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Resumen 
 

Una de las principales enfermedades del cultivo de cacao es la moniliasis o Pudrición 
Helada del Fruto (PHF) causada por agente patógeno Moniliophthora roreri. En la 
búsqueda de disminuir la incidencia de la enfermedad en campo se está implementando 
nuevas alternativas de control. Por tal motivo, en este estudio se planteó el uso potencial 
de microcápsulas en masa a partir de solución de esporas de Trichoderma spp., 
evaluando las microcápsulas en condiciones in vitro e in vivo. Obteniendo como 
resultado los parámetros ideales para el proceso de microencapsulación iniciando con 
una concentración del hongo benéfico de 1x108 esporas/ml, una altura de aspersión de 
35 cm, a una velocidad en el tanque de 120 rpm por 30 minutos. La capacidad de 
biocontrol de las microcápsulas procesadas mostraron porcentajes de inhibición para 
T. ghanense de entre 74.4 y 75.9%, en el caso de T. reesei del 73.8 al 76.4%. Pero sólo 
T. ghanense esporuló sobre la colonia del patógeno a nivel in vitro.  

Por otro lado, los ensayos realizados en campo en condiciones semi-controladas, es 
decir, aplicando el producto en mazorcas de 15 días de edad se evaluó la severidad 
interna y externa, resultando que las aplicaciones con microcápsulas que se 
mantuvieron en agua presentaron 0% de afectación externas, así como interna, 
adicionalmente las microcápsulas que pasaron por un proceso de secado y la solución 
de esporas mostraron daño tanto externo como interno entre 1-25% y 0-50%, 
respectivamente. 

Finalmente, en la evaluación de las microcápsulas en frutos de 28 días de edad, se 
realizaron aplicaciones intercaladas (antagonista – patógeno), las microcápsulas 
mantenidas en agua y la solución de esporas mostraron una severidad de las mazorcas 
entre el 1-25%. En contraste, en la siguiente aplicación (patógeno - antagonista) los 
daños de severidad externa e interna fueron de entre 26-75% y 80-100%, 
respectivamente. Adicionalmente, en la aplicación de la solución de esporas del 
antagonista los daños fueron del 60%.  

En conclusión, las cepas de Trichoderma analizadas poseen características de agentes 
de control biológico, es así como T. ghanense (C4B) tuvo la capacidad de crecer y 
esporular sobre la cepa patógena en las pruebas in vitro, adicionalmente, la capacidad 
biocontroladora de esta cepa no disminuyó después del proceso de microencapsulación. 
En las pruebas de campo de las microcápsulas aplicadas en prevención, es decir, 15 
días después de la formación del fruto, mostraron mayor eficacia reduciendo la 
incidencia del patógeno.
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I. INTRODUCCION 
 

Originario de Sudamérica, el cultivo cacao (Theobroma cacao) fue domesticado, el 

cual se produce en regiones tropicales de América, África, Asia y Oceanía, de estos en 

su mayoría ubicados en Latinoamérica y el Caribe (1). Los parámetros climáticos de 

este cultivo requieren de adecuadas condiciones de temperatura y humedad con el fin 

de obtener una mejor producción disminuyendo de esta manera enfermedades (1) 

Ecuador encabeza la producción y exportación de cacao fino aroma el cual representan 

un 62% del mercado mundial, debido a sus características el producto ecuatoriano es 

altamente solicitado por su sabor único (2). 

M. roreri agente causal de la Pudrición Helada del Fruto (PHF) es considerada una de 

las principales enfermedades del cultivo  (3). Uno de los métodos usados para el control 

de la enfermedad en campo es el uso de agroquímicos de los cuales ya son conocidas 

sus afectaciones al ambiente, así como al hombre (4). Por otro lado, el control biológico 

es una alternativa amigable y compatible con el medioambiente y el hombre; debido a 

la utilización de microorganismos benéficos, los cuales tiene capacidad antagonista 

sobre fitopatógenos mediante diferentes mecanismos de acción y de amplio espectro 

(5); y que junto con las labores culturales disminuyen la incidencia de la enfermedad 

en campo (4).  

Recientemente, el uso de microorganismos benéficos sometidos a un proceso de 

encapsulamiento y/o microencapsulación ha ido tomando fuerza debido a la protección 

que le da a los microorganismos para resistir ciertas condiciones adversas además de 

regular su liberación (6). 

