecimiento
que es inversamente proporcional al % PICM. En este sentido, se demuestra que
Meyerozyma guilliermondii, Kwoniella heveanensis 'y Wickerhamomyces
edaphicus presentan capacidad para inhibir el desarrollo de M. roreri,
alcanzando porcentajes que superan el 85% en el ensayo de confrontacion
directa. Dichos resultados coinciden con lo reportado previamente, donde se
reportaron valores de PICR% entre 86% y 95% respecto a Kwoniella
heveanensis (100). Por ultimo, Wickerhamomyces edaphicus tiene informacion
escasa sobre PICR%; sin embargo, su antecedente antagdnico se ve reportado en

el apartado 3.3.5.
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2.3.3.2. Método N°02 (Directo)

En Iquitos, mostrd una menor area de crecimiento del patdégeno EGZ-01 (47.20
mm?2), EGZ-33 (47.94 mm?2), EGZ-41 (52.04 mm?2); las levaduras con bajo
efecto inhibitorio es decir las de mayor area del patégeno fueron EGZ-20

(644.66 mm?) y EGZ-51 (216.81 mm?).

Figura 32
Cuadro de cajas y su comparacion de efectos en la cepa de Iquitos a través del Método

N°02.
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Nota: Elaboracion propia.
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En Cusco, las levaduras con baja area de crecimiento fueron EGZ-01 (50.45
mm?), EGZ-53 (48.69 mm?), EGZ-03 (51.20 mm?), las levaduras gran 4rea de
crecimiento del hongo fueron: EGZ-31 (157.03 mm?) y EGZ-20 (395.38 mm?).

Figura 33
Cuadro de cajas y su comparacion de efectos en la cepa de Cusco a través del Método
N°02.
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Nota: Elaboracion propia.
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En Bagua, las levaduras con capacidad de biocontrol fueron: EGZ-53 (72.37
mm?), EGZ-63 (65.76 mm?), EGZ-38 (69.84 mm?); las levaduras con bajo
efecto biocontrolador fueron: EGZ-20 (479.61 mm?) y EGZ-51 (372.30 mm?).

Figura 34
Cuadro de cajas y su comparacion de efectos en la cepa de Bagua a través del a través

del Método N°02
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Nota: Elaboracion propia.
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Tabla 13

Resultado del area de Moniliophthora roreri (Iquitos, Cusco y Bagua) en el Método

N°02.
Area 15 dias (mm2)
LEVADURA | IQUITOS | CUSCO | BAGUA
EGZ-01 47.20 50.45 76.51
EGZ-41 47.94 52.52 84.37
EGZ-53 52.04 48.69 72.37
EGZ-23 59.11 71.06 78.15
EGZ-33 62.63 70.88 130.04
EGZ-63 65.19 66.04 65.76
EGZ-03 76.58 51.20 84.19
EGZ-06 77.66 139.40 250.70
EGZ-48 81.69 126.54 115.15
EGZ-51 86.94 129.36 372.30
EGZ-07 90.75 61.23 90.96
EGZ-64 92.25 54.11 80.36
EGZ-39 113.88 86.18 132.24
EGZ-20 141.81 395.38 479.61
EGZ-49 151.02 92.56 196.10
EGZ-31 216.81 157.03 167.72
EGZ-38 644.66 68.59 69.84

Nota: Elaboracion propia.

Como resultado, se concluye que las levaduras con actividad biocontroladora
mas destacadas en el método directo son las especies: Meyerozyma
guilliermondii (EGZ-01, EGZ-33, EGZ-41, EGZ-53 y EGZ-63), Candida sp.
(EGZ-03), Wickerhamomyces edaphicus (EGZ-38). Dichas levaduras
demostraron mejores resultados, es decir, una menor area de crecimiento del
patdgeno, lo que sugiere la accidn de mecanismos que actian fisicamente con el
patdégeno, como la competencia por nutrientes y espacio, y la produccion de

enzimas hidroliticas. Por otro lado, las levaduras con bajo efecto antagdnico
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2.34.

fueron: Moiszyomices sp. (EGZ-20), Hannaella sp. (EGZ-51), Debaromyces
hansenii (EGZ-31)

Ambas metodologias confirman la efectividad de especies validando asi su uso
para estrategias sostenibles en la agricultura, como es el caso de M.
guilliermondii 'y Wickerhamomyces edaphicus, que mostraron actividad
inhibitoria en ambos métodos. Ademas, es importante sefalar que en el Método
N° 01 se us6 el % PICR como determinante para identificar a la levadura
antagonica, mientras que en el Método N° 02, basado en el contacto directo, se
usa como resultado el area de crecimiento debido a que ¢l % PICR arroja valores
extremadamente altos. Esto se justifica porque se usa un método donde se puede

evaluar tanto sus mecanismos directos como indirectos.

