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RESUMEN

El cultivo de cacao enfrente importantes limitaciones fitosanitarias debido a
enfermedades causada por Phytophthora spp. lo que genera pérdidas
significativas en la produccion. Ante esta problematica, el presente estudio tuvo
como objetivo evaluar la eficacia de biocontroladores como Trichoderma
harzianum, Trichoderma asperellum y Gliocladium roseum en la inhibicion del
desarrollo del patdgeno en condiciones in vitro y en frutos de cacao bajo
condiciones semicontroladas.

El estudio se sustentd en bases teoricas relacionadas con el control bioldgico,
destacando mecanismos como competencia, antibiosis y microparasitismo. La
metodologia incluyd ensayos de confrontacion en cajas Petri para evaluar el
crecimiento micelial del patogeno, asi como pruebas en frutos inoculados. Se
aplicaron andlisis estadisticos como ANOVA y Kruskall-Wallis para determinar
diferencias significativas entre tratamientos.

Los resultados evidenciaron diferencias altamente significativas (p < 0,0001) en
ambas fases. En condiciones in vitro, Trichoderma asperellum present6 el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, mientras que, en frutos de cacao,
Trichoderma harzianum mostré la mayor eficacia al reducir significativamente el
diametro de la lesién. Por su parte Gliocladium roseum presentd menor capacidad
antagonista en ambas condiciones.

Palabras clave: control biolégico, cacao, Trichoderma, Phytophthora
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ABSTRACT

Cocoa cultivation faces major phytosanitary limitations from Phytophthora spp.,
which cause significant production losses. To address this problem, this study
evaluated the efficacy of biological control agents—Trichoderma harzianum,
Trichoderma asperellum, and Gliocladium roseum—in inhibiting pathogen growth
under in vitro and semi-controlled cocoa-pod conditions.

The study focused on biological control mechanisms, specifically competition,
antibiosis, and mycoparasitism. The methodology included dual-culture assays in
Petri dishes to evaluate pathogen mycelial growth, as well as inoculation tests on
cocoa pods. We used statistical analyses, including ANOVA and the Kruskal-Wallis
test, to determine significant differences among treatments.

Results revealed highly significant differences (¢ < 0.0001) in both experimental
phases. Under in vitro conditions, Trichoderma asperellum showed the highest
percentage of mycelial growth inhibition, whereas on cocoa pods, Trichoderma
harzianum was most effective, significantly reducing lesion diameter. In contrast,
Gliocladium roseum demonstrated lower antagonistic activity in both conditions.

Keywords: Biological control, cocoa, Trichoderma, Phytophthora
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1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes del problema

El cacao (Theobroma cacao L.) constituye uno de los cultivos de mayor
relevancia econdémica a nivel mundial, especialmente en paises tropicales como
Ecuador, donde representa una fuente significativa de ingresos y generacion de
divisas. Este pais se posiciona entre los principales exportadores de cacao en
grano, consolidando su importancia dentro del mercado internacional (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia MAG], 2025)

Este cultivo representa una fuente significativa de ingresos para numerosos
productores, quienes dependen de su produccién para la generacion de divisas. No
obstante, uno de los principales factores que limita su rendimiento es la presencia
de plagas y enfermedades, las cuales reducen considerablemente la productividad
por unidad de superficie. En la actualidad, muchas plantaciones de cacao en el pais
no reciben un manejo técnico adecuado en lo que respecta al control integrado de
plagas, debido a que los productores, con el objetivo de minimizar costos, no
implementan practicas culturales esenciales para el desarrollo 6ptimo del cultivo
(Infante Palacios, 2019).

Entre las enfermedades mas relevantes se encuentra la mancha negra o
pudricion parda del cacao, también conocida como mazorca negra. Esta patologia
es de origen fungico y afecta a Theobroma cacao, siendo causada por oomicetos
del género Phytophthora spp., los cuales se agrupan dentro del reino Protista. El
principal dafio se manifiesta en las mazorcas, que constituyen el érgano de interés
econdémico, ya que contienen los granos destinados a la industrializacion. Como
consecuencia, se ve comprometida tanto la cantidad como la calidad de la
produccion, afectando de manera directa la cadena productiva del cacao y, por
ende, la economia de las regiones dedicadas a la elaboracion de chocolate y sus
derivados. Ademas, esta enfermedad no se limita anicamente al fruto, sino que
puede afectar diferentes etapas del desarrollo del cultivo, desde plantulas hasta
plantas adultas, incluyendo raices y estructuras aéreas como brotes, hojas, ramas
y botones florales, o que incrementa su impacto negativo sobre la produccion
(Lezaun, 2023).



En respuesta a esta problematica, los sistemas de produccion sostenible han
planteado la necesidad de complementar el control quimico con estrategias
biologicas dentro de un enfoque de manejo integrado del cultivo, con el propdsito
de reducir el uso de compuestos sintéticos (M6naco & Larran, 2024).

Tradicionalmente, los hongos han sido asociados con efectos negativos en
los cultivos de cacao, principalmente debido a su papel en la aparicion de
enfermedades y en la contaminacion de la cosecha mediante la produccién de
metabolitos indeseables, como las micotoxinas, que pueden afectar la salud del
consumidor final. Sin embargo, en los ultimos afos ha surgido un creciente interés
por el estudio de interacciones beneficiosas entre microorganismos, tales como el
antagonismo, el comensalismo y la produccion de enzimas especificas, las cuales
pueden ser aprovechadas como herramientas para el control biolégico de

patdgenos (Medicine, 2021).

1.2. Planteamiento y formulacion del problema
1.2.1. Planteamiento del problema

El cultivo de cacao en Ecuador representa una actividad de gran importancia
econdémica; sin embargo, se encuentra limitado por diversos problemas
fitosanitarios, entre los que destaca la presencia de patdgenos del género
Phytophthora spp., responsables de la reduccion significativa en la productividad y
calidad del grano.

El manejo convencional de esta enfermedad se basa principalmente en el
uso de productos quimicos, los cuales, si bien pueden ser efectivos a corto plazo,
generan efectos negativos sobre el agroecosistema. Entre estos efectos se incluyen
la eliminacion de microorganismos e insectos benéficos, la contaminacion
ambiental y el desarrollo de resistencia por parte de los patdégenos, lo que

disminuye la eficacia de los tratamientos con el tiempo.

En este contexto, surge la necesidad de implementar alternativas sostenibles
gue permitan reducir la dependencia de insumos quimicos. Diversos estudios han

demostrado que especies como Trichoderma harzianum y Trichoderma asperellum



poseen un alto potencial antagonista frente a Phytophthora spp. De igual manera,
Gliocladium roseum ha sido reconocido como un organismo biologico con
capacidad para suprimir multiples patbgenos mediante diferentes mecanismos de

accion.

No obstante, a pesar de la evidencia existente sobre la eficacia individual de
estos microorganismos, en el pais aun es limitada la informacion relacionada con

su aplicacion conjunta como estrategia de control biolégico en el cultivo de cacao.
1.2.2. Formulacion del problema

¢Como influye la aplicacibn conjunta de Trichoderma harzianum,
Trichoderma asperellum y Gliocladium roseum en la reduccion de la incidencia y

severidad de Phytophthora spp en comparacion con su aplicacion individual?
1.3. Justificacion de la investigacion

El cacao constituye uno de los principales productos de exportacion en
Ecuador y representa una fuente de sustento para miles de familias agricultoras.
Sin embargo, enfermedades como la pudricibn de la mazorca, causada por
Phytophthora spp., limitan considerablemente la productividad del cultivo y afectan
la calidad del grano. El control quimico, aunque ampliamente utilizado, presenta
diversas desventajas, como el incremento de los costos de produccion, el impacto
negativo sobre el medio ambiente y la generacion de resistencia en los patdgenos,
lo que obliga a incrementar las dosis o la frecuencia de aplicacion. Ante esta
problematica, el uso de agentes biocontroladores representa una alternativa viable
y sostenible, ya que permite reducir la aplicacion de productos sintéticos, contribuye
a la conservacion de la biodiversidad y favorece practicas agricolas compatibles
con los estdndares del mercado internacional. En este sentido, la presente
investigacion busca generar evidencia técnica sobre la eficacia de la aplicacion
conjunta de Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum y Gliocladium
roseum como estrategia de manejo fitosanitario. Asimismo, se espera que los
resultados contribuyan al fortalecimiento de la competitividad del cacao ecuatoriano

en mercados que priorizan sistemas de produccion sostenibles.



1.4. Delimitacion de la investigacion

e Espacio: El estudio de esta investigacion se realizar4 en laboratorio de
biotecnologia vegetal de la Universidad Agraria del Ecuador campus
Guayaquil.

e Tiempo: Tendra una duracion de seis meses.

e Poblacion: Investigacién dirigida a productores agricolas de cacao, y
comunidad de la Universidad Agraria del Ecuador.

