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Abstract: Phytophthora palmivora is a devastating pathogen in cocoa crops,
causing diseases such as pod rot and root rot, significantly affecting
productivity and quality. Since chemical control poses challenges due to the
pathogen's resistance and environmental impacts, biological control through
fungi such as Trichoderma harzianum emerges as a promising alternative.
This study evaluated the potential of three Trichoderma strains (TCH-01,
TCH-22, TCH-09) as biocontrol agents against P. palmivora in CCN-51 cocoa
seedlings. Radial growth evaluations of the strains, as well as growth
inhibition and sporulation of P. palmivora in vitro, were conducted, along with
assessments of disease incidence and severity in the treated seedlings. The
results showed that TCH-01 was the most effective strain, achieving 80%
growth inhibition of P. palmivora and 96% inhibition of sporulation,
significantly outperforming the other strains. In the cocoa seedlings, TCH-01
also showed the lowest incidence (10%) and severity (20%) of the disease,
compared to the controls. These results demonstrate that TCH-01 has high
potential to be used as a biocontrol agent for P. palmivora, contributing to
more sustainable management strategies and reducing reliance on chemical

treatments in cocoa cultivation.

Keywords: Biocontrol, cocoa, incidence, severity, inhibition

1. Introduccién

La variedad de cacao CCN-51 (Coleccién Castro Naranjal 51) se ha consolidado como
una de las mas importantes a nivel agronémico y econdmico por su alta productividad,
rapida entrada en produccion y moderada tolerancia a enfermedades como la moniliasis
(Moniliophthora roreri) y la escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa), lo que ha
favorecido su adopcién en sistemas de produccién a gran escala (Stagnati et al., 2020;
Amores, 2024). No obstante, en los ultimos afos, diversos estudios y reportes de campo
han evidenciado una creciente susceptibilidad de esta variedad a Phytophthora spp.,
agente causal de la pudricion negra del fruto, lo que representa una amenaza
significativa para su sostenibilidad comercial (Cedeno et al., 2020). En este contexto, el
presente estudio selecciond a la variedad CCN-51 como modelo experimental con el fin
de evaluar la eficacia de cepas antagonistas del género Trichoderma como estrategia
biolégica para el control de Phytophthora, contribuyendo asi al manejo integrado de
enfermedades en el cultivo de cacao.

Varios estudios han demostrado que Phytophthora palmivora es un patdgeno que afecta
significativamente a diversas especies vegetales, siendo especialmente devastador en
cultivos de cacao (Theobroma cacao), donde causa enfermedades como la
podredumbre de la vaina y la pudriciéon de la raiz (Simamora et al., 2021). Estas
infecciones conducen a una disminucion en la productividad, calidad y rendimiento de
los cultivos, lo que representa un desafio importante para los productores de cacao a
nivel mundial (Misman, et al., 2022; Puig et al., 2021). A pesar de los esfuerzos por
desarrollar métodos efectivos para el control de esta enfermedad, el manejo de P.
palmivora sigue siendo complicado debido a su capacidad para producir esporas
resistentes y su amplia dispersion en condiciones favorables de humedad y temperatura
(Balanagouda et al., 2021).

En este contexto, el control bioldgico se presenta como una alternativa prometedora
para reducir la dependencia de fungicidas quimicos, los cuales no solo son costosos,
sino que también contribuyen a la resistencia de los patégenos y afectan negativamente
al medio ambiente (Fenta y Mekonnen, 2024). Uno de los agentes biocontroladores mas
estudiados y utilizados en la lucha contra diversos patdégenos flngicos es el hongo
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Trichoderma harzianum, que ha demostrado poseer una amplia gama de mecanismos
antagonistas, como la competencia por nutrientes, la produccion de compuestos
antimicrobianos y la induccion de resistencia en las plantas hospedadoras (Poveda,
2021; Manzar et al., 2022).