Por otro lado, la elevada actividad biocontroladora puede estar influenciada por
diversos factores como la concentracion de levadura y/o la baja concentracion o
el cultivo viejo de células del hongo patdégeno. Para descartar dichas hipotesis,
es necesario realizar nuevamente ensayos controlando la concentracion de la

levadura antagonista.
Inhibicion de germinacion de esporas.

La prueba solo se realizo en el Método N°01 debido a las condiciones del ensayo

de confrontacion directa.
Obteniendo los siguientes resultados:

En el Método N°01 en presencia del patogeno del departamento de Loreto, las
levaduras EGZ-23 (0 esporas/placa), EGZ-07 (35 esporas/placa) y EGZ-33 (93
esporas/placa) demostraron un alto potencial biocontrolador, demostrando el

minimo numero de esporas en total.
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Figura 35

Efecto de levaduras sobre la esporulacion de M. roreri (Cepa Iquitos).

Iquitos Levadura

. B3 Eczo1

B3 EGz-03

40000 BH Ecz0s
B3 EGz07
B3 Ecz-20
30000 B Ecz2
B3 Eczat
B3 Eczas

20000 - B eczas
° BS ecza9
ﬁ B3 ecza

L]
ﬁ BH ecz4s
e ™ g B3 eczae

Cantidad de esporas en placa
8

3 B3 Eczst

BT - LT LT e

PN P 9551;@ B3 Ecze4

Levadura

Nota: Elaboracion propia.

Figura 36

Efecto de levaduras sobre la esporulacion de M. roreri (Cepa Cusco).
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Nota: Elaboracion propia.

67



Para el departamento de Cusco las levaduras que ejercieron una mejor inhibicion

de esporas en el patogeno fueron EGZ-53, EGZ-33 y EGZ-41.

Por ultimo para el departamento de Amazonas los mejores resultados se obtuvieron

con EGZ-01, EGZ-53 y EGZ-41.

Figura 37

Efecto de levaduras sobre la esporulacion de M. roreri (Cepa Bagua).

Bagua Levadura

Iy B3 Eczot

B Ecz03

B3 EGz-06

75000 B8 eczor
B Ecz20

B Ecz23

B EGz-31

50000 B3 EGz-33

B EGz-38

B Ecz39

g o B3 EGz-41
3 B3 EGz-48

B3 EGz-49

) % B3 Eczs1
= B3 Eczss

- o - R~
B Eczes

PR N D> s B Ecze

= 25000

Cantidad de esporas en placa

Nota: Elaboracion propia.
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Tabla 14

Resultado del conteo de esporas sobre Moniliophthora roreri (Iquitos, Cusco y Bagua)

Numero de esporas/ placa
LEVADURA | IQUITOS | CUSCO | BAGUA
EGZ-01 1919 1881 26
EGZ-41 198 233 150
EGZ-53 239 87 26
EGZ-23 0 673 2660
EGZ-33 93 103 565
EGZ-63 116 329 333
EGZ-03 5837 4129 50209
EGZ-06 3404 1441 30920
EGZ-48 7695 7752 12569
EGZ-51 10026 25227 12486
EGZ-07 35 475 1914
EGZ-64 20964 6322 957
EGZ-39 6809 31643 39793
EGZ-20 7013 19705 8121
EGZ-49 14968 779 23706
EGZ-31 10552 13140 6349
EGZ-38 781 660 1649

Nota: Elaboracion propia.

El estudio evidencia que gran parte de las levaduras antagonistas reducen tanto el
area de crecimiento micelial como la produccion de esporas de Moniliophthora
roreri en el ensayo de contacto indirecto (Método N°01). Es decir que la inhibicion
no solo afecta al desarrollo vegetativo, sino a la vez su capacidad de esporulacion

y dispersion del patogeno, lo que refuerza su capacidad biocontroladora.

Durante la evaluacion de germinacion de esporas se determino que Meyerozyma
guilliermondii (EGZ-01, EGZ-23, EGZ-33, EGZ-41, EGZ-53) y Kwoniella

heveanensis (EGZ-07) muestran mejores resultados

En este ensayo se refuerza la efectividad de dichas levaduras y sugiere asi
determinar intensamente sus efectos sobre el patdgeno para un manejo integrado

contra M. roreri.

Visualmente hay una notable dispersion de datos, no son uniformes y esto puede
deberse a que en el conteo se considerd el nimero de esporas sin diferenciar entre

esporas viables y no viables. Ademas, en el microscopio es dificil distinguir la

69



2.3.5.

espora de un hongo a la estructura reproductiva de una levadura. También es posible
que, durante el conteo, algunas esporas hayan quedado sedimentadas en el fondo

del Tubo Eppendorf debido a una mala técnica del operador.

Por estas razones, el nimero de esporas es una forma adicional para corroborar los

resultados del Método N°01 y Método N°02, pero no debe ser el tnico.

