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RESUMEN

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) enfrenta graves pérdidas
debido a enfermedades como la pudricion negra de las mazorcas,
causada por Phytophthora palmivora, que puede reducir la
produccion hasta en un 60%. El control bioldgico se presenta como
una alternativa sostenible para manejar esta problematica. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad antagénica in
vitro de tres cepas de Trichoderma (T. harzianum, T. viride y
Trichoderma sp.) frente a P. palmivora en cacao. Se activaron y
sembraron las cepas de Trichoderma 'y P. palmivora en medio PDA
suplementado con acido lactico. Se midi6 el crecimiento radial de
ambos microorganismos y se realizaron pruebas de antagonismo
mediante cultivos duales, con la incubacion a 25 °C. El diseno
experimental fue completamente al azar, con tres repeticiones por
tratamiento, y los datos se analizaron con ANOVA y la prueba de
Tukey (p=<0,05). Trichoderma viride mostré el mayor crecimiento
radial (0,493 mm) y una capacidad antagénica significativa, que
super6 a P. palmivora (0,117 mm). Las cepas de Trichoderma sp. 'y
T harzianum también inhibieron el crecimiento del patdgeno,
aunque en menor medida. El contacto micelial entre 7. viride y
P. palmivora ocurrid a las 64 horas, lo que evidencia su rapida
accion antagonica. Trichoderma viride demostr6 ser el antagonista
mas efectivo contra P. palmivora. Las cepas de Trichoderma
mostraron un crecimiento rapido y una capacidad inhibitoria
significativa, lo que respalda su uso como agentes de biocontrol.
Estos resultados refuerzan el potencial de Trichoderma en
estrategias integradas para el manejo de enfermedades en cacao.
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ABSTRACT

Cocoa (Theobroma cacao L.) crops face serious losses due to
diseases such as black pod rot, caused by Phytophthora palmivora,
which can reduce production by up to 60%. Biological control is
presented as a sustainable alternative to manage this problem. The
objective of this work was to evaluate the in vitro antagonistic
capacity of three Trichoderma strains (T. harzianum, T. viride and
Trichoderma sp.) against P. palmivora in cocoa. The Trichoderma
and P. palmivora strains were activated and sown in PDA medium
supplemented with lactic acid. The radial growth of both
microorganisms was measured and antagonism tests were
performed using dual cultures, incubating at 25 °C. The
experimental design was completely randomized, with three
repetitions per treatment, and the data were analyzed with ANOVA
and the Tukey test (p<0.05). Trichoderma viride showed the highest
radial growth (0.493 mm) and significant antagonistic capacity,
outperforming P. palmivora (0.117 mm). Trichoderma sp. and
T. harzianum strains also inhibited pathogen growth, although to a
lesser extent. Mycelial contact between 7. viride and P. palmivora
occurred at 64 hours, evidencing their rapid antagonistic action.
Trichoderma viride proved to be the most effective antagonist
against P. palmivora. Trichoderma strains showed rapid growth and
significant inhibitory capacity, supporting their use as biocontrol
agents. These results reinforce the potential of Trichoderma in
integrated strategies for disease management in cacao.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao Lin.) es un cultivo de
gran importancia a nivel mundial, especialmente en
paises tropicales. Esta especie se desarrolla en diversos
agroecosistemas bajo condiciones de sombra, principalmente
proporcionada por arboles frutales Anzules et al. (2018).
Su cultivo es fundamental para la economia de muchas
regiones, ya que proporciona una fuente de ingresos para
numerosos agricultores.

A nivel global, se producen anualmente 4,3 millones de
toneladas de grano de cacao. De esta produccion, el 74,9 %
se concentra en Africa Occidental, el 12,1 % en el sureste
asiatico y el 13 % en América Latina. Costa de Marfil destaca
como el mayor productor, contribuyendo con el 35 % de la
produccion mundial (Solis et al., 2015). Estas cifras reflejan la
importancia econoémica y social del cacao en estas regiones.

Infante (2019) sefiala que las plagas en el cultivo del cacao
pueden causar pérdidas de hasta el 60 % de la produccion.
Entre las plagas mas perjudiciales se encuentra la pudricion
negra de las mazorcas, causada por especies del género
Phytophthora. Esta enfermedad es considerada la principal
causa de pérdidas de cosecha a nivel mundial, lo que afecta
significativamente la rentabilidad de los cultivos.

Theobroma cacao L. es susceptible a diversas
enfermedades fungicas en todas las zonas de cultivo. Una
de las mas devastadoras es la pudricion negra de la mazorca,
provocada por varias especies de Phytophthora (Oomycota).
La taxonomia de las especies de Phytophthora asociadas al
cacao ha sido objeto de controversia durante mucho tiempo.
Historicamente, las cepas aisladas de tejidos afectados se
identificaron como una sola especie, P. palmivora (Fernandez
et al., 2018).