Diversos estudios han sefalado la capacidad de Trichoderma para suprimir el
crecimiento de Phytophthora spp., lo que sugiere que las cepas de Trichoderma podrian
ser una herramienta eficaz en el manejo integrado de enfermedades fungicas en cacao
(Sarria et al., 2021). Sin embargo, a pesar de los resultados prometedores, la efectividad
de las cepas de Trichoderma puede variar dependiendo de factores como la cepa
utilizada, las condiciones ambientales y la etapa de desarrollo de la planta (Ferreira y
Musumeci, 2021). Por lo tanto, es crucial realizar estudios mas profundos que comparen
las diferentes cepas de Trichoderma en condiciones controladas para identificar
aquellas con el mayor potencial de biocontrol frente a P. palmivora.

Entre las especies mas destacadas de Trichoderma se encuentran Trichoderma
harzianum (Khoiri et al., 2023), Trichoderma koningiopsis (Zapata y Botina, 2023) y
Trichoderma viride (Putra et al., 2022), las cuales han mostrado un alto potencial
antagonista mediante mecanismos como la competencia por espacio y nutrientes, la
produccion de metabolitos antifingicos y la micoparasitacion directa (Sukorini et al.,
2021). Estudios realizados en condiciones in vitro e in vivo han confirmado su capacidad
para reducir significativamente la incidencia y severidad de la pudricién negra del fruto,
convirtiéndolas en alternativas viables y sostenibles dentro del manejo integrado de
enfermedades (Sirikamonsathien et al., 2023).

Los metabolitos producidos por Trichoderma desempefan un papel crucial en su
capacidad para inhibir el crecimiento de patégenos como Phytophthora palmivora. Estos
metabolitos incluyen una variedad de compuestos bioactivos que tienen efectos
antifungicos, antibacterianos y antimicrobianos, lo que les permite actuar como
herramientas eficaces en el biocontrol de enfermedades de plantas (Ayyandurai et al.,
2024; Shahriar et al., 2022). Entre los principales metabolitos antimicrobianos de
Trichoderma se encuentran las trichoderminas, peptaiboles, lactonas y proteinas
hidroliticas (Nakkeeran et al., 2021; Alfaro et al., 2022).

El objetivo principal de este estudio fue identificar qué cepa de Trichoderma presenta el
mayor potencial para ser utilizada como biocontrolador de P. palmivora en cacao,
evaluando tanto su efectividad directa sobre el patégeno como su impacto en la
reducciéon de los sintomas de la enfermedad en las plantas hospedadoras. La
informacidén obtenida de este trabajo contribuird a la implementacién de practicas
agricolas mas sostenibles y eficaces para el manejo de P. palmivora, reduciendo la
dependencia de quimicos y promoviendo el uso de agentes bioldgicos naturales.

En este contexto, el presente estudio no solo busca aportar soluciones efectivas al
manejo de Phytophthora palmivora en cacao, sino también contribuir a los Objetivos de
Desarrollo Sostenible, en particular al ODS 12 (Produccion y Consumo Responsables)
y al ODS 13 (Accion por el Clima). La incorporacion de cepas de Trichoderma como
alternativa bioldgica al uso de fungicidas quimicos promueve practicas agricolas mas
sostenibles, con un menor impacto ambiental, beneficiando especialmente a pequefios
productores, programas de manejo integrado y sistemas agroecolégicos orientados a la
sostenibilidad.
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2. Materiales y Métodos
Aislamiento de las cepas de Trichoderma

Las cepas de Trichoderma fueron aisladas a partir de muestras de suelo recolectadas
de plantaciones de cacao de mas de 20 afos de edad, que no habian recibido
intervencion quimica en los ultimos afos. Las muestras se obtuvieron de suelos de
plantaciones con antecedentes de infeccion por Phytophthora palmivora, un patégeno
comun en estos cultivos. El aislamiento de las cepas se realizé6 mediante el método de
dilucion en serie, utilizando placas de agar PDA (Papa Dextrosa Agar) para favorecer el
crecimiento de hongos saprofitos. Las muestras de suelo fueron procesadas en
condiciones asépticas para evitar la contaminacién con otros microorganismos.
Posteriormente, las placas se incubaron a 25°C durante un periodo de 5 a 7 dias, lo que
permitié el desarrollo de las colonias fungicas. Las colonias de Trichoderma fueron
seleccionadas en funcion de su morfologia caracteristica, como la presencia de
estructuras de conidios en forma de esporas y un micelio blanco algodonoso, que son
indicadores tipicos de este género.