1.5. Objetivo general

Evaluar la capacidad antagonista de Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum, y Gliocladium roseum para el manejo de Phytophthora spp. en cacao

en condiciones semi controladas.
1.6. Objetivos especificos

e Caracterizar morfolégicamente los organismos en estudio (Trichoderma
spp., Gliocladium roseum y Phytophthora spp.) en condiciones in vitro.

e Determinar el nivel de antagonismo de los biocontroladores mediante
ensayos de confrontacion in vitro frente a Phytophthora spp.

e Evaluar la eficacia de los biocontroladores en la inhibicion del desarrollo de

Phytophthora spp. en frutos de cacao bajo condiciones semi controladas.
1.7. Hipotesis

La aplicaciéon en conjunto de los hongos antagonistas Trichoderma spp. y
Gliocladium roseum, reducira significativamente la incidencia de Phytophthora spp.
mejorando la sanidad del cultivo, fomentando la agroecologia al disminuir el uso de

quimicos y conservar la biodiversidad.



2. MARCO TEORICO

2.1. Estado de arte

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos industriales mas
importantes a nivel mundial debido a su utilizacion en la elaboracién de chocolate,
productos de confiteria, cosméticos y farmacos. Se estima que més del 80% de la
produccion global proviene de pequefios agricultores que manejan sistemas
agroforestales, donde las condiciones de alta humedad favorecen la proliferacion
de enfermedades causadas por Phytophthora spp. Para el control de estos
patdgenos, se han empleado tradicionalmente fungicidas quimicos; sin embargo,
Su uso continuo puede afectar negativamente la microbiota del suelo, eliminando
organismos benéficos como bacterias y hongos enddfitos, ademas de alterar la
fauna del suelo. Como alternativa, se han desarrollado estrategias basadas en el
control biolégico, que consiste en el uso de organismos vivos capaces de reducir la
poblacion de patégenos. Dentro de estos, destacan especies del género
Trichoderma (T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum), ampliamente utilizadas en
el control de Phytophthora spp. en cultivos de cacao, especialmente en sistemas

productivos de pequefia escala (Parra et al., 2024).

El estudio de microorganismos como agentes de control biolégico involucra
diversas disciplinas, como la genética, fisiologia, ecologia y fitopatologia. Entre los
organismos mas relevantes se encuentran Trichoderma spp., Bacillus subtilis,
Beauveria bassiana y nematodos entomopatdégenos, los cuales han sido
investigados durante décadas por su capacidad para controlar plagas y
enfermedades. Estas especies han sido objeto de estudio durante méas de 70 afios
como gentes de control bioldgico, aunque solo en las dltimas décadas se han
desarrollado cepas con aprovechamiento comercial. En el caso de Trichoderma, se
les reconoce como agentes de control biolégico (ACB) por su gran capacidad de
reproduccion, resistencia a condiciones ambientales adversas, eficiencia en el uso
de nutrientes, modificacion de la rizosfera, accién agresiva frente a patégenos e
insectos fit6fagos y su habilidad para favorecer el crecimiento vegetal de su uso en

programas de biocontrol de plagas y enfermedades.

Clonostachys rosea es un hongo microparasito utilizado en la produccion de

controladores biolégicos comerciales en diferentes regiones del mundo. Se



comporta como un organismo saprofito y microparasito, capaz de alimentarse de
tejido vegetal muerto y de otros hongos descomponedores. Entre sus mecanismos
de accidn se incluyen la competencia, el microparasitimo y la antibiosis, ademas de
actual de forma indirecta como inductor de defensas en la planta (Carta de acuerdo,
2020)

2.2. Bases cientificas y tedricas
2.2.1. Origen del cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) tiene su origen en regiones tropicales
hamedas de América del Sur, particularmente en la cuenca alta del Amazonas,
ubicada entre zonas limitrofes de Ecuador y Colombia. En esta region se concentra
una elevada diversidad genética, la cual ha sido clasificada en diversos grupos
como Amelonado, Criollo, Nacional, entre otros. No obstante, a pesar de su origen
sudamericano, los procesos mas documentados de domesticacion se desarrollaron
en Mesoamérica y Centroamérica, donde este cultivo adquiri6 gran importancia

cultural y econdémica en civilizaciones antiguas (Lanaud, 2024).
2.2.2. Taxonomia del cacao

Segun Zequeira y Beauregard (2024) la clasificacion del cultivo de cacao es

la siguiente:

e Reino: Plantae

e Subreino: Tracheobionta
e Division: Magnoliophyta

e Clase: Magnoliopsida

e Subclase: Dilleniidae

e Familia: Malvaceae

e Subfamilia: Byttnerioideae
e Tribu: Theobromeae

e Geénero: Theobroma

e Especie: T. cacao L.



2.2.3. Morfologia del cacao
Raiz

El sistema radicular del cacao estd compuesto por una raiz principal
pivotante que puede alcanzar profundidades superiores a los dos metros en
condiciones favorables, permitiendo una adecuada absorcion de agua y nutrientes.
Ademas, presenta raices laterales superficiales distribuidas horizontalmente,
generalmente ubicadas a unos 15 cm de profundidad (Zequeira & Beauregard,
2024).

Tallo

El tronco del cacao presenta crecimiento dismorfico, caracterizado por la
presencia de brotes ortotropicos (chupones) y ramas plagiotrépicas. Estas Ultimas

se organizan en estructuras denominadas “molinillos”, formadas por varias ramillas.
Hojas

Las hojas del cacao se distribuyen formando una copa baja, densa y
extendida. Se caracterizan por su tamafio amplio, disposicion alterna y porte
colgante. Presentan forma eliptica o alargada, con longitudes que oscilan entre 15—
20 cm hasta 35-50 cm y anchos de 4 a 15 cm. Asimismo, presentan un apice
alargado, consistencia ligeramente gruesa y margen liso. El haz posee una
coloracion verde oscuro, mientras que el envés presenta tonalidades mas claras.
Cada hoja permanece unida a la planta mediante un peciolo (Zequeira &
Beauregard, 2024).

Flores

Las flores del cacao se desarrollan en racimos a lo largo del tronco y de las
ramas, sostenidas por pedicelos de 1 a 3 cm. Son estructuras de pequefio tamafo,
con diametros entre 0,5 y 1 cm y longitudes de 2 a 2,5 cm. Presentan forma
estrellada y tonalidades rosadas, purpuras o blancas. Cada flor posee cinco pétalos
de aproximadamente 6 mm, dispuestos alternadamente con los sépalos. Su
morfologia es particular, ya que nacen estrechos en la base, posteriormente se
ensanchan y adquieren una curvatura concava que forma una especie de capuchon

(Zequeira & Beauregard, 2024).



Mazorca

El fruto del cacao corresponde a una baya de gran tamafio conocida como
mazorca, de consistencia carnosa y forma alargada u ovalada. Presenta colores
variables entre amarillo y parpura, con dimensiones que oscilan entre 15y 30 cm
de longitud y entre 7 y 10 cm de grosor. Ademas, presenta una punta pronunciada
y surcos longitudinales. Cada mazorca contiene entre 30 y 40 semillas organizadas
en placentacion axial e inmersas en una pulpa blanca, mucilaginosa y de sabor
agridulce, formada a partir de las capas externas de la testa, conocidas

comunmente como granos de cacao (Zequeira & Beauregard, 2024).
2.2.4. Requerimientos edafocliméticos
Temperatura

El cultivo de cacao presenta un desarrollo favorable bajo condiciones
climaticas calidas. Su éptimo crecimiento se alcanza cuando las temperaturas
maximas anuales se mantienen entre 30 °C y 32 °C, rango térmico que favorece la
actividad fotosintética mediante el incremento de la apertura estomatica y la
transpiracion, procesos fisiolégicos que contribuyen al crecimiento vegetativoy a la
formacion de frutos. De igual manera, el cultivo requiere temperaturas
comprendidas entre 18 °C y 21 °C, ya que este intervalo permite mantener un
equilibrio adecuado en los procesos metabdlicos del &rbol (Kongor, 2024).

Suelo

El cacao requiere suelos que permitan una adecuada aireacion, retencioén de
humedad y drenaje eficiente. El rango de pH mas favorable para su desarrollo se
encuentra entre 6,5y 7, condicién que facilita la absorcién de nutrientes esenciales
como nitrégeno (N), fosforo (P) y potasio (K). La materia organica desempefia un
papel fundamental en la conservaciéon de las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo, contribuyendo a mejorar la filtracion, la capacidad de retencion
hidrica, el intercambio cationico y la actividad de los microorganismos edaficos.
Asimismo, favorece procesos relacionados con el ciclo de nutrientes, la
biodiversidad, la regulacién del carbono y la productividad del ecosistema (Kongor,
2024).