Entre los agentes de control bioldgico mas utilizados se
encuentra Trichoderma spp. Este microorganismo presenta
un modo de accion combinado. En primer lugar, actua
directamente al parasitar a su presa, la envuelve y rompe
su pared celular para luego alimentarse de ella Terrero et al.
(2018). Este mecanismo lo convierte en una herramienta
eficaz para el manejo de enfermedades en el cultivo del cacao.

El estudio del crecimiento in vitro de patdogenos y
antagonistas en condiciones controladas es una técnica que
permite evaluar las caracteristicas y comportamientos de los
microorganismos. Esta metodologia contribuye al desarrollo
de estrategias para el control de plagas en los cultivos. Por ello,
esta investigacion tuvo como objetivo determinar la capacidad
antagonica in vitro de tres cepas de Trichoderma frente a
Phytophthora palmivora (Butl).

MATERIALES Y METODOS
Activacion y siembra de antagonistas

La investigacién se llevdo a cabo en el laboratorio
de microbiologia de la  Estacion Experimental
Agroforestal de Baracoa, perteneciente al Instituto de
Investigaciones Agroforestales (INAF). Como antagonistas,
se emplearon aislamientos de Trichoderma harzianum Rifai

y Trichoderma viride Pers., los cuales fueron donados por el
Centro de Reproduccion de Entomofagos y Entomopatdgenos
(CREE), adscrito a la Empresa Agroforestal y Coco de
Baracoa. Ademas, se aisld Trichoderma sp. a partir de
compost elaborados con residuos de cosecha de cacao en
la UBPC Jos¢ Maceo Grajales, ubicada en el principal polo
productivo del municipio de Baracoa.

Posteriormente, los aislamientos se activaron en placas
Petri con medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Agar). Este
medio, de base altamente nutritiva, favorece una buena
esporulacion de los hongos y es ampliamente recomendado
para realizar recuentos coloniales. Para su preparacion, se
afladieron 39 g de PDA en un matraz con 1000 mL de agua.
Luego, se agregd acido lactico para inhibir el crecimiento de
bacterias y otros hongos.

El medio se esteriliz6 durante 30 minutos en autoclave
a 120 °C. Una vez esterilizado, se vertié en placas Petri
dentro de una cadmara de flujo laminar y se dejo solidificar
durante 5 minutos. La siembra de las diferentes especies
de Trichoderma se realiz6 en la cdmara de flujo laminar,
mediante una aguja de diseccion estéril para tomar una porcion
de micelio. Se hicieron tres repeticiones por especie, y las
placas se incubaron a 25 °C durante 120 horas para estimular
el crecimiento.

Activacion del patégeno

El oomiceto P. palmivora se aisldo a partir de frutos
con sintomas de la afectacion causada por este patogeno,
obtenidos del banco de germoplasma de la Estacion
Experimental Agroforestal de Baracoa. Para su activacion,
se prepar6 un medio de cultivo PDA suplementado con acido
lactico, con el fin de inhibir el crecimiento de otros agentes
patogenos. El medio se esterilizo y se procedio a la siembra del
patdgeno en placas Petri, segun el mismo protocolo utilizado
para los antagonistas.

Se realizaron tres repeticiones del proceso, y las placas
se incubaron a 28 °C durante 120 horas. Este procedimiento
permitié asegurar el crecimiento adecuado del patdgeno para
su posterior uso en las pruebas de antagonismo.

Crecimiento radial de antagonistas

El crecimiento radial e individual del micelio de las tres
cepas de Trichoderma se evalud en medio de cultivo PDA
suplementado con acido lactico, segin el protocolo descrito
por Dimbi et al. (2004). Se recolectd un fragmento de 5 mm
de didmetro del borde de colonias de Trichoderma de 4 dias de
edad, ya que en esta zona se concentra la mayor cantidad de
enzimas y la esporulacion es mas homogénea, lo que favorece
un mayor crecimiento micelial y esporulacion del hongo. Este
fragmento se coloco en el centro de una placa Petri, y el
crecimiento se midio con una regla milimetrada.