Extraccion de ADN

Se utilizoé el kit comercial GeneJET Genomic DNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) para la extracciéon de ADN gendmico de las cepas seleccionadas. EI ADN fue
extraido siguiendo las instrucciones del fabricante, con modificaciones minimas para
optimizar el rendimiento. La calidad y concentracion del ADN extraido fueron evaluadas
utilizando un espectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA).

Amplificacion de la region ITS

Para la identificacion molecular, se amplificd la regién del espaciador interno transcrito
(ITS) del ADN ribosémico utilizando los  cebadores ITS1 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' e ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3', que son
ampliamente utilizados para la identificacion de hongos en estudios filogenéticos. La
reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 L, que contenia 12.5 yL de
Taq Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 1 uL de cada cebador (10 uM), 2 uL de ADN
templado, y 8.5 pyL de agua ultrapura. Las condiciones del ciclo de PCR fueron las
siguientes: 95°C durante 3 minutos (desnaturalizacién inicial), seguido de 35 ciclos de
95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos (hibridacion), y 72°C por 1 minuto, con
una extension final a 72°C durante 5 minutos.

Purificacion y secuenciacion

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit GeneJET PCR Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific) y enviados a un servicio de secuenciacion comercial
(Macrogen, Seul, Corea) para obtener las secuencias en ambas direcciones.

Analisis filogenético y comparacion de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron procesadas y analizadas utilizando el software
ChromasPro (Technelysium, Australia) para la alineacion y edicién de las secuencias.
Posteriormente, las secuencias fueron comparadas con las disponibles en la base de
datos GenBank utilizando la herramienta BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para determinar la identidad de las cepas. La
identidad y la cobertura de la secuencia se calcularon en funcién de la comparacion con
las secuencias de referencia de Trichoderma.
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Construccion del dendrograma filogenético

Para evaluar las relaciones filogenéticas entre las cepas aisladas de Trichodermay otras
especies del género, se realizé un analisis filogenético utilizando el método de Maxima
Verosimilitud en el software MEGA X. Se selecciond el modelo de sustitucion mas
adecuado (Tamura-Nei) basado en los resultados del ModelTest y se calculd el soporte
de los nodos utilizando el método de Bootstrap con 1000 réplicas. El dendrograma
resultante se utilizé para visualizar la relacion filogenética de las cepas de Trichoderma
en este estudio.

Velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento radial de las cepas de Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-
09) se evalué mediante el cultivo de las cepas en medio de agar PDA (Papa Dextrosa
Agar). Se inocularon discos de 5 mm de diametro de cada cepa, extraidos de colonias
en crecimiento, en el centro de placas de Petri estériles de 9 cm de diametro. Las placas
se incubaron a 25°C durante 24, 48 y 72 horas. El crecimiento radial se midié en dos
direcciones perpendiculares en cada placa, y se calcul6 el diametro promedio de las
colonias en cada intervalo de tiempo. Las mediciones se realizaron en triplicado para
cada cepay cada intervalo de tiempo, y se utilizé un control negativo (placas sin inocular)
para verificar la ausencia de contaminaciéon. Los datos obtenidos fueron analizados
utilizando un analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey (p < 0.05)
para determinar las diferencias significativas en el crecimiento radial entre las diferentes
cepas a los distintos tiempos de evaluacion.

Evaluacion de inhibicién in vitro

La inhibicién in vitro del crecimiento de Phytophthora palmivora por las cepas de
Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-09) se evalué utilizando el método de
confrontacion directa en placas de agar PDA. Se prepararon placas de Petri de 9 cm de
diametro con medio agar PDA estéril. Un disco de 5 mm de diametro de una colonia de
P. palmivora cepa VPP 44 correspondiente al banco de cepas de la UTEQ fue colocado
en el centro de cada placa. Posteriormente, se inoculé un disco de 5 mm de diametro
de cada cepa de Trichoderma a una distancia de 2 cm del disco de P. palmivora. Las
placas fueron incubadas a 25°C en condiciones controladas durante 7 dias. La inhibicion
del crecimiento de P. palmivora se evalué midiendo el diametro del crecimiento de la
colonia de P. palmivora en las placas. La inhibicién se calculé como el porcentaje de
reduccion en el crecimiento radial de P. palmivora en presencia de Trichoderma, en
comparacion con el crecimiento en las placas de control (sin Trichoderma).