Se recomienda realizar tinciones para diferenciar esporas viables de las no viables,
asi como usar una cantidad y concentracion adecuada de Tween para el

desprendimiento de esporas.

Levaduras mas destacadas y su interaccion

Las especies mas destacadas en ambos métodos son:
A) Meyerozyma guilliermondii

Fue la especie mas destacada en ambos métodos (directo e indirecto) sobre todas
las cepas del patégeno a biocontrolar. Su porcentaje de inhibicidon contra
Moniliophthora roreri fue entre 88.41% - 99.87%. Los resultados en ambos
métodos expresan que M. guilliermondii es capaz de ejercer multiples
mecanismos de accion. Dichos resultados son avalados por antecedentes que
indican la levadura ejerce un gran efecto inhibitorio contra C. gloeosporioides
y L. theobromae mediante la produccion de compuestos volatiles (COV's) como
2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, alcohol feniletilico y 2-metil-1-propanol
siendo efectivo contra antracnosis y pudricion del pedunculo de frutos de mango
(101,102).

Adicionalmente, M. guilliermondii ejerce biocontrol contra P. digitatum y C.
gloesporioides mediante la competencia por espacio y nutrientes, al tener un
crecimiento acelerado, son capaces de formar biopeliculas que permiten una
facil adhesion al fruto, reduciendo eficazmente la infeccion y colonizacion del

patogeno (103).

Se ha confirmado que M. guilliermondii ademas inhibe el crecimiento de P.
digitatum y P. funiculosus ampliando su espectro de accion (104). Asimismo,
se ha reportado que M. guilliermondii produce enzimas hidroliticas como B-
1,3- glucanasa y quitinasa. Ademas, se observo efecto de parasitismo directo,
donde la levadura se adhiere y actiia sobre el patdgeno, reforzando asi su

capacidad biocontroladora (105).
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Figura 38
Respuesta de EGZ-41 (Meyerozyma guilliermondii) frente a Moniliophthora roreri (Cepa
Iquitos) A) Metodo N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02 (Ensayo de

confrontacion directa)

EGZ-41

Nota: Elaboracion propia.

Figura 39
Respuesta de EGZ-33 (Meyerozyma guilliermondii) frente a Moniliophthora roreri (Cepa
Bagua) A) Metodo N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02 (Ensayo de

confrontacion dual).

EGZ-33
B)

R,

Nota: Elaboracion propia.
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Figura 40
Respuesta de EGZ-41 (Meyerozyma guilliermondii) frente a Moniliophthora roreri (Cepa
Cusco) A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02 (Ensayo de

confrontacion dual).

EGZ-41

Nota: Elaboracion propia.
B) Kwoniella heveanensis

Destac6 como otra especie con gran actividad controladora presentando un
porcentaje de inhibicion entre 80,01% y 99,00%. Cuya capacidad es atribuido a
COV’s como 3-metilbutan-1-ol, 2-metilbutan-1-ol, 1,1-dimetilhidrazina y

acido 3-metilbutanoico, reduciendo la patogenicidad de Aspergillus flavus (2).

Figura 41
Respuesta de EGZ-07 (Kwoniella heveanensis) frente a Moniliophthora roreri (Cepa

Iquitos) A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02 (Ensayo de

confrontacion dual).

EGZ-07

Nota: Elaboracion propia.
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Figura 42
Respuesta de EGZ-07 (Kwoniella heveanensis) frente a Moniliophthora roreri (Cepa

Bagua) A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02 (Ensayo de

confrontacion dual).

EGZ-07

Nota: Elaboracion propia.

Figura 43
Respuesta de EGZ-07 (Kwoniella heveanensis) frente a Moniliophthora roreri (Cepa
Cusco) A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02 (Ensayo de

confrontacion dual).

EGZ-07

Nota: Elaboracion propia.
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C) Wickerhamomyces edaphicus

Su PIC(%) estuvo entre 88,48% y 94,74%, demostrando una actividad
biocontroladora consistente en ambos métodos. Dichos resultados resaltan el
potencial como agente biocontrolador. Sin embargo, hasta la fecha, no existen
referencias especificas que indiquen su uso en el manejo de enfermedades en

plantas.

A pesar de la falta de antecedentes bibliograficos, otras especies del mismo
género, como W. anomalus han demostrado propiedades antifingicas como la
produccion de glucanasas que degradan la pared celular (107). Este mecanismo
podria sugerir que comparte caracteristicas similares a W. edaphicus, pero seria

valioso evaluar pruebas adicionales para determinar y validar su eficacia.

Figura 44
Respuesta de EGZ-38 (Wickerhamomyces edaphicus) frente a Moniliophthora roreri
(Cepa Iquitos) A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02

(Ensayo de confrontacion dual).

EGZ-38

Nota: Elaboracion propia.
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Figura 45
Respuesta de EGZ-38 (Wickerhamomyces edaphicus) frente a Moniliophthora roreri
(Cepa Bagua) A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02

(Ensayo de confrontacion dual).