Humedad relativa

El cacao se desarrolla de manera Optima en ambientes calidos con elevada
humedad relativa. En los paises productores, este factor puede alcanzar niveles de
hasta el 100 % durante el dia y disminuir entre el 70 % y el 80 % durante la noche.
La humedad relativa mantiene una relacion directa con la apertura estomatica y la
actividad fotosintética, debido a que facilita el ingreso de CO,, permitiendo el

adecuado desarrollo de los procesos metabdlicos de la planta.
Radiacion solar

Durante los primeros dos afios de establecimiento del cultivo, el cacao
requiere una intensidad luminica fotosintéticamente activa cercana a 300 y 400
pmol m?#/s. Una vez que la planta entra en la etapa reproductiva, demanda niveles
superiores, comprendidos entre 700 y 800 umol m?/s, equivalentes a una exposicion
luminica aproximada del 30 %, bajo condiciones de sombra entre el 50 %y el 70 %
(Kongor, 2024).

2.2.5. Enfermedades que afectan al cacao
Mazorca negra

Entre las enfermedades de mayor importancia que afectan al cultivo de
cacao destacan la escoba de bruja, ocasionada por Moniliophthora palmivora, y la
pudricion parda de la mazorca, producida por especies del género Phytophthora,
presente en Africa, Asia y América, siendo considerada uno de los principales
factores limitantes de la produccion. El desarrollo de esta enfermedad se encuentra
estrechamente relacionado con las condiciones ambientales, ya que elevados
niveles de humedad relativa, precipitaciones continuas y temperaturas frescas
favorecen la propagacion del patdégeno. Las principales fuentes de indculo
corresponden al suelo, raices, hojas, cojines florales y frutos infectados (Guaman
Villa et al., 2022).

El manejo de Phytophthora spp. se basa principalmente en la aplicacion de
productos quimicos a base de compuestos cupricos; sin embargo, estos generan
efectos negativos sobre el medio ambiente y elevan los costos de produccion para

los agricultores. Como alternativas menos perjudiciales, se plantea el uso de
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hongos del género Trichoderma, los cuales limitan el desarrollo micelial del
patdogeno, asi como la aplicacion de bioinsumos elaborados a base de
microorganismos benéficos. Por esta razdn, resulta necesaria la implementacion
de estrategias de manejo integrado que combinen diferentes métodos de control,
incluyendo la resistencia genética mediante la seleccion de clones con menor

susceptibilidad a la enfermedad (Parra et al., 2024).
2.2.6. Biologiay patogénesis de Phytophthora en cacao

Phytophthora spp. constituye el agente causal de la pudricion negra de la
mazorca, considerada una de las enfermedades mas destructivas para el cultivo de
cacao (Theobroma cacao L.). Este patdgeno, perteneciente al grupo de los
oomicetos, se caracteriza por la produccion de zoosporas mdviles capaces de
infectar tejidos vegetales bajo condiciones de elevada humedad y suelos con
drenaje deficiente. La infeccion ocasiona la formacion de manchas necréticas en
frutos, tallos y raices, lo que reduce significativamente el rendimiento productivo y
la calidad de los granos de cacao. Estudios recientes sefialan que las pérdidas
ocasionadas por Phytophthora spp. pueden alcanzar niveles severos,
especialmente bajo condiciones climéaticas favorables para el desarrollo de la
enfermedad, convirtiéndolo en un factor critico para la sostenibilidad de la

produccién cacaotera (Ayanwole, y otros, 2025).

Comprender la naturaleza de Phytophthora spp. como agente causal de la
pudricion negra de la mazorca permite reconocer su impacto sobre la productividad
del cacao y entender por qué representa uno de los problemas fitosanitarios

prioritarios dentro de este cultivo.

De acuerdo con investigaciones recientes, Phytophthora spp. es reconocido
como uno de los principales agentes causales de la pudricion negra en cacao,
afectando significativamente la productividad y calidad del cultivo a nivel mundial,
lo que justifica la necesidad de implementar estrategias eficaces de control

bioldgico (Ayanwole, y otros, 2025).
2.2.7. Agentes de control bioldgico

El control biolégico se define como el uso de organismos o métodos

destinados a limitar la presencia de patdégenos y enfermedades, manteniendo el
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equilibrio dentro del ecosistema. Su aplicacion es frecuente en la reduccion de
microorganismos causantes de enfermedades que afectan negativamente el
rendimiento agricola. Desde una perspectiva ambiental, el control biol6gico
constituye una alternativa de gran relevancia, ya que disminuye los efectos
adversos asociados al uso de productos quimicos y se fundamenta en sustancias
naturales obtenidas mediante extraccion o procesos de fermentacion provenientes

de diversas fuentes (Acosta Rojas, 2016).

Los organismos de origen natural empleados para controlar plagas y
enfermedades se denominan agentes de biocontrol. Su accién consiste en eliminar,
repeler o alterar al organismo objetivo. Reconocer las distintas categorias de

biocontrol permite seleccionar la opcion mas adecuada entre ellas se encuentran:

Agentes macrobioldgicos: Insectos, &caros, y nematodos benéficos que se

alimentan de plagas.

Agentes microbioldgicos: incluyen bacterias, hongos, virus, y sus derivados,
los productos microbianos pueden eliminar células vivas, metabolitos o fragmentos
celulares, capaces de eliminar plagas por infeccion, competencia o mediante una
barrera fisica. Un ejemplo ampliamente reconocido es Trichoderma, género de
hongos con capacidad antagonista frente a diversos patégenos vegetales como
Fusarium, siendo considerado uno de los bioplaguicidas microbianos mas utilizados
(Deiss, 2022).

2.2.8. Mecanismos de accion de los hongos biocontroladores:
Trichoderma harzianum, T. asperellum y Gliocladium roseum

Este apartado aborda los mecanismos mediante los cuales estos hongos
antagonistas inhiben el desarrollo de agentes patdogenos como Phytophthora spp.,
a través de procesos como micoparasitismo, competencia por recursos y
produccion de metabolitos con actividad antifingica. Las especies del género
Trichoderma poseen la capacidad de actuar mediante diferentes mecanismos,
entre los que destacan el micoparasitismo, la antibiosis y la competencia por
espacio y nutrientes, caracteristicas que las convierten en candidatas altamente
efectivas para el control bioldgico de fitopatdbgenos en cultivos como el cacao

(Santillan-Culquimboz, y otros, 2025).
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Los hongos del género Trichoderma, como T. harzianumy T. asperellum, asi
como otros agentes como Gliocladium roseum, han sido ampliamente estudiados
por su capacidad para inhibir el crecimiento de fitopatégenos mediante diversos

mecanismos antagonistas. Estos incluyen:

e Microparasitismo, donde Trichoderma spp. invade y parasita
directamente al patdégeno.

e Antibiosis, mediante la produccién de compuestos inhibidores.

e Competencia por espacio y nutrientes, desplazando al patdgeno del

ambiente y limitando su desarrollo.

Investigaciones recientes han demostrado que tanto T. asperellum como T.
harzianum presentan niveles significativos de inhibicion frente a Phytophthora
megakarya en ensayos in vitro, evidenciando un elevado potencial como agentes

de control biologico (Santillan-Culquimboz, y otros, 2025).

2.2.9. Eficacia de tratamientos biolégicos vs. métodos convencionales

en el manejo de enfermedades fangicas del cacao

Estudios experimentales realizados en cultivos de cacao han reportado que
aplicaciones de cepas de Trichoderma pueden disminuir la incidencia y severidad
de Phytophthora spp. en plantaciones reales, lo que se traduce en mejoras
agronémicas significativas. Por ejemplo, evaluaciones de campo en Colombia
mostraron que tratamientos con Trichoderma viride y mezclas de especies
antagonistas lograron reducir la severidad del patdgeno, lo que sugiere un efecto
biocontrolador eficiente bajo condiciones organicas. (Cortes, Torrejano, Endo, &
Diaz, 2025).

Los estudios comparativos entre tratamientos biolégicos y métodos
convencionales han demostrado que formulaciones elaboradas a base de esporas
0 extractos biologicos de Trichoderma spp. reducen de manera significativa la
incidencia de la pudricidon negra de la mazorca en cacao, posicionandose como
alternativas sostenibles frente al uso de productos quimicos sintéticos (Elisée,
Nakpalo, Alex, Kouabenan, & Daouda, 2025).

Adicionalmente, la aplicacién de Trichoderma harzianum en combinacion

con enmiendas organicas, como el vermicompost, ha mostrado efectos favorables
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sobre el crecimiento y la supervivencia de plantulas de cacao afectadas por
Phytophthora palmivora, lo que indica que las estrategias integradas pueden

potenciar los resultados del manejo bioldgico (Enchill, y otros, 2025).