 El género Trichoderma ha sido estudiado por varios años como agente de control 

biológico debido a sus diferentes mecanismos de acción, considerando al 

micoparasitismo y la antibiosis de los más importantes (7). Así también se destacan 

especies usadas para el control biológico de enfermedades en campo tales como: T. 

harzianum, T. viride, T. asperellum, T. virens, T. atroviride, T. hamatum  (1).  
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En este estudio se analizó el potencial de un microencapsulado en masa de Trichoderma 

ghanense y Trichoderma reseei para el biocontrol de M. roreri por medio de pruebas 

duales in vitro. Adicionalmente, se evaluó el efecto del antagonista de T. ghanense 

contra M. roreri en condiciones de campo, mediante aspersión de microcápsulas 

lavadas, microcápsulas secas y solución de esporas de T. ghanense, utilizando un bulbo 

atomizador sobre frutos de cacao. 

 

 

1.1. ANTECENDENTES Y JUSTIFICACIÓN. 
 

La producción de cacao en Ecuador posee una alta demanda a nivel internacional para 

la exportación, demanda que representa en promedio 260 mil toneladas métricas para 

el año 2015. Entre las provincias con mayor número de hectáreas sembradas en nuestro 

país se encuentran las provincias de Guayas, Manabí y Los Ríos, seguidos de 

Esmeralda y El Oro. Además, la producción en la región Amazónica ha aumentado (8).  

Ecuador ha sido productor de cacao desde 1780, con alta productividad durante la 

década 1890, convirtiéndose en el exportador principal a nivel mundial. No obstante, 

durante el año 1920 la incidencia de enfermedades afectó gravemente la producción 

ocasionando pérdidas del 30% en las plantaciones (9). Actualmente el cultivo de cacao 

sigue siendo afectado por enfermedades fúngicas como M. roreri, el cual afecta entre 

el 30-60% de la producción. Según el reporte durante el último semestre del 2015 un 

brote de la enfermedad disminuyó el 14% de la producción, representando 2000 

toneladas menos para la exportación (10). 

Como se lo ha mencionado anteriormente, uno de los métodos de control del patógeno 

en campo es el uso de agentes de control biológico, el cual se ha venido incrementando 

en los últimos años, adicionalmente el uso de este tipo de agentes benéficos facilita la 

disponibilidad de nutrientes y fitohormonas para mejorar la salud y desarrollo de las 

plantas (11) Unos de los agentes de control biológico son las especies del género 
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Trichoderma que se ha empleado como antagonista naturales y biofertilizantes, 

además, en base a diferentes cepas de este hongo benéfico se han desarrollado 

productos biológicos comerciales destinados para el control de patógenos como 

Botrytis cinérea, Rhizoctonia solani, Armillaria spp, y Fusarium moniliforme en 

cultivos de papa, arroz, tomate, y maíz (12,13). 

En este contexto, Trichoderma spp., posee diferentes mecanismos de acción, tales 

como micoparasitismo, antibiosis, producción de toxinas, enzimas, y competitividad 

(14). La acción de micoparasitismos se considera a la interacción antagonista-patógeno 

(15), en la cual, el antagonista realiza un enrollamiento, penetración, vacuolización, 

granulación, coagulación, desintegración y lisis (16); el enrollamiento y adhesión, se 

genera por la agrupación de un azúcar de la pared del antagonista (17). La producción 

de las enzimas líticas extracelulares, especialmente glucanasas, proteasas y quitinasas 

tienen el potencial de degradar las paredes celulares del patógeno, facilitando la 

penetración de las hifas del hongo benéfico (18), de esta manera el micoparasitismo 

finaliza con la pérdida del contenido citoplasmático de la célula hospedante, 

manifestando síntomas de disgregación (19).  