EGZ-38

Nota: Elaboracion propia.

Figura 46
Respuesta de EGZ-38 (Wickerhamomyces edaphicus) frente a Moniliophthora roreri
(Cepa Cusco) A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa), B) Método N°02

(Ensayo de confrontacion dual).

EGZ-38

Nota: Elaboracion propia.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

QUINTA:

SEXTO:

CONCLUSIONES

El ritmo de crecimiento medido con espectrofotometria fue el siguiente: Cusco
(245.23 mm?/dia), Amazonas (289.60 mm?/dia) y Loreto (415.40 mm?/dia), y
mediante un disco de 7 mm de didmetro Cusco (239.65 mm?/dia), Amazonas

(238.46 mm?/dia) y Loreto (420.80 mm?/dia).

Existe una diferencia estadisticamente significativa entre el método N°01
(contacto indirecto) y Método N°02 (contacto directo). Es decir, sus resultados
en cuanto al area de crecimiento micelial difieren de acuerdo con el método
demostrado a través de la prueba de muestras independientes. Ademas, existe
una mejor respuesta de inhibicion segun el Método N°02, presentando una

menor area de crecimiento del patégeno.

A través de las pruebas post hoc se determind que las cepas de Moniliophthora
roreri de Iquitos y Bagua (p=0.889) comparten un comportamiento similar en
los ensayos de biocontrol, mientras que Cusco (p < 0.05) demuestra una
variabilidad notable, y esto debido a factores como condiciones ambientales
especificas de origen, genética o adaptacion. Lo que sugiere que tanto la cepa de

Iquitos y Bagua (p > 0.05) tienen condiciones de crecimiento homogéneas.

En el M¢étodo N°01, ensayo de confrontacion dual, presenta a Meyerozyma
guilliermondii (EGZ-01, EGZ-23, EGZ-33, EGZ-41, EGZ-53), Kwoniella
heveanensis (EGZ-64) y Wickerhamomyces edaphicus (EGZ-38) como
levaduras con actividad biocontroladora cuya inhibicion mostrd valores entre
80.01% a 99.87%. En el Método N°02 (contacto directo) se observo a
Meyerozyma guilliermondii (EGZ-01, EGZ-33, EGZ-41, EGZ-53 y EGZ-63),
Candida sp. (EGZ-03), Wickerhamomyces edaphicus (EGZ-38) con una minima

superficie de crecimiento de 47.20 mm?2.

Se evidenci6 que las levaduras no solo inhibieron el crecimiento del patégeno
en placa, sino también la germinacion de esporas. Entre las especies evaluadas,
Meyerozyma guilliermondii destacd por presentar el menor nimero de esporas,
lo que indica una mayor capacidad inhibitoria sobre la germinacion del

patodgeno.

La especie mas destacada durante los ensayos experimentales fue Meyerozyma

guilliermondii, que evidencia su amplio espectro de accion.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

RECOMENDACIONES

Durante la evaluacion se establecidé como variable de respuesta el area de
crecimiento y el nimero de esporas, sin embargo, no se pudo hacer un estudio
comparativo para la variable de numero de esporas en el Método N°02 debido a
que en la placa tanto la levadura como patdgeno estaban en una misma area, por
lo cual el conteo hubiera sido inexacto. Por ello, se recomienda buscar métodos

para diferenciar las esporas de un hongo y las células de una espora.

A través de los ensayos se determinan los posibles tipos de mecanismos de
accion del agente biocontrolador, sin embargo, a partir de la informaciéon dada
se subraya la necesidad de continuar investigando cémo se da la interaccion con
el patdgeno para asi optimizar la aplicacion en el manejo de enfermedades

agricolas.

Con esta informacion y los resultados se puede llegar a formular nuevos métodos
de control biologico de la moniliasis en el cultivo de cacao. Se sugiere usar los

resultados para validarlos bajo condiciones de campo.

Este estudio abre nuevas posibilidades para desarrollar estrategias sostenibles de
biocontrol frente a patdégenos de las plantas; por ende, se recomienda seguir
investigando la efectividad y estabilidad de sus mecanismos en condiciones

reales del cultivo.
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Anexo 1

Crecimiento radial in vitro de hongos fitopatogenos en el crecimiento dual en Método

N°01.