Las mediciones se realizaron en triplicado para cada tratamiento y se incluyé un control
negativo (placa con P. palmivora sin Trichoderma). Los datos obtenidos fueron
analizados utilizando un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey (p < 0.05)
para determinar las diferencias significativas entre las cepas de Trichoderma en su
capacidad para inhibir el crecimiento de P. palmivora.

Inhibicién de la infecciéon en plantulas

La evaluacion de la inhibicion de Phytophthora palmivora en plantulas de cacao se
realiz6 mediante un bioensayo en condiciones controladas utilizando plantulas de cacao
variedad CCN-51, las cuales fueron tratadas con suspensiones de conidios de las cepas
de Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-09) y posteriormente inoculadas con zoosporas
de P. palmivora. Se aplicaron 10 mL de la suspension de Trichoderma en las hojas
jévenes de las plantulas y, 24 horas después, se inoculd con la suspensién de
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zoosporas. La incidencia de la enfermedad se calculé semanalmente durante 4
semanas como el porcentaje de plantas infectadas con sintomas visibles, mientras que
la severidad se evalud utilizando la escala visual de Gonzales y Pérez (2021),
considerando el porcentaje de la hoja afectada. Se incluyé un control negativo sin
tratamiento y sin inoculacion. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA vy la
prueba de Tukey (p < 0.05) para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos y el control.

3. Resultados
Identificacion molecular

Los resultados demostraron que todos los aislamientos corresponden al género
Trichoderma, confirmando la correcta clasificacion genética de las cepas aisladas. La
cepa T14, identificada como Trichoderma koningiopsis, mostré6 una cobertura de
consulta del 100% y una identidad del 100% con el numero de acceso GenBank
MG266013.1. La cepa TH-01, correspondiente a Trichoderma harzianum, presentd
también una cobertura del 100%, con una identidad del 99%, y se encuentra registrada
con el numero de acceso OMO078502.1. Finalmente, la cepa ZNWPL9, también de
Trichoderma harzianum, alcanz6 una cobertura de consulta del 100% y una identidad
del 100%, con el nimero de acceso KR868395.1.

Tabla 1.

Identificacion molecular de los aislamientos de Trichoderma mediante comparacién con
secuencias de referencia en la base de datos NCBI/GenBank.

AISLADO Identidad (Base de datos NCBI / GenBank)
Cobertura .
. Identidad Numero de
Cadigo Nomenclatura Cepa de consulta (%) 2CCeso
(%)
Trichoderma
TCH-01 KoMINAoDSi T14 100 100 MG266013.1
oningiopsis — =
Trichoderma
TCH-22 X TH-01 100 99 OM078502.1
harzianum —_—
TCH.09  lfichoderma 7\ \yp g 100 100  KR868395.1

harzianum

Relacion filogenética

El dendrograma obtenido muestra la relacion filogenética entre diversas cepas de
Trichodermay Phytophthora infestans (Figura 1). Se observa una clara separacion entre
los dos géneros, con las cepas de Trichoderma agrupandose en dos grandes clusteres:
uno correspondiente a Trichoderma harzianum y otro a Trichoderma koningii.

Dentro del cluster de Trichoderma harzianum, las cepas Trichoderma harzianum 1,
Trichoderma harzianum 2y Trichoderma harzianum 3 se agrupan estrechamente, con
un valor de bootstrap de 100%, lo que indica una alta confianza en su relacion. Por otro
lado, la cepa THC-09 se separa de este grupo con un valor de bootstrap del 80%, lo que
sugiere una divergencia significativa respecto a las otras cepas de T. harzianum.
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Asimismo, la cepa THC-22 también se agrupa con alta confiabilidad (100%) con las otras
cepas de T. harzianum.

El segundo cluster, correspondiente a Trichoderma koningii, muestra una clara
subdivision entre las cepas Trichoderma koningii 1, Trichoderma koningii 2 y
Trichoderma koningii 3. Las cepas THC-01y THC-01 también se incluyen en este grupo,
con valores de bootstrap del 90% y 80%, respectivamente, lo que indica una buena
separacion dentro del grupo. Finalmente, la cepa de Phytophthora infestans se agrupa
en un cluster completamente separado de las cepas de Trichoderma, lo que refleja la
divergencia genética entre estas dos especies.