Actualmente, se utilizan agentes antagonistas para el manejo de enfermedades, pero la 

aplicación directa de productos a base Trichoderma spp., muchas veces son inestables 

en el ambiente, afectando su viabilidad por ende el biocontrol; es así como la búsqueda 

de métodos alternativos tal es el caso de la encapsulación de agentes biológicos para 

mantener su viabilidad por un tiempo determinado (20). En el proceso de 

microencapsulación existen materiales óptimos tales como los polímeros 

biodegradables, de los cuales se mencionan a; alginatos, gomas, almidón, agar, pectina, 

celulosa, quitosano entre otros (21). En este sentido, se ha llevado a cabo la elaboración 

de microencapsulados (MCE) a base de Trichoderma spp, observando un mayor 

desarrollo de las plantas y potencial como agente de biocontrol contra patógenos que 

se encuentran en el suelo (6). Así también se reportó un sistema de microencapsulación 

de una cepa de T. harzianum, como agente de control biológico para mejorar la 

actividad antagónica frente a patógenos (11). 
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Durante ciertos procesos o protocolos de microencapsulado las cepas de Trichoderma 

spp., se someten a una fase de secado generando un estrés en el hongo benéfico 

reduciendo la concentración de esporas viables, resultando en una baja efectividad de 

control del microencapsulado (12). En tal sentido es importante establecer un sistema 

de producción en masa, de productos a base de cepas de Trichoderma spp., la cual se 

tiene que realizar mediante la producción de macropartículas para facilitar su 

aplicación en campo (13). 

 

1.2 OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar el potencial antagónico, contra M. roreri, de Trichoderma spp., 

microencapsulado utilizando un sistema de producción en masa de micropartículas. 

 

1.3 Objetivos específicos  
 

1. Establecer un sistema de microencapsulación en masa de Trichoderma spp., 

basado en la técnica de atomización. 

 

2. Analizar la capacidad biocontroladora de Trichoderma. spp., microencapsulado 

en masa, frente a M. roreri mediante pruebas in vitro.  

 

3. Evaluar el efecto biocontrolador de un microencapsulado a base de 

Trichoderma spp., frente a M. roreri en condiciones de campo.  
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1.4 MARCO TEÓRICO 
 

Theobroma cacao L (cacao) pertenece al grupo de cultivos perennes, se considera de 

mucha importancia socioeconómica el cual genera ingresos a más 100,000 familias del 

Ecuador (22). Nuestro país, es el primer productor de cacao fino de aroma con una 

participación del 61% de la oferta a escala mundial, alcanzando exportaciones récord 

de 250 mil toneladas métricas para el año 2017 (23). 

 

La producción en el cultivo de cacao se ve afectada por distintas enfermedades como: 

PHF (M. roreri), escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa), y la mazorca negra 

(Phytophthora spp.) La PHF es una enfermedad que afecta los frutos de cacao, la cual 

se encuentra presente en casi todos los países latinoamericanos, adaptándose a 

diferentes condiciones ambientes, y provocando pérdidas devastadoras que alcanzan 

en un 60% en lo que equivale a la producción (24). 

 

M. roreri, es un hongo mitospórico dentro del Orden Agaricales, posee una basipétala 

con septos doliporos en el micelio, por tal razón se ha considerado como el estado 

mitótico (anamorfo) de un basidiomycete (25). Mediante estudios citológicos se ha 

evidenciado que funcionan como meiosporas; estos conidios son multifuncionales para 

el intercambio genético, dispersión, infección y sobrevivencia del patógeno (26). La 

geometría de estas esporas puede variar de esférica a ovaladas, presentan dos casos de 

germinación; primero mediante poros germinativo, y directamente desde la pared 

celular, por medio de las esporas (22, 23). 

 

El desarrollo de esta enfermedad comienza en los residuos de la cosecha (mazorcas 

contaminadas). Así es como rápidamente las conidias son diseminadas, por las lluvias, 

vientos o por el hombre, generando contaminación a frutos de otras plantaciones (29). 

En las plantaciones de cacao se pueden encontrar la mayor cantidad de esporas de M. 

roreri a una altura de 1 metro. Las conidias depositadas en los frutos, germinan cuando 

se presentan las condiciones propicias, estas pueden germinar directamente sobre la 
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superficie del fruto (30). La penetración del hongo ocurre de manera directa a través de 

los estomas, creciendo entre las células del córtex, lo que genera a la producción de 

conidios en el interior y en la superficie de los frutos (31). El daño externo del fruto es 

diferenciado por la presencia de necrosis, deformación y pudrición de la mazorca, sin 

embargo, en algunos frutos de 60 y 80 días pueden terminar su desarrollo sin presentar 

síntomas de la enfermedad en la parte externa, pero se puede encontrar  daños en el 

tejido interno, ocasionando la pérdida del fruto (32). 