2.2.10. Factores agronémicos
Beneficios de colonizacion y eficacia de biocontroladores en cacao

El andlisis de variables agronémicas como las caracteristicas del suelo, la
fenologia del cultivo, el tipo de formulacién y la dosis de aplicacion resulta
fundamental para comprender el establecimiento y la eficacia de los inoculantes
bioldgicos. Estos factores influyen directamente en la capacidad de colonizacion de
los microorganismos y, en consecuencia, en su efectividad como agentes de
biocontrol. Estudios relacionados con la aplicacion de Trichoderma en etapas de
vivero han demostrado que diferentes dosis y combinaciones de especies pueden
influir positivamente tanto en la sanidad como en el vigor de los plantones de cacao,
informacion relevante para optimizar la eficacia del manejo fitosanitario (Flores,

Rodriguez, Montafiez, Ramos, & Retamoso, 2025).

2.2.11 Rol del manejo integrado de enfermedades del cacao con

biocontroladores

Este tema es util para enmarcar la investigacion dentro de enfoques
modernos de manejo integrado de enfermedades, combinando biocontrol con otras
practicas sustentables. Dentro de este enfoque, el uso de microorganismos
antagonistas como Trichoderma spp. representa una estrategia de gran
importancia, especialmente cuando se busca compatibilidad con otras préacticas de
manejo fitosanitario. La incorporacion de biocontroladores dentro de programas de
manejo integrado permite fortalecer la sostenibilidad de los sistemas productivos,
reducir la dependencia de productos quimicos y promover un equilibrio biolégico

mas estable dentro del agroecosistema (Yépez, y otros, 2019).
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2.3 Marco legal

2.3.1. Constitucién de la Republica del Ecuador 2008

Art. 395.- La Constitucion reconoce los siguientes principios ambientales:

1. El Estado garantizard& un modelo sustentable de desarrollo,
ambientalmente equilibrado y respetuoso de la diversidad cultural, que
conserve la biodiversidad y la capacidad de regeneracién natural de los
ecosistemas, y asegure la satisfaccion de las necesidades de las
generaciones presentes y futuras.

2. Las politicas de gestion ambiental se aplicaran de manera transversal y
seran de obligatorio cumplimiento por parte del Estado en todos sus niveles
y por todas las personas naturales o juridicas en el territorio nacional.

3. El Estado garantizara la participacion activa y permanente de las
personas, comunidades, pueblos y nacionalidades afectadas, en la
planificacion, ejecucion y control de toda actividad que genere impactos
ambientales.

4. En caso de duda sobre el alcance de las disposiciones legales en materia
ambiental, éstas se aplicaran en el sentido mas favorable a la proteccion de
la naturaleza. (p.177)

Art. 400.- El Estado ejercera la soberania sobre la biodiversidad, cuya
administracion y gestion se realizara con responsabilidad intergeneracional.
Se declara de interés publico la conservacion de la biodiversidad y todos sus
componentes, en particular la biodiversidad agricola y silvestre y el
patrimonio genético del pais. Art. 401.- Se declara al Ecuador libre de
cultivos y semillas transgénicas. Excepcionalmente, y solo en caso de interés
nacional debidamente fundamentado por la Presidencia de la Republica y
aprobado por la Asamblea Nacional, se podran introducir 179 semillas y
cultivos genéticamente modificados. El Estado regulara bajo estrictas
normas de bioseguridad, el uso y el desarrollo de la biotecnologia moderna
y sus productos, asi como su experimentacion, uso y comercializacion. Se
prohibe la aplicaciéon de biotecnologias riesgosas o experimentales. (p.179)

Art. 402.- Se prohibe el otorgamiento de derechos, incluidos los de
propiedad intelectual, sobre productos derivados o sintetizados, obtenidos a
partir del conocimiento colectivo asociado a la biodiversidad nacional.
(p.180)

Art. 404.- El patrimonio natural del Ecuador Unico e invaluable comprende,
entre otras, las formaciones fisicas, biologicas y geoldgicas cuyo valor desde
el punto de vista ambiental, cientifico, cultural o paisajistico exige su
proteccion, conservacion, recuperacion y promocion. Su gestion se sujetara
a los principios y garantias consagrados en la Constitucion y se llevara a
cabo de acuerdo al ordenamiento territorial y una zonificacién ecologica, de
acuerdo con la ley. (p.180)

Art. 409.- Es de interés publico y prioridad nacional la conservacion del
suelo, en especial su capa fértil. Se establecera un marco normativo para su
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proteccion y uso sustentable que prevenga su 181 degradacion, en particular
la provocada por la contaminacion, la desertificacion y la erosion. En areas
afectadas por procesos de degradacion y desertificacion, el Estado
desarrollard y estimular4d proyectos de forestacion, reforestacion y
revegetacion que eviten el monocultivo y utilicen, de manera preferente,
especies nativas y adaptadas a la zona. (p.181)

Art. 410.- El Estado brindara a los agricultores y a las comunidades rurales
apoyo para la conservacion y restauracion de los suelos, asi como para el
desarrollo de practicas agricolas que los protejan y promuevan la soberania
alimentaria. (Constitucion de la Republica del Ecuador, 2008, Art. 395,400,
402, 404, 409, 410 p.182)

2.3.2 Ley Organica del Régimen de la Soberania Alimentaria

Art. 7.- Proteccion de la agrobiodiversidad. - El Estado, asi como las
personas y las colectividades protegeran, conservaran los ecosistemas y
promoveran la recuperacion, uso, conservacion y desarrollo de la
agrobiodiversidad y de los saberes ancestrales vinculados a ella. Las leyes
gue regulen el desarrollo agropecuario y la agrobiodiversidad crearan las
medidas legales e institucionales necesarias para asegurar la
agrobiodiversidad, mediante la asociatividad de cultivos, la investigacion y
sostenimiento de especies, la creacion de bancos de semillas y plantas y
otras medidas similares, asi como el apoyo mediante incentivos financieros
a quienes promuevan y protejan la agrobiodiversidad. (Asamblea Nacional
del Ecuador, 2009, p.4).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Enfoque de la investigacion

La presente investigacion se desarroll6 bajo un enfoque cuantitativo, debido
a que se emplearon técnicas estadisticas, especificamente andlisis de varianza
(ANDEVA), que permitieron medir y comparar el comportamiento de los
microorganismos evaluados mediante variables observables, tales como el
crecimiento micelial y el desarrollo de lesiones en frutos de cacao. Asimismo,
correspondid a una investigacion de caracter experimental, ya que se manipularon
tratamientos biol6gicos basados en hongos antagonistas y se evaluaron sus efectos

sobre variables relacionadas con la sanidad vegetal.
3.1.1. Tipo y alcance de la investigacion
3.1.1.1 Investigacion Aplicada

El presente estudio correspondié a una investigacion aplicada, dado que
estuvo orientado a abordar una problematica fitosanitaria que afecta al cultivo de
cacao, especificamente la enfermedad ocasionada por Phytophthora spp. La
utilizacion de biocontroladores como Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum y Gliocladium roseum representd una alternativa con potencial de
aplicacion en sistemas productivos, por lo que el conocimiento generado tuvo un

enfoque practico orientado hacia el manejo sostenible del cultivo.
3.1.1.2 Investigacién Experimental

Ademas, se tratd de una investigacidn experimental desarrollada en
laboratorio y bajo condiciones semi controladas, debido a que los ensayos se
realizaron tanto en cajas Petri, durante la fase in vitro, como en frutos de cacao
inoculados, lo que permiti6 evaluar de manera precisa la interaccion entre los

biocontroladores y el patégeno bajo condiciones controladas.

La investigacion fue desarrollada bajo condiciones semi controladas de
laboratorio y sobre frutos de cacao, mediante un enfoque experimental orientado a
evaluar el efecto de biocontroladores como Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum y Gliocladium roseum sobre Phytophthora spp., patégeno responsable

de enfermedades en el cultivo de cacao.
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Durante la fase in vitro, la unidad experimental estuvo conformada por cajas
Petri que contenian medio agar elaborado con extracto de zanahoria. En dichas
unidades se establecieron los tratamientos de confrontacion directa entre el
patégeno y los biocontroladores, ademas de un tratamiento testigo, permitiendo
observar y comparar la respuesta de Phytophthora spp. frente a la accidn

antagonista de los microorganismos evaluados.

En la fase de evaluacion en frutos, la unidad experimental estuvo
conformada por frutos de cacao inoculados con el patégeno, sobre los cuales se
aplicaron los tratamientos correspondientes. Esta etapa permitio evaluar el efecto
de los biocontroladores bajo condiciones controladas, simulando el desarrollo

natural de la enfermedad sobre el fruto.