Por otro lado, el crecimiento radial del micelio de
P palmivora se desarrolld en medio de cultivo solido
PDA + acido lactico, donde crecié como aislamiento puro
durante 10 dias. El crecimiento se midié de manera similar,
con una regla milimetrada para cuantificar su expansion.
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Evaluacion del biocontrol antagonista de Trichoderma
harzianum, viride y Trichoderma sp. contra
Phytophthora palmivora

Para determinar la capacidad inhibidora y de colonizacion
de los diferentes aislamientos de Trichoderma sobre el
patdégeno P. palmivora, se realizaron pruebas de antagonismo
in vitro mediante la técnica de cultivos duales. En esta
técnica, se colocd una porcion de 3 mm del antagonista en
un extremo de la placa Petri y otra porcion del patdogeno en
el extremo opuesto. Las placas se incubaron a 25 °C, y las
mediciones se realizaron desde la posicion inicial de ambos
microorganismos hacia el centro, para evaluar su crecimiento
radial individual hasta el enfrentamiento.

Se registraron lecturas del incremento radial micelial cada
ocho horas, con el objetivo de determinar el crecimiento hasta
el primer contacto entre las hifas de ambos hongos. Esto
permitié observar si Trichoderma sp. presentaba capacidad
antagonica para invadir a P. palmivora. Para evaluar la
influencia de cada uno de los tres aislamientos de Trichoderma
sobre el crecimiento de P. palmivora, se midio su crecimiento
radial en placas Petri con PDA. Las mediciones se realizaron
durante 112 horas, con tres repeticiones por tratamiento.

Disefio experimental y analisis estadistico

El ensayo de antagonismo in vitro se realizé por triplicado
para cada uno de los tratamientos, bajo un disefio experimental
completamente al azar. Los datos obtenidos se analizaron
mediante analisis de varianza y comparaciéon de medias,
mediante el paquete estadistico InfoStat (version libre),
desarrollado por Di Rienzo et al. (2014). Las medias se
compararon mediante la prueba de rangos multiples de Tukey
al 5 % de significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

El género Trichoderma mostrd un crecimiento rapido, lo
que permitié cubrir completamente la superficie de la caja
Petri con PDA a los 5 dias. Este resultado sugiere que el
tipo de especie influyo tanto en el crecimiento como en la
velocidad. En la evaluacion realizada, se observo que la cepa
de Trichoderma viride (TS-3) presentd un crecimiento radial
mas rapido, cubriendo un area de 0,43 mm (Tabla 1).

Tabla 1. Crecimiento radial in vitro de Trichoderma 'y P. palmivora

Antagonistas Crecimiento radial*

Trichoderma viride 0,438 a
Trichoderma sp 0,363 b
Trichoderma harzianum 0,322 b
P. palmivora 0,119 ¢

Por otro lado, las cepas de Trichoderma sp. y Trichoderma
harzianum (A-34) mostraron un comportamiento similar en
el crecimiento radial, con valores de 0,363 mm y 0,322 mm,
respectivamente (Tabla 1). Finalmente, el crecimiento radial
de P. palmivora registrd el valor mas bajo, cubriendo una
menor superficie de crecimiento micelial. Este resultado se
atribuye al medio de cultivo PDA, que no proporciono los
nutrientes necesarios para su desarrollo in vitro.

Segun Lopez et al. (2017), quienes estudiaron el papel
antagonico de Trichoderma en un sistema agroforestal
de cacao en México, este género es actualmente uno
de los agentes mas utilizados en programas de control
biologico. Su funcion como antagonista y regulador de
fitopatogenos en sistemas agroforestales-cacaotales ha sido
ampliamente documentada.

Resultados similares fueron obtenidos en Ecuador por
Terrero et al. (2018) quienes evaluaron la compatibilidad
in vitro de Trichoderma spp. con fungicidas de uso comtn en
cacao. Estos autores informaron que el crecimiento micelial
de las cuatro especies de Trichoderma estudiadas fue superior
en medio PDA mezclado con Azoxistrobina. La especie
Trichoderma ovalisporum Samuels y Schroers mostro el
mayor crecimiento micelial, mientras que 7. harzianum
presentd un crecimiento superior al 55 % en medio
con Azoxistrobina.

Evaluacion del antagonista o capacidad de biocontrol

En la presente investigacion, la capacidad antagoénica de
T. viride contra P. palmivora mostr6 resultados significativos
(p<0,05). Durante el crecimiento dual, el micelio de
Trichoderma viride alcanz6 0,493 mm, en comparacion con
P. palmivora, que registro 0,117 mm (Tabla 2). Cabe destacar
que, 8 horas después de la siembra, se observé el mayor
crecimiento in vitro del antagonista (0,433 mm), mientras que
P. palmivora solo alcanzé 0,1 mm de crecimiento micelial. El
contacto entre ambos micelios ocurrid a las 64 horas.