 

Para un correcto control fitosanitario, se realizan podas de formación de los árboles con 

la finalidad de mantener baja la copa de los árboles y adelgazadas, para proporcionar 

suficiente ventilación, facilitar la detección y eliminación oportuna de los frutos 

enfermos (33). El control cultural se considera como una de las prácticas fundamentales 

para disminuir la incidencia de la enfermedad. El patógeno tiene un período latente de 

siete semanas aproximadamente, por ello los frutos enfermos con la presencia del 

patógeno deben retirarse, esto es antes que el hongo inicie la esporulación en la 

superficie del fruto, esta actividad es eficiente para el control fitosanitario siempre y 

cuando se la realice de manera regular (34). Una vez que son retirados los frutos 

enfermos estos deben dejarse en el suelo sin moverlos, para permitir la inactivación 

microbiana (35). Una medida extrema y muchas veces necesaria es la eliminación de 

la totalidad de los frutos (sanos y enfermos) al final de la cosecha con la finalidad de 

romper el ciclo de la enfermedad, esto en las fincas de cacao donde el daño por la 

presencia de PHF afecta significativamente la producción (33).  

 

Por otro lado, para el control de la PHF se han empleado productos protectantes con 

sulfato de cobre en dosis de 2kg/ha, además de protectantes (por ejemplo “oxicloruro 

de cobre”), lo que ha demostrado una disminución en la incidencia de esta enfermedad 

en campo (36). En cuanto a la aplicación de este tipo de  productos debe de realizarse 

semanalmente a principio de los picos más altos de floración por un periodo de tres 

meses en plantaciones con alta densidad (37). En plantaciones de cacao con alto 

rendimiento, las aplicaciones de Triadimefon (preventivo/curativo) en dosis de 60 
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ml/bomba aspersora (20L) ha mostrado buenos resultados (38). Además, se aconseja 

aplicar Azoxystrobin (preventivo/curativo) en dosis de 250 g/ha de ingrediente activo, 

distribuida en un periodo de tres meses para disminuir la incidencia de la enfermedad 

(39).  

 

En cuanto al control genético, este involucra la identificación de materiales vegetales 

o plantas con ciertas características de resistencia a la enfermedad, ya sea que esta 

resistencia se haya obtenido de elección natural o mediante la utilización de ingeniería 

genética (40). Así también, la utilización de clones resistentes es una alternativa con 

buenos resultados para los productores agrícolas, reduciendo drásticamente los costos 

de producción, además de beneficiar al ambiente (41,42). En la Amazonía ecuatoriana 

se recomienda utilizar clones de cacao tipo Nacional y Fino de aroma: EET-103, EET-

95 y EET-576 ya que han demostrado resultados favorables de resistencia a moniliasis 

(43). 

 

Por otra parte, el control biológico consiste en la implementación de diversos 

microorganismos benéficos, con la finalidad de reducir el inóculo de patógenos en 

campo, por ello se emplean organismos que posean diferentes mecanismos de acción 

(40). En este sentido, el hongo benéfico Trichoderma spp., posee varios modos de 

acción, entre ellos: antibiosis, parasitismo, competencia por nutrientes y espacio, así 

como también es capaz de estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas (44). 

 

Las especies del género Trichoderma, han sido caracterizadas por su amplio potencial 

en la agricultura, generalmente se la utiliza para el control biológico de organismos 

patógenos que afectan a diversos cultivos (7). Este hongo benéfico es de tipo 

ascomiceto, su crecimiento es rápido se lo puede encontrar en todo el mundo, en 

materia orgánica, como también en la rizosfera de las plantas (45). Gracias a la 

capacidad que posee este microorganismo benéfico de habitar en diferentes 

ecosistemas se genera una alta tasa reproductiva, diversidad metabólica, como también 

la capacidad antagónica que tienen diferentes cepas de Trichoderma frente a otros 
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microorganismos; adicionalmente, es capaz de crecer a temperaturas que oscilan desde 

7.7°C hasta 42°C, con temperatura óptima entre 25°C a 30°C para su mejor desarrollo  

(46,47). 

  

El mecanismo de antagonismo de Trichoderma consiste en la competencia que se 

genera por nutrientes como hierro, nitrato y carbono generalmente (48). El antagonista 

secreta metabolitos de desigual naturaleza, que aplacan o eliminan a los competidores 

en el microambiente, este mecanismo de acción bloquea el paso al patógeno, 

obteniéndose excelentes resultados para la disminución de patógenos (55, 56). 