Durante el desarrollo del experimento se realiz6 una observacion sistematica
con la finalidad de registrar el comportamiento del patégeno en presencia de los
biocontroladores. Las variables evaluadas incluyeron crecimiento micelial,
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial y didmetro de la lesion, parametros
que permitieron describir con precision la respuesta de Phytophthora spp. ante los

diferentes tratamientos aplicados.
3.1.1.3 Alcance de la Investigacién
3.1.1.4 Alcance Explicativo

El alcance de la presente investigacion ha sido explicativo, puesto que tiene
como objetivo determinar el efecto que ejercen las cepas antagonistas Trichoderma
harzianum, Trichoderma asperellum y Gliocladium roseum sobre el desarrollo de
Phytophthora spp. en cacao. Si bien contempla la caracterizacion morfologica de
los microorganismos y la evaluacion de la interaccion mediante ensayos de
confrontacién “in vitro”, su objetivo principal fue explicar la relacion causa-efecto
entre la aplicacion de los biocontroladores y la inhibicibn del patégeno en
condiciones semicontroladas. De este modo, se produjo evidencia cientifica sobre
la eficacia de estos agentes de control biologico como alternativa sostenible para el
manejo fitosanitario del cultivo del cacao.
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3.1.2. Disefio de investigacion

Para la ejecucidn de la presente investigacion se empled un disefio
completamente al azar (DCA), considerando que las unidades experimentales
fueron mantenidas bajo condiciones homogéneas tanto en laboratorio como
durante la evaluacion en frutos de cacao. Esta condicion permitié la asignacion
aleatoria de los tratamientos y la comparacion objetiva de sus efectos. En la fase in
vitro, los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA)
correspondiente a un disefio completamente al azar, con la finalidad de determinar
la existencia de diferencias estadisticas entre los tratamientos evaluados.
Posteriormente, cuando se identificaron diferencias significativas, se aplico la
prueba de comparacion multiple de medias mediante el método de Tukey al 5 % de
probabilidad, permitiendo identificar el tratamiento con mayor capacidad
antagonista frente al patdgeno. En la fase de evaluacion en frutos de cacao, se
utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, debido al nimero reducido de
unidades experimentales por tratamiento y a la naturaleza de los datos obtenidos.
Esta prueba permitio identificar diferencias significativas entre los tratamientos en
relacion con variables como el didmetro de la lesion. En caso de presentarse
diferencias significativas, se aplicé una prueba de comparacién multiple de rangos
para determinar el tratamiento mas efectivo experimental, en el cual se evalué el
efecto de diferentes tratamientos biol6gicos sobre Phytophthora spp. en frutos de

cacao y en ensayos de confrontacion in vitro.
3.2 Metodologia
3.2.1. Variables.
Variable independiente

La variable independiente estuvo representada por la aplicacion de agentes
biocontroladores fungicos, definida mediante los tratamientos experimentales que
incluyeron cepas de Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Gliocladium
roseum, su combinacién y un tratamiento testigo. Estos tratamientos fueron

aplicados con el proposito de evaluar su efecto sobre el desarrollo de Phytophthora
spp.

Variable dependiente
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Diametro de la lesion en mazorcas

El diametro de la lesion fue evaluado como un indicador del desarrollo de la
enfermedad en frutos de cacao inoculados con Phytophthora spp. Esta variable fue
determinada mediante la medicién del tamafio de la lesion formada sobre la
superficie del fruto, expresandose los resultados en centimetros. Las mediciones
fueron realizadas posterior a la inoculacién del patdégeno, luego de varios dias de
incubacion bajo condiciones aisladas dentro de una funda plastica humedecida con
agua estéril, con la finalidad de mantener la humedad necesaria para el adecuado

desarrollo del hongo.
Crecimiento micelial in vitro

El crecimiento micelial del patégeno fue evaluado mediante la medicién del
diametro radial de la colonia de Phytophthora spp. desarrollada en cajas Petri,
expresado en centimetros. Las mediciones fueron realizadas desde el punto de
inoculacion hasta el borde de la colonia utilizando una regla milimétrica, permitiendo
determinar la capacidad de crecimiento del patégeno tanto en presencia como en
ausencia de los biocontroladores, asi como comparar el efecto de cada tratamiento

sobre su crecimiento.
Porcentaje de inhibiciéon del crecimiento micelial (PICM)

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fue determinado mediante
la comparacion del crecimiento radial de Phytophthora spp. en el tratamiento testigo

y en presencia de los agentes biocontroladores.

Este parametro fue calculado considerando la relaciéon entre el crecimiento
del patégeno en ausencia de antagonistas y su crecimiento durante la interaccion
con los biocontroladores, permitiendo cuantificar el efecto inhibitorio generado por
cada tratamiento.
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3.2.2. Tratamientos

Tabla 1. Tratamientos en estudio in vitro

Tratamientos Descripcion Inéculo
T1 Testigo absoluto
disco de
T2 T. harzianum
_ _ colonia
T3 Gliocladium roseum
0.5cm
T4 T. Asperellum

Elaborado por: La autora, 2026.
3.2.3. Diseio experimental

En la fase in vitro se implementd un disefio completamente al azar (DCA),
conformado por cuatro tratamientos, con el propésito de evaluar la capacidad
antagonista de los biocontroladores frente a Phytophthora spp. El tratamiento T1
correspondio al testigo absoluto, en el cual se realiz6 Unicamente la siembra del
patbgeno. Por su parte, en los tratamientos T2, T3 y T4 se efectuaron
confrontaciones directas entre Phytophthora spp. y los microorganismos
antagonistas. En el tratamiento T2 se utiliz6 Trichoderma harzianum; en el
tratamiento T3, Gliocladium roseum; y en el tratamiento T4, Trichoderma
asperellum. Cada tratamiento fue establecido en cajas Petri bajo condiciones
controladas de laboratorio. Para la inoculacion, se colocaron discos de micelio de
0,5 cm de diametro, tanto del patdgeno como del biocontrolador correspondiente.
Dichos discos fueron ubicados en extremos opuestos de la caja Petri, con la
finalidad de permitir su crecimiento, interaccién y posterior evaluacién del efecto

antagonista.

En la fase de evaluacién en frutos de cacao también se empled un disefio
completamente al azar (DCA). Para el analisis de la variable diametro de lesion, los

datos obtenidos fueron sometidos a una prueba estadistica no paramétrica.



Tabla 2.

Tratamientos en estudio en frutos de cacao.
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Tratamientos Descripcién In6culo
T1 Testigo absoluto disco de
colonia 0.5cm
T2 T. harzianum 1x10°
T3 Gliocladium roseum 1x10°
T4 T. asperellum 1x10”
T5 Mezcla de biocontroladores 1x10”

Elaborado por: La autora, 2026.

3.2.4.

Recoleccion de datos

Recursos

Recursos bibliogréficos.

Para la recopilacién de la informacion del proyecto se acudio al uso de

documentos como; articulos cientificos, libros, bibliotecas virtuales, tesis.

Recursos financieros.

Para el desarrollo de este proyecto de investigacién todo se financié por

cuenta de la tesista, recursos como: materiales de laboratorio, papeleria,

impresiones y movilizacion.

Recursos humanos

La ejecucion de esta investigacion estuvo bajo responsabilidad directa de la

autora, contando con el acompafiamiento y asesoramiento del docente tutor de la

Universidad Agraria del Ecuador, quien supervis6 el adecuado desarrollo del

estudio y la correcta evaluacion de cada una de las etapas, con el propoésito de

cumplir los objetivos planteados.

Materiales y herramientas

Cepas de Phytophthora spp.

Cepas de Trichoderma harzianum
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e Cepas de Trichoderma asperellum

e Cepas de Gliocladium roseum
Materiales de laboratorio

e Cajas Petri estériles

e Probetas de 50 y 100 ml

e Agar

e Agua destilada

e Extracto de zanahoria

e Asa de siembra estéril

e Bisturi estéril

e Regla milimétrica

e Autoclave

e Mechero Bunsen

e Materiales de bioseguridad (guantes, mascarilla)
e Microsoft Excel para registro y organizacion de datos

e InfoStat para analisis estadistico de resultados
3.2.5. Métodos y técnicas
Métodos de investigacion.
Método investigativo

Este método permitié la recopilacion de informacién proveniente de fuentes
cientificas, la cual sirvié como base para la formulacion y desarrollo de los objetivos

planteados en la investigacion.
Método deductivo

Las teorias consultadas permitieron la comprension y observacion de
aspectos particulares relacionados con el objeto de estudio, facilitando la
identificacion de relaciones relevantes y la formulacion de interpretaciones mas

cercanas a la realidad experimental.
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Método inductivo

La investigacion se fundamenté en conocimientos generales relacionados

con el uso de biocontroladores como Trichoderma spp. y Gliocladium roseum.