=1 o= =

Z

= = S Z = 5 =3
&= = R % o= ax 2 =
< A = = % Z < o< = =
5 | 8| 2 Z5 2 x| 42 z 2
= = 7 52 ~ g o SO = =
z > = O z zw = ©

2| ¢ | 88 | 8§

% >3 S
EGZ- | Bagua | 5498 | 54800873 |2.4507695 |2.5602 | 153783 |2356 | 16415

01 2 5

EGZ- Cusco | 400.617 | 101.84067 | 45.544532 | 250.8904 | 501.656 243.927 | 512.056
01 1 7

EGZ- Iquito | 639.852 | 234.99093 | 105.09114 | 138.5567 | 639.852 110.364 | 639.852
01 s 7 2

EGZ- Bagua | 1871.66 | 564.81684 | 252.59377 | 1775.061 | 3026.253 | 1765.66 | 3131.027

03 1 5 2 7 5 7

EGZ- Cusco | 856.749 | 801.87076 | 358.60750 | 533.5113 | 2397.009 | 501.013 | 2546.529
03 7 9 6

EGZ- Iquito | 972.884 | 524.85604 | 234.72276 | 417.21 1488.274 | 417.21 1493.894
03 S 9 1

EGZ- Bagua | 2143.16 | 582.85909 | 260.66251 | 1755.201 | 3184.618 | 1717.79 | 3262.771
06 4 6 2 2 1

EGZ- Cusco | 551.351 | 370.88271 | 165.86379 | 240.332 1028.009 | 240.332 | 1041.44
06 1 1 7

EGZ- Iquito | 2363.39 | 1158.4413 | 518.07073 | 684.9234 | 3087.056 | 666.457 | 3100.905
06 s 3 7 1 9

EGZ- Bagua | 127.613 | 63.094010 | 28.216499 | 46.7525 191.393 37.768 191.393
07 4 9

EGZ- Cusco | 237.593 | 168.38421 | 75.303711 | 136.5937 | 537.7941 | 128.474 | 568.647
07 8 6

EGZ- Iquito | 677.253 | 611.41219 | 273.43184 | 35.6596 1429981 | 35.63 1498.196

07 s 1 4 4

EGZ- | Bagua | 1808.77 | 183.08634 | 81.878702 | 1642.663 | 2103.065 | 1624.20 | 2122.936
20 6 4 1 9 4 7

EGZ- | Cusco | 194852 |431.64340 | 193.03680 | 1215.592 | 2225.104 | 1168.20 | 2234.931
20 9 8 1 9 1 3
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EGZ- | Iquito |3164.12 |244.69198 | 109.42958 | 2915.449 | 3491.940 |2903.50 | 3506.718
20 s 8 2 1 8 2 5

EGZ- | Bagua | 380.134 | 189.70103 | 84.836881 | 44.2962 |397.412 |43.982 | 397.412
23 5 9

EGZ- | Cusco | 192.423 | 67.864665 | 30.350001 | 96.0544 | 249.6785 | 94.248 | 253.684
23 6 1

EGZ- | Iquito |33.902 | 3.8785284 | 1.7345306 |27.3219 | 34.875 27.274 | 34.875
23 S 2 4

EGZ- | Bagua | 1269.99 | 157.07209 | 70.244774 | 1193.808 | 1513.780 | 1193.80 | 1517.393
31 2 1 1 8

EGZ- | Cusco | 708.257 |207.51407 | 92.803117 | 512.0273 | 949.63 505.411 | 949.63
31 8

EGZ- | Iquito |2883.41 |388.19875 | 173.60776 | 2518.098 | 3455.708 | 2504.77 | 3505.889
31 s 6 8 3 5 1 6

EGZ- | Bagua | 188.496 | 59.316250 | 26.527033 | 65.7378 | 188.496 | 53.407 | 188.496
33 9 9

EGZ- | Cusco | 103.673 | 24395220 | 10.909874 | 71.3929 | 122.522 | 70.686 | 122.522
33 5 3

EGZ- |Iquito |91.953 | 115.71972 |51.751434 | 71.6014 | 316.1961 | 71.143 | 340.929
33 s 5 3

EGZ- | Bagua | 274.89 | 33.961596 | 15.188087 | 2389187 | 3252341 |235.62 | 329.868
38 6 7

EGZ- | Cusco | 193.778 | 40.687802 | 18.196138 | 129.8699 | 230.0381 | 125.94 | 232.893
38 4 4

EGZ- | Iquito | 635.649 | 483.10905 | 216.05293 | 3123172 | 1420.709 | 311.612 | 1491.726
38 s 5 8

EGZ- | Bagua | 2912.24 |285.70044 | 127.76912 | 2391.468 | 3067.898 | 2340.77 | 3079.491
39 4 3 2 8 8 4

EGZ- | Cusco | 1665.44 | 908.54815 | 40631508 | 1377.138 | 3200.164 | 1345.10 | 3200.164
39 3 1 5 8 5

EGZ- | Iquito | 3404.76 | 715.88729 | 320.15453 | 2164.784 | 3862.298 | 2048.48 | 3883.173
39 s 5 3 1 1 6

EGZ- | Bagua | 77.755 | 29.757197 | 13.307823 | 21.913 92.5987 | 18.85 94.248
41 9 5

EGZ- | Cusco | 87.194 | 198.28116 | 88.674031 | 77.674 442788 | 77.674 | 442.788
41 1 1