 

El objetivo del proceso de encapsulado o microencapsulado es de brindar protección al 

agente biológico frente a estrés abiótico y bióticos, de esta manera prolongar su 

viabilidad, igualmente produce una lenta liberación de las esporas conforme se vaya 

degradando la microcápsula (51). Durante el proceso de microencapsulado se considera 

la gelificación iónica como un método muy adecuado, asimismo existen métodos 

como: secado por pulverización, gelificación termal, partículas huecas, coacervación 

compleja, los cuales son usadas para encapsular antibióticos y células vivas en 

biomedicina y la industria farmacéutica (51). 

Entre los métodos más comunes en la microencapsulación son los basados en la 

gelificación iónica con alginato (52). El cual consiste en el proceso fisicoquímico 

mediante la suspensión del principio activo en una disolución de alginato de sodio al 

1,5%, incluyendo una concentración ideal del organismo biológico, suspensión la cual 

es atomizada sobre una solución liquida de acetato de calcio al 2% (53), como resultado 

se obtiene perla o partículas encapsuladas, las cuales se solidifican en segundos al 

reaccionar los cationes con cadenas biopoliméricas y forman estructuras rígidas (51).  

Esporas de T. harzianum y Glomus spp., inmovilizadas en perlas de alginato de sodio, 

han mostrado crecimiento a partir de la partícula generada, observándose hifas viables 

(54). Del mismo modo se ha encapsulado Trichoderma en alginato al 2% (p/v), 

mostrando que los conidios mantuvieron viabilidad por 14 meses a 28°C (55).  
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CAPÍTULO 2 
 

METODOLOGÍA 
 

2.1 Selección de microorganismos antagonistas  
 

El estudio se realizó en el Laboratorio de Fitopatología y Microbiología del Centro de 

Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE), de la Escuela Superior 

Politécnica del Litoral (ESPOL). Las cepas utilizadas en este estudio pertenecen a la 

Colección de Microorganismos del CIBE, las cuales fueron aisladas de plantaciones de 

cacao en la Cantón de Naranjal, Provincia del Guayas. Las cepas benéficas 

seleccionadas fueron T. ghanense (código C4B) y T. reesei (código C2A) y la cepa 

patógena M. roreri (código MR59). Los aislados seleccionados fueron reactivados, 

resembrándolas tres veces e incubándolas a 28C por 7 días, con el fin de que las cepas 

recuperen su viabilidad (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. (A) Antagonista T. ghanense y (B) T. reesei 

2.2. Sistema de microencapsulación en masa de T. ghanense y T. reesei.  
 

Para iniciar el ensayo se realizó la calibración del sistema de microencapsulación en 

las instalaciones del CIBE, mediante tres diferentes pruebas con las cepas de T. 

A B 
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ghanense y T. reesei, donde la variable a analizar fue la altura de aspersión, velocidad 

y tiempo los cuales inciden en el tamaño y forma de las microcápsulas (Tabla 1). Una 

vez implementadas las variables antes mencionadas, se procedió a colocar un volumen 

de 500 µl de T. ghanense y T. reesei en 50 ml de alginato de sodio al 1,5%. La solución 

resultante se asperjó a través de una pistola atomizadora, sobre el tanque que contenía 

un volumen de 5 L de acetato de calcio al 2%, manteniéndola en agitación, todo el 

proceso fue realizado con materiales previamente esterilizados (Anexo 1) (56). 

Finalmente, las partículas de las microcápsulas de Trichoderma, se lavaron con agua 

destilada y se realizó un proceso de secado con 10 ml de muestra, colocando en cajas 

Petri de vidrio y fueron ubicadas en una estufa a 30°C por 30 minutos para obtener las 

microcápsulas secas. 

 

Tabla 1. Condiciones para la microencapsulación de Trichoderma. 