A partir de estos conocimientos, se formularon hipétesis relacionadas con su
capacidad de inhibicion frente a Phytophthora spp., las cuales fueron evaluadas
mediante ensayos experimentales. Posteriormente, los resultados obtenidos fueron
contrastados con la teoria existente, permitiendo validar el efecto de los
biocontroladores bajo condiciones semi controladas.

Método analitico

La investigacion se desarrollé6 mediante el andlisis individual de cada una de
las variables evaluadas, entre ellas crecimiento micelial, porcentaje de inhibicion,
diametro de lesion y severidad. Cada variable fue estudiada de forma independiente
de acuerdo con los tratamientos aplicados, permitiendo identificar el efecto

especifico de cada biocontrolador sobre el desarrollo del patégeno.

Finalmente, los resultados obtenidos fueron integrados para establecer

conclusiones generales del estudio.
Método sintético

El método sintético fue aplicado mediante la integracién de los resultados
obtenidos en cada una de las variables evaluadas. Se relacionaron los efectos
generados por Trichoderma spp. y Gliocladium roseum sobre Phytophthora spp.,
integrando los resultados obtenidos tanto en la fase in vitro como en la evaluacién

realizada en frutos de cacao.

Se unificaron los resultados obtenidos en la fase in vitro y en frutos de cacao,
este procedimiento permiti6 obtener una vision integral del comportamiento del
patogeno y, finalmente, establecer conclusiones relacionadas con la eficacia de los

tratamientos aplicados.
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3.2.6. Técnicas de investigacion.
Cultivo in vitro de hongos

Se realiz6 el cultivo de los hongos en medio de agar bajo condiciones
controladas de laboratorio, con la finalidad de favorecer el crecimiento y desarrollo

tanto del patégeno como de los biocontroladores.
Medicion del crecimiento micelial

El crecimiento micelial de Phytophthora spp. fue determinado mediante la
medicion de su didmetro en milimetros y centimetros, utlizando una regla

milimétrica durante un periodo de incubacion previamente establecido.
Confrontacion dual (Dual culture)

Se llevd a cabo la inoculaciobn simultanea del patégeno y de los
biocontroladores en cajas Petri, ubicandolos en extremos opuestos del medio de
cultivo, con el objetivo de evaluar la interaccion entre ambos organismos Yy

determinar el efecto antagonista sobre el crecimiento micelial.
Calculo del porcentaje e inhibicién del crecimiento micelial (PICM):

Se aplicé la formula correspondiente para determinar el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial, considerando el crecimiento del patdgeno en
presencia de los biocontroladores, lo que permitié cuantificar el efecto inhibitorio

generado por cada tratamiento.
Inoculacion en frutos de cacao

Los frutos de cacao fueron inoculados mediante la aplicacion de discos de
0,5 de didmetro de micelio de Phytophthora spp., con la finalidad de inducir el

desarrollo de la enfermedad bajo condiciones semicontroladas.
Evaluacion de la severidad de la enfermedad

Cada tratamiento fue establecido con sus respectivas repeticiones, con el
propésito de garantizar la confiabilidad y validez de los resultados obtenidos

durante la evaluacién experimental.
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3.2.7. Analisis estadistico

Se realizo inicialmente un analisis descriptivo de las variables evaluadas,
determinando medidas estadisticas como medias y desviaciones estandar para el
crecimiento micelial, porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICM),

diametro de la lesidon y severidad de la enfermedad.

Durante la fase in vitro, los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANDEVA), con el propdsito de detectar diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos y el control. Cuando se identificaron diferencias
significativas, se aplico la prueba de comparacion multiple de medias de Tukey al
5 % de probabilidad.

En la fase de evaluacién en frutos de cacao, se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, debido al numero reducido de unidades
experimentales por tratamiento y a la naturaleza de los datos obtenidos. Este
analisis permitié identificar diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados. Los resultados obtenidos fueron presentados mediante tablas y
graficos, facilitando la interpretacion del efecto de los biocontroladores sobre el

desarrollo del patégeno.
Analisis de varianza

Tabla 3. Anélisis de varianza en fase in vitro

Fuente de variacién Formula GL
Tratamientos t-1 3
Error experimental (n-1)-(t-1) 15
Total n-1 18

Elaborado por: La autora, 2026
Hipotesis estadistica

Ho: Los tratamientos con biocontroladores no produjeron diferencias
significativas en el crecimiento micelial de Phytophthora spp. en condicione in vitro
ni en el desarrollo de la enfermedad en frutos de caco, las diferencias observadas

se debieron al azar.
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Ha: Los tratamientos con biocontroladores produjeron diferencias
significativas en el crecimiento micelial de Phytophthora spp. en condiciones in vitro

y en el desarrollo de la enfermedad en frutos de cacao.
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4 RESULTADOS

4.2. Caracterizacion morfolégica de los organismos en estudio
(Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Gliocladium

roseum y Phytophthora spp.) en condiciones in vitro.

El aislado de Trichoderma harzianum demuestra un crecimiento vigoroso,
con colonias de color verde oscuro y textura algodonosa en las etapas iniciales.
Posteriormente, se observé una mayor compactacion del micelio junto con una

notable produccion de esporas, caracteristicas tipicas del género Trichoderma spp.
Figura 1.

Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de Trichoderma harzianum.

Elaborado por: La autora, 2026

Por su parte Gliocladium roseum presenta un crecimiento mas lento y débil
en comparacion con los aislados de Trichoderma spp., las colonias fueron de color

blanco crema con ligeras tonalidades beige en sectores de mayor madurez, con
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textura algodonosa y menor densidad de esporulacion. Su desarrollo en el medio

de cultivo fue mas limitado, evidenciando una menor tasa de crecimiento.

Figura 2.

Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de Gliocladium roseum.

Elaborado por: La autora, 2026

El aislado de Trichoderma asperellum presenta un crecimiento rapido y
dominante en las cajas Petri, evidenciado por una amplia colonizacion, estas
mostraron una coloracién verde intensa asociada a una alta esporulacion, con una
textura inicialmente algodonosa que posteriormente se tornd mas compacta. Las
colonias cubrieron rapidamente la superficie del medio, evidenciando una alta tasa

de crecimiento.
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Figura 3.

Caracteristicas morfologicas macroscoépicas de Trichoderma asperellum.

Elaborado por: La autora, 2026

El patdégeno Phytophthora spp. evidencia un crecimiento radial uniforme, con
colonias de color blanco cremoso y su textura tuvo una apariencia afelpada
algodonosa. Su desarrollo fue constante durante el periodo de incubacion,
cubriendo progresivamente la superficie del medio de cultivo. Adicionalmente el
comportamiento del patégeno en el medio de cultivo evidencié su capacidad de
adaptacion a condiciones semi controladas, lo que explica su alta agresividad en

sistemas agricolas y su capacidad para colonizar tejidos vegetales.
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Figura 4.

Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de Phytophthora spp.
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Elaborado por: La aufora, 2026
Tabla 4.

Crecimiento micelial de Phytophthora spp. durante 12 dias.

Tratamientos n Medias
Testigo abs. 30 7,41 a
Gliocladiumr. 29 512 b
T. harzianum 71 3,62 c
T. asperellum 60 2,75 d
p valor <0,0001
Coef. Variacion (%) 15,12

Elaborado por: La autora, 2026

4.2.1. Nivel de antagonismo de los biocontroladores mediante ensayos

de confrontacién in vitro frente a Phytophthora spp.

De acuerdo al analisis de varianza se evidencio que existe unas diferencias
altamente significativas entre los tratamientos (p < 0,0001), lo que indicé que los
biocontroladores ejercieron un efecto diferencial sobre el crecimiento de

Phytopthora spp. en condiciones semi controladas a nivel in vitro.

El tratamiento T4 Trichoderma asperellum presentd el mayor porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial con 62,87 %, lo que comprueba su alta capacidad

antagonista frente al patdgeno. Este comportamiento sugiere un efecto mas
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eficiente en la competencia por espacio y nutrientes, asi como posibles

mecanismos de antibiosis.

Figura 5.

Pruebas de confrontacion T4 Trichoderma asperellum vs Phytophthora spp.

Elaborado por: La autora, 2026

El tratamiento T2 Trichoderma harzianum mostré un efecto inhibitorio
intermedio, con un 51,09% de inhibicidon lo que indicé una capacidad antagonista
significativa, aunque inferior a el T4
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Figura 6.

Pruebas de confrontacion T2 Trichoderma harzianum vs Phytophthora spp.
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Elaborado por: ta u?o

Por otra parte, el tratamiento T3 Gliocladium roseum presentd el menor
porcentaje de inhibicion, lo que evidencié una mejor eficiencia en la supresién del
crecimiento del patdégeno. Este comportamiento pudo estar asociado a su menor
velocidad de crecimiento en comparacion con los tratamientos basados en

Trichoderma, lo que limité su capacidad competitiva frente a Phytophthora spp.
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Figura 7.