Figura 1.

Dendrograma basado en un analisis filogenético de las cepas de Trichoderma y
Phytophthora infestans utilizando datos moleculares. El arbol muestra las relaciones
evolutivas entre las siguientes cepas de Trichoderma: Trichoderma harzianum 1,
Trichoderma harzianum 2, Trichoderma harzianum 3, THC-09, THC-22, Trichoderma
koningii 1, Trichoderma koningii 2, Trichoderma koningii 3, y THC-01. Phytophthora
infestans 1 se muestra como un grupo distinto.

Trichoderma harziamnm 3
50

70 L THC-09

100 Trichoderma harzianum 2

THC-22

100

Trichoderma harzianum I

Trichoderma koningiopsis 1

a0 THC-01

90 ———— Trichoderma koningiopsis 2

50

Trichoderma koningiopsis 3

Plytophthora infestans 1

Velocidad de crecimiento

El crecimiento radial de las cepas de Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-09) fue
evaluado durante tres intervalos de tiempo (24, 48 y 72 horas) para determinar su
capacidad de expansién en condiciones controladas (Figura 1). Los resultados
obtenidos muestran un patrén de crecimiento progresivo, con un aumento significativo
en el diametro del crecimiento radial a medida que transcurria el tiempo de incubacion.
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A las 24 horas, las cepas mostraron un crecimiento moderado, con valores de 1.23 cm
para TCH-01, 1.18 cm para TCH-22 y 1.09 cm para TCH-09. Estos resultados indican
que las tres cepas iniciaron su crecimiento de manera similar en el primer periodo de
observacion, sin diferencias significativas entre ellas. Sin embargo, a las 48 horas, se
observd un aumento sustancial en el crecimiento de todas las cepas. En este intervalo,
TCH-22 mostro el mayor aumento, alcanzando 2.83 cm, seguido por TCH-01 con 2.60
cmy TCH-09 con 2.19 cm.

Alas 72 horas, el crecimiento continud incrementandose de manera notable, alcanzando
4.57 cm para TCH-22, 4.49 cm para TCH-01y 4.11 cm para TCH-09. TCH-22 presenté
consistentemente los mayores valores de crecimiento a lo largo de todos los periodos,
lo que sugiere que esta cepa podria tener una tasa de crecimiento mas rapida en
comparacion con las otras cepas estudiadas.

Figura 2.

Crecimiento radial de las cepas Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-09) en funcién del
tiempo (24, 48 y 72 horas). Los valores representan el crecimiento en centimetros (cm)
y se muestran como la media + error estandar. Las letras indican diferencias
significativas entre las cepas, segun el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la
prueba de Tukey (p < 0.05).

6.00 ETCH-01 mTCH-22 =TCH-09

24 horas 48 horas 72 horas
Tiempo (Horas)

Inhibicion in vitro

En la evaluacion de la inhibicion del crecimiento de Phytophthora palmivora (Figura 3A),
se observd que todas las cepas de Trichoderma evaluadas mostraron una capacidad
significativa para reducir el crecimiento del patégeno. La cepa TCH-01 fue la mas
efectiva, con una inhibicion del crecimiento de aproximadamente 80%, que fue
significativamente superior a las otras cepas. En contraste, TCH-22 y TCH-09
presentaron inhibiciones del 67% y 70%, respectivamente. El analisis estadistico
(prueba de Tukey) indico diferencias significativas entre las cepas, siendo TCH-01
significativamente mas eficaz que TCH-22'y TCH-09 (p < 0.05).

En cuanto a la inhibiciéon de la esporulacién de P. palmivora (Figura 3B), los resultados
mostraron que TCH-01 inhibi6 la esporulacién, alcanzando un 96%, lo que sugiere una
capacidad excepcional para suprimir la formacién de esporangios. Por otro lado, TCH-
22 mostrd una inhibicién del 60%, mientras que TCH-09 presentd la menor capacidad
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Inhibicién (%o)

con una inhibicion de solo el 20%. Las diferencias entre las cepas fueron
estadisticamente significativas (p < 0.05), como se indica con las letras "a", "b", y "c",
donde TCH-01 resulté ser mas eficaz en la inhibicién de la esporulacién en comparacién
con TCH-22y TCH-09.