EGZ- | Iquito |39.687 | 19.464466 | 8.7047741 | 35.214 75.0944 | 34.717 | 75.556
41 S 7 2
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EGZ- Bagua | 2033.22 | 1129.4238 | 505.09367 | 285.7229 | 3076.425 | 109.75 3142.472
48 2 7 4

EGZ- Cusco | 1365.67 | 434.25753 | 194.20587 | 1298.919 | 2182.707 | 1292.06 | 2197.133
48 9 4 3 5 5 9

EGZ- Iquito | 1099.29 | 766.16796 | 342.64073 | 728.5324 | 2474.560 | 714.33 2547.379
48 s 4 2

EGZ- Bagua | 2473.22 | 285.80164 | 127.81438 | 2406.858 | 2962.293 | 2403.32 | 2963.314
49 5 5 1 3 4

EGZ- Cusco | 779.117 | 70.887199 | 31.701719 | 706.1535 | 848.232 706.075 | 848.232
49 3 3

EGZ- Iquito | 2389.93 | 905.02695 | 404.74036 | 799.1225 | 2974.999 | 650.318 | 3014.112
49 s 6 8 7

EGZ- Bagua | 3056.39 | 1123.6479 | 502.51061 | 752.2974 | 3162.410 | 534.115 | 3166.942
51 6 9 7

EGZ- Cusco | 1847.26 | 1263.4953 | 565.05231 | 490.0892 | 3153.381 | 452.39 3153.381
51 1 9 7

EGZ- Iquito | 769.621 | 311.10276 | 139.12938 | 130.1164 | 830.4768 | 91.526 837.115
51 s 5 6

EGZ- Bagua | 25.368 13.873152 | 6.2042625 | 10.8622 42.4508 10.603 43.354
53 7 1

EGZ- Cusco | 56.549 12.187551 | 5.4504385 | 34.0865 62.9102 32.987 63.617
53 2 7

EGZ- Iquito | 79.744 34.807209 | 15.566257 | 52.7498 123.189 52.42 123.189
53 s 7 4

EGZ- Bagua | 111.034 | 304.00312 | 135.95432 | 57.4142 633.3356 | 56.946 634.121
63 8

EGZ- Cusco | 329.868 | 227.27373 | 101.63990 | 86.2369 633.7393 | 70.686 647.955
63 9 6

EGZ- Iquito | 58.359 81.072656 | 36.256794 | 48.6201 227.2697 | 47.538 241.663
63 s 7 3

EGZ- Bagua | 43.543 12.734050 | 5.6948403 | 23.528 52.0567 22.551 52.151
64 2 9

EGZ- Cusco | 175.93 189.03605 | 84.539491 | 73.1207 451.605 70.686 451.605
64 6

EGZ- Iquito | 1103.38 | 481.24966 | 215.22139 | 239.7556 | 1164.904 | 234.344 | 1167.171
64 s 4 1
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Anexo 2
Crecimiento radial in vitro de hongos fitopatogenos en el crecimiento dual en Método

N°02.

VINdvAdl
vVdad
VNVIAAIN
AVANVLSH
NOIDVIASHA
AVANVLSH
R (02 R K
VIDONAAIINOD
dd Orved O'TVAYHALNI
VZNVIINOD
HA OLTV O'TVAYULNI
ONWINIIN
ONIXVIN

EGZ-01 | Bagua | 76.51 10.0764453 | 4.50632334 | 73.197 94.999 73.15 95.74

EGZ-01 | Cusco | 50.454 | 6.34130796 | 2.83591914 | 41.085 55.1297 | 40.715 | 55.195

EGZ-01 | Iquitos | 47.201 | 3.942404 1.76309667 | 43.2518 | 52.8041 | 42918 | 53.038

EGZ-03 | Bagua | 84.19 8.45369919 | 3.78060921 | 77.513 96.702 77.1 97.02

EGZ-03 | Cusco | 51.204 | 5.54325951 | 2.47902102 | 50.246 62.5556 | 50.202 | 63.328

EGZ-03 | Iquitos | 86.944 | 43.9614597 | 19.6601625 | 81.7472 | 177.3027 | 81.624 | 182.387

EGZ-06 | Bagua | 250.7 84.3331575 | 37.7149346 | 122.093 | 329.105 | 112.98 | 333.88

EGZ-06 | Cusco | 139.398 | 12.9020242 | 5.76996062 | 127.5686 | 159.7523 | 126.335 | 160.969

EGZ-06 | Iquitos | 113.877 | 7.22084159 | 3.22925853 | 107.6597 | 125.1061 | 107.348 | 126.351

EGZ-07 | Bagua | 90.96 7.92747753 | 3.54527573 | 77.328 94.695 76.78 94.75

EGZ-07 | Cusco | 61.23 4.85453273 | 2.17101304 | 52.954 64.3161 | 52.414 | 64.428

EGZ-07 | Iquitos | 90.755 | 11.3721331 | 5.08577251 | 73.9451 | 101.242 | 73.166 | 101.963