Pruebas de confrontacion T3 Gliocladium roseum vs Phytophthora spp.
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El coeficiente de variacion de 17,07% indicé una variabilidad aceptable en
los datos experimentales, lo que respalda la confiabilidad de los resultados

obtenidos.

Tabla 5.
Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los antagonistas.

Antagonista n Medias
T asperellum 62,87 a
T. harzianum 51,09 b
Gliocladium . 30,94 c
p valor <0,0001
Coef. Variacién (%) 17,07

Elaborado por: La autora, 2026

4.2.2. Eficacia de los biocontroladores en la inhibicién del desarrollo
de Phytophthora spp. en frutos de cacao.

Los resultados obtenidos en la evaluacion en fruto de cacao evidenciaron
diferencias altamente significativas entre los tratamientos (p < 0,0001) segun la
prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis, o que indic6 que los biocontroladores
influyeron significativamente en la inhibicién del desarrollo de Phytophthora spp.
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como se observa en la TABLA 6 el tratamiento T2 Trichoderma harzianum presento
el menor valor de crecimiento de la lesion con 0,10 cm ubicandose en el grupo
estadistico A, lo que con prueba su mayor eficiencia en la reduccién del desarrollo
del patdégeno. Los tratamientos T3 Gliocladium roseum, T4 Trichoderma asperellum
y T5 mezcla de biocontroladores, se agruparon en la categoria B sin presentar una

reduccion del desarrollo del patdgeno en comparacion con el testigo absoluto.

Por su parte, el tratamiento T1 Testigo absoluto presentd el mayor valor de
crecimiento de la lesién 0,71 cm ubicandose en el grupo estadistico C lo que

confirmo el desarrollo del patdgeno en ausencia de agentes biocontroladores.

Estos resultados evidenciaron que la aplicacion de biocontroladores influyé
significativamente en la reduccién del desarrollo Phytophthora spp. en frutos de
cacao, destacandose Trichoderma harzianum como el tratamiento méas eficiente
bajo las condiciones evaluadas. Adicionalmente, se observé que la mezcla de
biocontroladores no supero el efecto del tratamiento individual mas eficiente, lo que
sugirié la ausencia de un efecto sinérgico entre los microorganismos evaluados,
posiblemente debido a interacciones competitivas o a diferencias en sus

mecanismos de accion.

Estos resultados resaltaron la importancia de evaluar los biocontroladores
directamente sobre el patégeno, ya que su comportamiento puede diferir
significativamente respecto a los ensayos in vitro, donde las condiciones son mas
controladas y menos complejas. En este sentido, la evaluacion en frutos permitio
obtener informacidbn mas representativa sobre la eficacia real de los

biocontroladores en condiciones similares a las del cultivo de cacao.
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Efecto de los biocontroladores sobre el desarrollo de Phytotphthora spp. en

frutos de cacao.

Antagonista Medias
T. harzianum 0,10 a
Gliocladiumr. 0,45Db
Mezcla de 3 hongos antagonistas 0,33b
T asperellum 0,60b
Testigo abs. 0,71c
p valor <0,0001

Elaborado por: La autora, 2026
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5. DISCUSION.

La caracterizacion morfolégica en esta investigacion permite identificar
diferencias relevantes en el crecimiento, la coloracion, la textura y la capacidad de
esporulacion de los microorganismos evaluados, atributos que posteriormente se
relacionaron con su desempefio como agentes de control biol6gico. Trichoderma
asperellum presenta la mayor velocidad de crecimiento y una amplia capacidad
para colonizar el medio de cultivo, mientras que Trichoderma harzianum evidencio
un desarrollo vigoroso acompafiado de una abundante produccion de esporas.
Estos resultados coinciden con lo descrito por (Santillan-Culquimboz y otros, 2025)
y (Deiss, 2022), quienes sefialan que las especies del género Trichoderma spp.
poseen una elevada capacidad de competencia por espacio y nutrientes, ademas
de mecanismos como el microparasitismo y la antibiosis, los cuales favorecen su

establecimiento y accion frente diversos fitopatdgenos.

En contraste, Gliocladium roseum presenta una menor velocidad de
crecimiento y una produccién de esporas mas reducida, condicion que pudo limitar
su capacidad para competir con Phytophthora spp. durante el desarrollo del ensayo.
No obstante, este comportamiento guarda relacién con lo reportado en ((CRS),
2020) donde se reconoce a este microorganismo como un agente de control
biolégico que actia mediante mecanismos de competencia, microparasitismo y
antibiosis. Por otra parte, Phytophthora spp. desarrolla un crecimiento uniforme y
continuo durante el periodo de evaluacién, comportamiento que coincide con lo
sefalado por (Ayanwole y otros, 2025), quienes describen a este oomiceto como
un patégeno con alta capacidad de adaptacién y agresividad bajo condiciones

ambientales favorables.

En conjunto los resultados permiten interpretar que las diferencias
morfologicas observadas estuvieron estrechamente relacionadas con el
comportamiento biolégico de los microorganismos evaluados. La rapida
colonizacion del medio de cultivo por parte de las especies de Trichoderma spp.
favorecid su establecimiento y les proporciona una ventaja competitiva frente al
patdégeno, lo cual coincide con lo indicado por (Parra Cortes, 2024) y (Flores y otros,
2025), quienes destacan que la capacidad de los biocontroladores en el manejo de

enfermedades del cultivo del cacao.
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Los ensayos de confrontacion in vitro permitie confirmar que los
biocontroladores evaluados ejercen diferentes niveles de inhibicion sobre el
crecimiento de Phytophthora spp., evidenciando variaciones en su capacidad
antagonista. Trichoderma asperellum alcanzo el mayor efecto inhibitorio, resultado
que coincide con lo reportado por (Santillan-Culquimboz y otros, 2025), quienes
atribuyen la eficacia de esta especie a mecanismos como el microparasitismo, la
competicion por espacio y nutrientes y la produccion de metabolitos con actividad
antifingica. La elevada inhibicién obtenida en el presente estudio podria estar
relacionada con la rapida colonizacion del medio de cultivo observada durante la
caracterizacion morfolédgica, lo que favorece el establecimiento del antagonista e

impidio el desarrollo del patdgeno desde las etapas iniciales de crecimiento.

El comportamiento de Trichoderma harzianum y Gliocladium roseum permite
interpretar que la eficacia de un biocontrolador no depende Unicamente de su
capacidad antagonista, sino también de factores como la velocidad de crecimiento
y la capacidad de colonizar el medio antes que el patdégeno. Aunque Trichoderma
harzianum no tuvo el mismo rendimiento en el nivel de inhibicion que Trichoderma
arperellum, su respuesta confirma que posee un potencial importante para restringir
el desarrollo de Phytophthora sp., mientras que la menor eficiencia de Gliocladium
roseum sugiere que su accion bioldgica pudo verse limitada por un establecimiento
mas lento frente al patégeno. Los resultados obtenidos permiten considerar que las
especies del género Trichoderma sp. representan una alternativa con potencial
para el manejo biolégico de Phytophthora sp., en cacao, criterio que coincide con
lo sefialado por (Elisée y otros, 2025), quienes destacan la eficacia de estos

biocontroladores para disminuir enfermedades fungicas en el cultivo.

Los resultados en frutos de cacao permitieron interpretar que la eficacia de un
biocontrolador no siempre es la misma que la observada en condiciones in vitro, ya
gue su desempefio también depende de la interaccion con el tejido vegetal. En esta
investigacion Trichoderma harzianum presento el mejor comportamiento al reducir
el desarrollo de Phytophthora sp., o que sugiere que este microorganismo posee
una mayor capacidad biocontroladores bajo condiciones mas cercanas a las del
cultivo. Esta apreciacién coincide con lo descrito por (Enchill y otros, 2025), quienes

indican que la aplicacion de Trichoderma harzianum favorece el desarrollo y la
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supervivencia de plantas de cacao afectadas por Phytophthora palmivora,

respaldando su potencial para el manejo biolégico de esta enfermedad.