00 A 120 | ’
o 80 b tI) ;{;g 100
3 60 =g 80 b
S Q=
= S = 60
g 40 r 565
5 z g 40 c
20 % 9 =
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Figura 3. Inhibicién del crecimiento y la esporulacion de Phytophthora palmivora por
cepas de Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-09). Panel A: Inhibicion del crecimiento
de P. palmivora por las cepas de Trichoderma. Panel B: Inhibicion de la esporulacion de
P. palmivora por las cepas de Trichoderma. Los valores representan la media £ error
estandar de tres repeticiones. Las letras " indican diferencias significativas entre las
cepas, segun el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey (p < 0.05).

Inhibicion de la infecciéon en plantulas

En la Figura 4 se presentan los resultados de la infeccion de Phytophthora palmivora en
plantas de cacao tratadas con diferentes cepas de Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-
09) y un grupo control (testigo). Se evaluaron dos parametros: incidencia y severidad de
la enfermedad. En términos de incidencia, el tratamiento con TCH-01 presentd el menor
porcentaje de infeccion (10%), seguido de TCH-22 y TCH-09, con incidencias de
aproximadamente 33% y 12%, respectivamente. El testigo mostrd la mayor incidencia,
alcanzando un 60%. En cuanto a severidad, el tratamiento con TCH-01 también mostro
el menor porcentaje (20%), mientras que TCH-22y TCH-09 presentaron severidades de
45% y 29%, respectivamente. Mientras que el testigo mostré la mayor severidad con un
76%.

Figura 4.

Infeccion de Phytophthora palmivora en plantas de cacao tratadas con diferentes cepas
de Trichoderma (TCH-01, TCH-22, TCH-09) y un testigo (sin tratamiento). Se muestra
el porcentaje de incidencia (barras grises) y severidad (barras negras) de la enfermedad
en cada tratamiento. Los valores son expresados como la media * error estandar. Las
letras indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, segun el
andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey (p < 0.05).
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4. Discusion

En un estudio realizado por Woo et al. (2023) se sefialdé que Trichoderma se encuentra
de manera natural en suelos agricolas debido a su habilidad para competir con otros
microorganismos por nutrientes y su capacidad para descomponer materia organica.
Ademas, Awad et al. (2022) expresa que Trichoderma forma parte del microbiota del
suelo, especialmente en suelos que no han recibido tratamiento quimico durante largos
periodos, como las plantaciones de cacao en este estudio, lo que favorece la presencia
y proliferacién de estos hongos.

Las plantaciones de cacao, que son suelos ricos en materia organica debido a la caida
constante de hojas y frutos, proporcionan un ambiente ideal para que las especies de
Trichoderma se desarrollen, ya que este género de hongos se alimenta principalmente
de residuos organicos y residuos de otros microorganismos (Delgado et al., 2021).
Asimismo, en suelos con antecedentes de infeccion por Phytophthora palmivora, como
en este estudio, las cepas de Trichoderma pueden prevalecer debido a su habilidad para
actuar como antagonistas bioldgicos, competiendo directamente con P. palmivora por
recursos y espacio, e inhibiendo su crecimiento mediante la produccién de compuestos
antimicrobianos (Thomas et al., 2024; Modrzewska et al., 2022).

De acuerdo con Bustamante et al. (2001), la identificaciéon de cepas especificas de
Trichoderma en suelos de cacao puede estar relacionada con la adaptacion de estas
cepas a las condiciones particulares del cultivo. Por ejemplo, TCH-01, TCH-22, y TCH-
09 podrian tener caracteristicas que les permitan prosperar en los suelos del cacao,
como una mayor resistencia a las condiciones de humedad alta y una capacidad mas
eficiente para colonizar el rizésfera del cacao, lo cual les permite establecerse y competir
con otros patdgenos presentes en el suelo.