Estos resultados coinciden con los de Samaniego
etal. (2018), quienes realizaron un aislamiento, identificacion
y evaluacion de cepas autdctonas de Trichoderma spp.
antagonistas de patogenos del suelo. Los autores
informaron que los aislados de Trichoderma presentaron los
mayores crecimientos lineales miceliales promedio, con un
comportamiento similar en cuanto a su desarrollo en medio
de cultivo PDA.

Tabla 2. Antagonismo de Trichoderma spp contra P. palmivora
causante de la pudricion negra del fruto del cacao.

Trichoderma
Trichoderma viride Trichoderma sp
harzianum
Antagonistas 0,49333 a 0,41228 a 0,37111 a
P. palmivora 0,11778 b 0,08947 b 0,11111 b

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas para
Tukey (p<0,05).

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas para
Tukey (p<0,05).
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En la evaluacion de la cepa de Trichoderma spp. frente al
antagonismo dual con P. palmivora, se obtuvo un crecimiento
micelial de 0,371 mm, en comparacién con 0,111 mm de
P. palmivora. El contacto micelial entre ambos se produjo
alas 112 horas.

Anzules et al. (2019) evalud in vitro hongos y
bacterias, especificamente del género Trichoderma'y Bacillus,
respectivamente, por su antagonismo contra M. roreri en
cacao. Los autores observaron que los microorganismos
nativos, ya sea aislados de las partes aéreas de las plantas
o del suelo, tienen potencial para controlar no solo a M. roreri
y Moniliophthora perniciosa (Stahel) Singer, sino también a
Phytophthora sp.

Estos mismos autores destacan que
harzianum tiene un alto potencial de inhibicion in vitro como
agente de control bioldgico sobre P. palmivora. Durante las
pruebas de antagonismo, se observo una invasion total de
la colonia de P. palmivora por parte de los aislamientos
de Trichoderma.

Alburqueque Andrade & Gusqui Mata (2018), en estudios
de antagonismo realizados en Colombia, observaron que,
a las 96 horas, el antagonista alcanz6 los mayores valores
de didmetro. El hongo fitopatdogeno detuvo su crecimiento,
mientras que Trichoderma continud desarrollandose hasta
invadir completamente la colonia del patogeno. Este
fendmeno puede considerarse una manifestacion de los
procesos de micoparasitismo.

Los resultados obtenidos con los tres aislamientos de
Trichoderma concuerdan con los de Contreras (2017), quien
informo efectos excelentes de antagonismo de Trichoderma
contra P. palmivora en cultivos duales in vitro. Cardenas
Pardo et al. (2017), al realizar un analisis espacial de la

Trichoderma

incidencia de plagas en diferentes genotipos de cacao en
Colombia, observaron en frutos infestados por P. palmivora la
presencia de micelio cenocitico. No se detectd la formacion
de estructuras reproductivas sexuales, pero si esporangios
diferenciados que contenian zoosporas.

Andrade et al. (2017) destacan que Trichoderma es un
antagonista imprescindible en el biocontrol de enfermedades
causadas por diversos fitopatogenos presentes en el suelo.
Segun Terrero et al. (2018), es fundamental determinar el
comportamiento de las cepas nativas de este género para
desarrollar estrategias que integren el uso de agentes de
biocontrol con los fungicidas mas empleados en el cultivo
de cacao.

Resultados similares fueron obtenidos por
et al. (2019), quienes observaron in vitro que la colonizacion
y la produccién de metabolitos inhibitorios solubles de
aislamientos de Trichoderma endofito variaron en su
capacidad para micoparasitar e inhibir el crecimiento micelial
de Verticillium dahliae Kleb, agente causal de la muerte
repentina del cacao en Peru.
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CONCLUSIONES

1. Las cepas de Trichoderma, especialmente 7. viride,
mostraron un crecimiento radial significativamente mayor
en medio PDA, cubriendo la superficie de la caja Petri
en 5 dias. Este crecimiento rapido sugiere una ventaja
competitiva sobre patdgenos como P. palmivora, que tuvo
un desarrollo micelial limitado en el mismo medio.

2. Trichoderma viride demostr6é una capacidad antagoénica
superior contra P. palmivora, con un crecimiento micelial
de 0,493 mm frente a 0,117 mm del patégeno. Este
comportamiento sugiere que Trichoderma es un agente
de biocontrol efectivo, capaz de inhibir e invadir colonias
de fitopatogenos en cultivos duales.

3. Estudios en varios paises confirman que Trichoderma,
especialmente 7. harzianum, tiene un alto potencial para
controlar patdogenos como P. palmivora y M. roreri en
cultivos de cacao. Su capacidad para micoparasitar y
producir metabolitos inhibitorios lo convierte en una
herramienta clave para estrategias integradas de manejo
de enfermedades.
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