EGZ-20 | Bagua | 479.61 | 89.3337807 | 39.9512813 | 319.566 | 486.407 | 319.21 | 486.46

EGZ-20 | Cusco | 395.379 | 239.410146 | 107.067472 | 161.7596 | 730.8182 | 154.333 | 754.102

EGZ-20 | Iquitos | 644.663 | 299.514216 | 133.946829 | 365.2671 | 977.1209 | 363.435 | 978.678

EGZ-23 | Bagua | 78.15 28.4204974 | 12.7100328 | 55.087 120.317 | 54.07 121.93

EGZ-23 | Cusco | 71.063 | 19.1957306 | 8.58459171 | 58.9423 | 105.4527 | 57.815 | 108.746

EGZ-23 | Iquitos | 65.187 | 6.08694295 | 2.72216364 | 65.187 78.1826 | 65.187 | 79.244

EGZ-31 | Bagua | 167.72 | 162.38966 | 72.6228638 | 123.405 | 440.72 122.82 | 442.31

EGZ-31 | Cusco | 157.031 | 112.898493 | 50.489741 121.4434 | 371.2333 | 120.08 | 393.721

EGZ-31 | Iquitos | 81.693 | 217.980629 | 97.4839008 | 78.4305 | 536.1617 | 78.068 | 579.801

EGZ-33 | Bagua | 130.04 | 33.0843525 | 14.7957722 | 62.325 135.314 | 56.75 135.52

EGZ-33 | Cusco | 70.882 | 14.3080767 | 6.3987664 | 67.0887 | 98.429 67.052 | 101.175

EGZ-33 | Iquitos | 67.024 | 12.0341516 | 5.38183619 | 63.61 89.9591 | 63.61 92.251

EGZ-38 | Bagua | 69.84 7.76394037 | 3.47213969 | 55.387 73.877 54.01 74.27

EGZ-38 | Cusco | 68.588 | 5.75859881 | 2.57532368 | 63.1891 | 76.7839 | 62.599 | 76.976

EGZ-38 | Iquitos | 77.66 9.03541077 | 4.04075854 | 69.6539 | 91.7508 | 69.18 92.76

EGZ-39 | Bagua | 132.24 | 21.6251728 | 9.6710713 | 112.649 | 160.82 110.64 | 160.82

EGZ-39 | Cusco | 86.177 | 9.23082598 | 4.12815088 | 75.7243 | 97.3235 | 75.35 97.894
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EGZ-39 | Iquitos | 62.634 | 27.7356638 | 12.4037659 | 52.7728 | 114.0135 | 52.057 | 115.835
EGZ-41 | Bagua | 84.37 9.00367314 | 4.02656504 | 74.963 96.347 74.77 97.56
EGZ-41 | Cusco | 51.465 | 4.53993851 | 2.03032223 | 48.2442 | 59.3183 | 47.938 | 60.124
EGZ-41 | Iquitos | 52.04 2.04511386 | 0.91460272 | 50.2083 | 54.8452 | 50.076 | 54.891
EGZ-48 | Bagua | 115.15 | 33.1625967 | 14.8307641 | 75.738 153.549 | 72.01 154.15
EGZ-48 | Cusco | 126.544 | 221.73447 | 99.1626698 | 124.0271 | 579.982 | 123.896 | 627.358
EGZ-48 | Iquitos | 141.812 | 35.0535038 | 15.6764035 | 105.6171 | 190.8749 | 104.199 | 196.17
EGZ-49 | Bagua | 196.1 60.7431525 | 27.1651636 | 121.873 | 263.48 116.12 | 264.61
EGZ-49 | Cusco | 92.56 52.2865804 | 23.3832696 | 88.6054 | 199.402 | 88.194 | 210.187
EGZ-49 | Iquitos | 151.025 | 53.8513013 | 24.0830341 | 88.8143 | 216.9614 | 85.157 | 219.654
EGZ-51 | Bagua | 372.3 230.520506 | 103.091905 | 115.209 | 635.814 | 110.71 | 648.86
EGZ-51 | Cusco | 129.361 | 54.2132948 | 24.2449225 | 92.053 217.6215 | 91.266 | 227.254
EGZ-51 | Iquitos | 216.807 | 110.442309 | 49.3913021 | 134.528 | 392.1322 | 130.161 | 400.049
EGZ-53 | Bagua | 72.37 15.3530844 | 6.86610807 | 55.718 89.632 55.37 90.17
EGZ-53 | Cusco | 49.68 3.15524635 | 1.41106906 | 45.1327 | 52.134 45.067 | 52.297
EGZ-53 | Iquitos | 59.887 | 13.1274438 | 5.87077133 | 50.5213 | 80.9127 | 50.388 | 82.432
EGZ-63 | Bagua | 65.76 7.89589957 | 3.53115364 | 63.208 80.17 63.02 80.55
EGZ-63 | Cusco | 66.043 | 5.80996297 | 2.59829443 | 60.2114 | 73.2077 | 59.95 73.345
EGZ-63 | Iquitos | 59.106 | 1.18426762 | 0.52962058 | 59.106 61.3425 | 59.106 | 61.362
EGZ-64 | Bagua | 80.36 13.031079 | 5.82767569 | 75.86 101.747 | 75.58 101.76
EGZ-64 | Cusco | 54.106 | 2.28992725 | 1.0240866 | 50.59 55.0685 | 50.59 55.081
EGZ-64 | Iquitos | 76.575 | 18.6867926 | 8.35698771 | 48.622 94.5965 | 46.143 | 95.541
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Anexo 3
Ensayo de confrontacion dual y ensayo de confrontacion directa in vitro en la cepa de