Diversos estudios, demuestran que el patron de crecimiento observado en las cepas de
Trichoderma a lo largo del tiempo puede ser explicado a partir de la fisiologia de los
hongos y su interaccion con el medio ambiente (Cabral et al., 2022). La fase de
adaptacion inicial, con un crecimiento moderado a las 24 horas, es una respuesta tipica
de los hongos al medio de cultivo, donde durante este periodo el hongo establece su
micelio y ajusta sus mecanismos metabdlicos a las condiciones de crecimiento (lllescas
et al., 2021). En este sentido, la fase de crecimiento mas lento al inicio se debe a la
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necesidad del hongo de adaptarse al nuevo entorno, sin embargo, una vez establecido,
Trichoderma experimenta una fase de expansion rapida debido a su alta eficiencia en la
absorcion de nutrientes y su capacidad para competir con otros microorganismos
(Kumar et al., 2023).

La observacion de un crecimiento mas pronunciado a las 48 horas, especialmente para
TCH-22, podria explicarse por la capacidad de esta cepa para utilizar los recursos
disponibles de manera mas eficiente. Estudios previos han demostrado que
Trichoderma puede inducir la produccién de enzimas extracelulares, como celulasas y
quitinasas, que permiten la descomposicion de los componentes del medio de cultivo,
lo que facilita la expansién del hongo (Asad, 2022; Mejia et al., 2021). La mayor
produccién de estas enzimas podria ser la causa del crecimiento mas rapido en
comparacion con las otras cepas en este intervalo.

Las especies Trichoderma harzianum y T. koningiopsis son reconocidas por su
capacidad para producir metabolitos antifungicos, como quitinasas y peptaiboles, que
les confieren una notable actividad antagdnica contra fitopatdgenos (Kurchenko et al.,
2023). Estudios han demostrado que la produccion de estos compuestos se incrementa
durante las interacciones con hongos patégenos (Sridharan et al., 2021). Por ejempilo,
se ha observado que T. harzianum aumenta la sintesis de ciertos metabolitos
secundarios al enfrentarse a patdgenos como Rhizoctonia solani y Botrytis cinerea.
Asimismo, investigaciones sobre T. koningiopsis han reportado su eficacia en la
inhibicién del crecimiento de Fusarium solani, atribuida a la produccion de enzimas
hidroliticas y otros compuestos antifungicos (Wang et al., 2023).

En términos de la variabilidad entre cepas, estudios como el de Xiao et al. (2023) indican
que diferentes cepas de Trichoderma pueden mostrar diferentes tasas de crecimiento
debido a factores genéticos. Algunas cepas tienen un mayor potencial de crecimiento
debido a su capacidad para adaptarse a condiciones especificas del medio de cultivo,
como la concentracion de nutrientes y la competencia con otros organismos. Esta
variabilidad entre cepas es fundamental en los estudios de biocontrol, ya que las cepas
mas rapidas en crecimiento podrian tener ventajas competitivas para su uso en la lucha
contra patégenos como Phytophthora palmivora (Pedrero et al., 2021).

La capacidad de Trichoderma para inhibir el crecimiento y la esporulacién de P.
palmivora se ha atribuido a una combinacion de factores, incluyendo la competencia por
nutrientes, la produccion de metabolitos secundarios antimicrobianos y la induccion de
respuestas de defensa en las plantas hospedadoras (Lopes et al.,, 2024; Poveda y
Baptista, 2021).

En cuanto a la inhibicion de la esporulacion, la produccidn de compuestos
antimicrobianos por Trichoderma también juega un papel importante. Algunos estudios
han demostrado que Trichoderma puede interferir en la formacion de esporas de
patégenos, impidiendo la germinacion o el desarrollo de estructuras reproductivas (Alfiky
y Weisskopf, 2021; Thangaraj et al., 2025). En este estudio, TCH-01 inhibi6é un 96% de
la esporulacion de P. palmivora, lo que sugiere que esta cepa tiene un mecanismo mas
eficiente para suprimir la formacién de esporangios. En contraste, las cepas TCH-22 y
TCH-09 mostraron una inhibicién menor, lo que indica que su capacidad para interferir
en la esporulacién es menos pronunciada, posiblemente debido a una menor produccion
de compuestos antimicrobianos o una capacidad reducida para colonizar el patégeno.