Asi mismo el comportamiento de Trichoderma asperellum y de la mezcla de
biocontroladores permite considerar que la eficacia observada en laboratorio no
garantiza necesariamente una respuesta similar sobre el hospedero, debido a que
en este intervienen factores fisiologicos y ambientales que modifican la interaccion
entre el antagonista y el patdgeno. Desde esta perspectiva, los resultados
obtenidos refuerzan la importancia de evaluar los biocontroladores en condiciones
mas proximas a la realidad del cultivo, criterio que coindice con lo planteado por
(Yépezy otros, 2019), quienes destacan la incorporacion de estos microorganismos
dentro del manejo integrado de enfermedades contribuye a un control mas
sostenible y reduce la dependencia de fungicidas quimicos.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1Conclusiones

La caracterizacion morfolégica de Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum, Gliocladium roseum y Phytophthora spp. permite establecer diferencias
claras entre los organismos evaluados, considerando caracteristicas como
coloracién, textura y velocidad de crecimiento bajo condiciones in vitro. Los
biocontroladores pertenecientes al género Trichoderma se distinguen por presentar
un crecimiento acelerado y una abundante produccion de esporas, mientras que
Gliocladium roseum evidencia un desarrollo mas lento. Por su parte, Phytophthora
spp. presenta un crecimiento uniforme y constante, confirmando su

comportamiento agresivo en medio de cultivo.

En la evaluacién del antagonismo bajo condiciones in vitro se evidencié que
los biocontroladores ejercen un efecto notable sobre el crecimiento micelial de
Phytophthora spp., interpretado mediante diferencias altamente significativas en el
andlisis estadistico (p < 0,0001). Entre los tratamientos evaluados, Trichoderma
asperellum registr6 el mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial,
seguido de Trichoderma harzianum, mientras que Gliocladium roseum presenta la
menor capacidad antagonista. Estos resultados reflejaron diferencias en la
eficiencia de los microorganismos como agentes de biocontrol bajo condiciones

semi controladas de laboratorio.

En la fase de evaluacion en frutos de cacao, se comprueba que la aplicacion
de los biocontroladores influye significativamente en la inhibicién del desarrollo de
Phytophthora spp., siendo Trichoderma harzianum el tratamiento que presenta
mayor eficacia al registrar el menor didmetro de lesion. Los demas tratamientos
también contribuyen a disminuir el avance del patégeno en comparacion con el
testigo absoluto, evidenciando la importancia de evaluar el comportamiento de los
biocontroladores en condiciones mas proximas al ambiente real del cultivo, donde

su respuesta puede diferir con respecto a los ensayos realizados in vitro.
6.2. Recomendaciones

Incorporar variables cuantitativas como la tasa de crecimiento micelial, el

diametro de colonia y la produccion de esporas, con el propésito de fortalecer la
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descripcion morfologica y optimizar la comparacion entre Trichoderma harzianum,
Trichoderma asperellum, Gliocladium roseum y Phytophthora spp. bajo condiciones

in vitro.

Utilizar extracto de zanahoria en la preparacion de los medios de cultivo,
debido a que se evidencié una mejor esporulacién y un crecimiento mas firme y
vigoroso de los hongos en las cajas Petri que contenian este componente. Asi
mismo, se sugiere ampliar los ensayos considerando diferentes concentraciones
de in6culo y tiempos de incubacién, ademas de evaluar de manera més especifica
los mecanismos de accion de los biocontroladores, tales como la producciéon de
metabolitos antifingicos y la competencia por espacio y nutrientes, con la finalidad

de fortalecer la comprension de su comportamiento frente a Phytophthora spp.

Desarrollar investigaciones a nivel de campo que permitan validar la eficacia
de los biocontroladores bajo condiciones ambientales reales. De igual forma, se
sugiere analizar diferentes dosis, frecuencias y métodos de aplicacién, asi como
integrar estos microorganismos dentro de programas de manejo integrado del
cultivo, con el propésito de optimizar el control de la enfermedad y contribuir a la

sostenibilidad de la produccién cacaotera.
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8. ANEXOS

Figura 8.

Andlisis de varianza del crecimiento micelial en caja Petri de Phytopthora
spp..

Variable N R* R* A3 CV
Crec (cm) 190 0,37 0,86 15,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. aC gl CH F p-valor
Modelo 482,17 3 160,72 403,33 <0,0001
Tratamientos 482,17 3 160,72 403,33 <0,0001
Error 74,12 186 0,40
Total 556,29 189

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,36063
Error: 0,3985 gl: 186
Tratamientos Medias n E.E.

Testigo abs. 7,41 30 0,12 A
Gliocladium R 5,12 29 0,12 B

T. Harzianum 3,62 71 0,07 C

T asperellun 2,75 60 0,08 D

Nedics cor une letr: cow@in mo sor sigrificativamente diferexntes (p > @,05)

Elaborado por: La autora, 2026
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Figura 9.

Prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis del nivel afectacion en frutos de
cacao.

Prueba de Kruskal Wallis
Variable ratamientos N Medias D.E. Medianas H P
Crec (cm) Gliocladium R 29 Lo P08 St ¢ ML 5,00 141,26 <0,0001
Crec (cm) T asperellum &0 2,75 0,87 3,20
Crec (cm) T. Harzianum 71 3,62 0,46 3,50
Crec (cm) Testigo abs. 30 7,41 0,48 7,50
Trat. Medias Ranks
T asperellum 2,75 44,19 A
T. Harzianum 3,62 85,05 B
Gliocladium R 5,12 144,53 C
Testigo abs. 7,41 175,45 D
Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: La autora, 2026
Figura 10.

Analisis de varianza del porcentaje del crecimiento micelial de Phytophtora
spp.

Analisis de la varianza

Variable N R* R* 43 CW
PIC% 160 0,62 0,61 17,07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. aC gl CH F p-valor
Modelo 19998,96 2 9999,48 127,67 <0,0001
Antagonista 19993,96 2 9999,48 127,67 <0,0001
Error 12297,00 157 78,32
Total 32295,96 159

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,33203
Error: 78,3249 gl: 157

Antagonista Medias n E.E.

T asperellum 62,87 60 1,14 A

T. Harzianum 51,09 71 1,05 B
Gliocladium R 30,94 29 1,64 C

Nedics com une letra covmin mo son sigrificativawente diferextes (p > @,05)

Elaborado por: La autora, 2026
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Figura 11.

Pesaje del Agar para el medio de cultivo

Elaborado por: La autora, 2026

Figura 12.

Preparacion del extracto de zanahoria para el medio de cultivo.

Elaborado por: La autora, 2026
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Figura 13.
Medicion del PH del medio de cultivo.

Elaborado por: La autora, 2026

Figura 14.
Medio de cultivo listo para ir al autoclave.

Elaborado por: La autora, 2026



!

Figura 15.

Preparacion de cajas Petri con medio de cultivo.
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Elaborado por: La autora, 2026
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Figura 16.

Cajas Petri listas con medio de cultivo.

Figura 17.

Esterilizacion de herramientas para hacer los discos de los tratamientos y el
patdgeno
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Figura 18.

Esterilizacion de herramientas para hacer los discos de los tratamientos y el
patégeno.

Elaborado por: La autora, 2026



Figura 19.

Colocacién de discos de Phytopthora spp. y Tratamientos para
confrontacion.
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Elaborado por: La autora, 2026

Figura 20.

Colocacién de discos de Phytopthora spp. y Tratamientos para
confrontacién.
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Elaborado por: La autora, 2026
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Figura 21.

Preparacion de Tratamientos (T1, T2, T3, T4) para el manejo de Phytophthora
spp. en frutos de cacao.

Figura 22.
Tratamientos listos para aplicar en lainoculacion en frutos de cacao.
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Figura 23.

Inoculacion de discos de Phytophthora spp. en frutos de cacao con
tratamientos aplicados.

Elaborado por: La autora, 2026

Figura 24.

Frutos del T1 (Testigo) luego de 8 dias después de la inoculacién.
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Figura 25.

Frutos del T2 (Trichoderma harzianum) luego de 8 dias después de la
inoculacion.

Figura 26.
Frutos del T3 (Gliocladium roseum) luego de 8 dias después de lainoculacién.
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Elaborado por: La autora, 2026

Figura 27.

Frutos del T4 (Trichoderma asperellum) luego de 8 dias después de la
inoculacion.

Elaborado por: La autora, 2026
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Figura 28.

Frutos del T5 (Mezcla de los tres tratamientos T2-T3-T4) luego de 8 dias
después de la inoculacién.
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Elaborado por: La autora, 2026

Figura 29.
Frutos del T1 (Testigo) luego de 12 dias después de la inoculacién.

Figura 30.

Frutos del T2 (Trichoderma harzianum) luego de 12 dias después de la
inoculacion.

Elaborado por: La autora, 2026



59

Figura 31.

Frutos del T3 (Gliocladium roseum) luego de 12 dias después de la
inoculacion.

Elaborado por: La autora, 2026

Figura 32.
Frutos del T4 (Trichoderma asperellum) luego de 12 dias de la inoculacion.

Figura 33.

Frutos del T5 (Mezcla de los tres tratamientos T2-T3-T4) luego de 12 dias
después de la inoculacién.

Elaborado por: La autora, 2026