Iquitos.

a) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-01 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-01

b) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (antagonismo) de la cepa EGZ-23 (Meyerozyma guilliermondii).

EGZ-23
B)
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c) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion dual) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion directa) de la cepa EGZ-33 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-33

d) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-41 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-41
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e) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-53 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-53

f) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-63 (Meyerozyma
guilliermondii).

EGZ-63

B)
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g) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-03 (Candida sp.).

EGZ-03
B)

h) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-06 (Hannaella

phetchabunensis).

EGZ-06
A)
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1) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-48 (Hannaella

taiwanensis).
EGZ-48
A)

j) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-51 (Hannaella sp.).

EGZ-51
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k) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
M¢étodo N°02 (Ensayo de confrontaciéon dual) de la cepa EGZ-07 (Kwoniella

heveanensis).

EGZ-07

1) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-64 (Kwoniella

heveanensis).

EGZ-64
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m) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-39 (Rhodosporidiobolus

ruineae).

EGZ-39

A) B)

n) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-20 (Moiszyomices sp.).

EGZ-20
A)

0) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-49 (Sporobolomyces
Jjaponicus).

EGZ-49

100



p) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-31 (Debaromyces

hansenii).
EGZ-31

A) B)

q) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-38 (Wickerhamomyces
edaphicus).

EGZ-38
A)
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Anexo 4
Ensayo de confrontacion dual y ensayo de confrontacion directa in vitro en la cepa de

Bagua.

a) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-01 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-01

b) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-23 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-23
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c) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-33 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-33

d) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Meétodo N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-41 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-41
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e) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-53 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-53

f) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-63 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-63
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g) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-03 (Candida sp.).

EGZ-03

A) B)

h) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-06 (Hannaella

phetchabunensis).

EGZ-06
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1) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-48 (Hannaella

taiwanensis).

EGZ-48

j) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-51 (Hannaella sp.).

EGZ-51

A) B)
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k) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacién dual) de la cepa EGZ-07 (Kwoniella

heveanensis).

EGZ-07

1) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontaciéon dual) de la cepa EGZ-64 (Kwoniella

heveanensis).

EGZ-64
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m) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-39 (Rhososporidiobolus

ruineae).

EGZ-39
A)‘||||| B)||||||
n) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-20 (Moiszyomices sp.).

EGZ-20
A)

108



0) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-49 (Sporobolomyces

Jjaponicus).

EGZ-49

A) B)

p) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-31 (Debaromyces

hansenii).

EGZ-31
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q) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-38 (Wickerhamomyces
edaphicus).

EGZ-38
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Anexo 5
Ensayo de confrontacion dual y ensayo de confrontacion directa in vitro en la cepa de

Bagua.

a) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-01 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-01

b) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-23 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-23
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c) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-33 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-33

d) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Meétodo N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-41 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-41

e) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-53 (Meyerozyma

guilliermondii).
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f) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Meétodo N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-63 (Meyerozyma

guilliermondii).

EGZ-63

g) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-03 (Candida sp.).

EGZ-03
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h) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-06 (Hannaella

phetchabunensis).

EGZ-06

A) B)

1) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-48 (Hannaella

taiwanensis).

EGZ-48
A)
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j) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)

Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-51 (Hannaella sp.).

EGZ-51

k) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-07 (Kwoniella

heveanensis).

EGZ-07
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1) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacién dual) de la cepa EGZ-64 (Kwoniella

heveanensis).

EGZ-64

m) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-39 (Rhososporidiobolus

ruineae).

EGZ-39

A).B).
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n) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)

Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-20 (Moiszyomices sp.).

EGZ-20

0) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontaciéon directa) y B)
Meétodo N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-49 (Sporobolomyces

Jjaponicus).

EGZ-49
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p) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-31 (Debaromyces

hansenii).

EGZ-31

q) Placas Petri con ensayos de A) Método N°01 (Ensayo de confrontacion directa) y B)
Método N°02 (Ensayo de confrontacion dual) de la cepa EGZ-38 (Wickerhamomyces
edaphicus).

EGZ-38

A) B)

(’/
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