La variabilidad en la eficacia de las cepas de Trichoderma observada en este estudio
también puede estar relacionada con la genética de las cepas. Diferentes cepas de
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Trichoderma tienen diferentes capacidades para producir enzimas de degradacién de la
pared celular (como quitinasas y celulasas), que podrian ser mas efectivas contra
algunos patdégenos que otros (Assis et al., 2024) Ademas, el analisis filogenético de las
cepas de Trichoderma en estudios previos ha mostrado que las cepas de T. harzianum
suelen ser mas agresivas en sus interacciones con otros hongos debido a su capacidad
para producir una amplia gama de metabolitos secundario (Tyskiewicz et al., 2022).

En condiciones de campo, Trichoderma harzianumy T. koningiopsis han mostrado una
notable capacidad para inhibir patégenos asociados a los cultivos, especialmente a
patdgenos causante de enfermedades vasculares (Caccavo et al., 2022; Luo et al.,
2023). Investigaciones ejecutadas por Santoyo et al. (2024) establecen que varias
especies de Trichoderma se establecen eficientemente en el suelo y en la rizésfera,
incluso en ambientes tropicales con alta humedad, lo que favorece su persistencia y
eficacia biocontroladora. Sin embargo, Asghar et al. (2024) expresa que, a pesar de su
demostrado potencial como agente de control biolégico, el uso de Trichoderma en
aplicaciones de campo presenta algunas limitaciones que pueden afectar su eficacia.
Por otra parte, Leuratti et al. (2025) demuestra que una de las principales restricciones
es la variabilidad de las condiciones ambientales, como la temperatura, humedad, pH
del suelo y radiacion solar, que pueden reducir la viabilidad y actividad del hongo tras
su aplicacién. Ademas, su eficacia puede disminuir en suelos con alta carga microbiana
competitiva o contaminados, donde la colonizacion por Trichoderma es menos eficiente
(Zhao et al., 2025).

Una de las principales limitaciones del presente estudio radica en que las evaluaciones
se realizaron exclusivamente bajo condiciones controladas, tanto in vitro como en
invernadero, lo cual, si bien permite obtener resultados precisos y repetibles, no refleja
completamente la complejidad de los agroecosistemas reales. Segun estudios de Wu et
al. (2022) factores ambientales como la variabilidad climatica, las interacciones
microbioldgicas del suelo y la dinamica propia del cultivo en campo pueden influir
significativamente en la eficacia de las cepas de Trichoderma. Dugassa et al. (2021)
recomienda que fundamental desarrollar ensayos en condiciones de campo abierto, que
permitan validar el comportamiento antagonista de T. harzianum'y T. koningiopsis frente
a Phytophthora palmivora, y asi determinar su viabilidad como herramienta efectiva
dentro de programas de manejo integrado en plantaciones comerciales de cacao.

La interaccion entre Trichoderma y el microbiota del suelo en sistemas cacaoteros
representa un componente clave para el desarrollo de suelos supresivos, capaces de
limitar naturalmente la proliferacion de patégenos. Al introducir cepas de Trichoderma
con actividad antagonista, no solo se inhibe directamente a agentes como Phytophthora
palmivora, sino que también se modula positivamente la comunidad microbiana nativa,
favoreciendo poblaciones benéficas y fortaleciendo los mecanismos de defensa del
ecosistema edafico. Esta relacién simbidtica puede mejorar la disponibilidad de
nutrientes, estimular el crecimiento radicular y reducir la dependencia de insumos
quimicos, promoviendo una salud integral del agroecosistema. Asi, Trichoderma no solo
actua como un biocontrolador puntual, sino como un regulador ecolégico que contribuye
a la resiliencia y sostenibilidad de los sistemas agricolas a largo plazo.
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5. Conclusiones

Los resultados de este estudio confirman el potencial de Trichoderma harzianum como
un agente biocontrolador eficaz contra Phytophthora palmivora en plantulas de cacao.
Estos hallazgos resaltan el alto potencial biocontrolador de TCH-01, sugiriendo su
prometedora aplicacion para reducir la incidencia y severidad de P. palmivora en el
cultivo de cacao

Las diferencias observadas en la capacidad inhibidora de las cepas sobre el crecimiento
y la esporulacion de Phytophthora palmivora sugieren que los factores genéticos y los
perfiles metabdlicos juegan un papel clave en su eficacia. TCH-01 presentd un
rendimiento superior, reduciendo significativamente la incidencia y severidad de la
enfermedad en las plantulas de cacao.
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