Ensayo 
Altura 

aspersión 
rpm Tiempo/min Conc. Esporas 

1 25 130 20 1x108 

2 35 120 30 1x108 

3 45 135 35 1x108 

 

 

2.3. Capacidad antagonista de microcápsulas de T. ghanense y T. reesei frente a 
M. roreri a nivel in vitro.  
 

Las pruebas de antagonismo se iniciaron con la siembra del patógeno a un extremo de 

la caja petri con un disco de 0.5 cm de diámetro, la cual fue incubada a 26°C durante 

10 días en medio PDA. Luego, las cepas del hongo benéfico se colocaron en el extremo 

opuesto, lo cual consistió en el uso de microcápsulas de T. ghanense (C4B) y T. reesei 

(C2A) tanto lavadas, así como secas, adicionalmente, se usó como control positivo 

discos de 0.5 cm de ambas cepas de Trichoderma esporuladas, las cajas petri se 
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incubaron a 26°C por 3 días (Fig. 2). Las pruebas se realizaron por triplicado y se 

tomaron datos de crecimiento cada 24 horas (57).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Esquema del cultivo dual de las microcápsulas de Trichoderma spp. 

 

 

2.3.1. Porcentaje de inhibición de crecimiento radial. 

 

La capacidad de control biológico de las cepas T. ghanense y T. reesei está supeditada 

a diferentes mecanismos de acción. En este sentido, se realizó el análisis de las 

siguientes variables: Radio de Crecimiento Antagonista (RCA), Radio de Crecimiento 

Patógeno (RCP) los cuales forman parte de la formula del Porcentaje de Inhibición del 

Crecimiento Radial (PICR) (58), la cual se detallada a continuación:  

 

PIRGP =
R1 − R2

ܴ1  x 100 

 

Donde:  

R1: es el radio del fitopatógeno en PDA sin antagonista. 

R2: es el radio de fitopatógeno en los ensayos de cultivos  

  

1.5 cm 1.5 cm 

6 cm 
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2.3.2. Micoparasitismo. 

 

Para la evaluación de este mecanismo de acción, se realizaron observaciones 

macroscópicas de los cultivos duales, teniendo en consideración el índice de 

micoparasitismo, considerando la capacidad de las cepas benéficas de colonizar al 

hongo patógeno, es decir, crecer sobre el cómo lo describe Ezziyyani et al., 2004 (58). 

(Tabla 2). Asimismo, se comprobó el micoparasitismo, por medio del microscopio, 

donde se analizaron las interacciones de las hifas antagónicas con las del patógeno. 

 

 

Tabla 2. Escala citada por Ezziyyani et al., (2004) para evaluar la capacidad 
antagónica y micoparasitismo de T. ghanense y T. reesei sobre M. roreri. 

Grado    Capacidad antagónica     
0 Ninguna invasión de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 
1 Invasión de ¼ de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 
2 Invasión de ½ de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 
3 Invasión total de la superficie de la colonia del hongo patógeno. 

4 
Invasión total de la superficie de la colonia del hongo patógeno 
esporulación sobre ella. 

 

2.4. Evaluación del efecto biocontrolador de microcápsulas de T. ghanense frente 
a M. roreri en condiciones in vivo. 
 

2.4.1. Fecundación manual en plantas de cacao. 
 

El trabajo de investigación se lo realizó en el Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias (INIAP) en conjunto con la Escuela Superior Politécnica del Litoral 

(ESPOL). Según el protocolo interno de INIAP, se procedió a realizar fecundación 

dirigida en el clon EET-96, susceptible a la enfermedad. La fecundación se realizó con 

flores masculinas de CCN-51 el cual es compatible con el clon mencionado 



 
 
 

25 
 

 

anteriormente. Una vez realizado el proceso fecundativo la flor fue protegida. 

Finalmente, entre siete y quince días después la flor que aún se conservaba adherida al 

tronco nos indicaba que la fecundación manual fue un éxito (James Quiroz, 

conversación personal) (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. (A) Fecundación y (B) tapado de las flores de cacao. 

 

2.4.2. Análisis de control biológico sobre M. roreri en condiciones 
semicontroladas. 
 

 

Para la evaluación de T. ghanense frente a M. roreri se utilizaron cepas del patógeno 

con 11 días de edad, se procedió a colectar las esporas de la cepa agregando 4 ml de 

agua estéril en la caja Petri, se removió con un asa y luego se diluyó esta suspensión 

10 veces. A partir de esta dilución se preparó una solución de esporas del patógeno a 

una concentración de 1x106 esporas/ml, verificado a través de conteos en una cámara 

de Neubauer. De forma similar, en el caso del hongo benéfico y para las microcápsulas, 

se preparó una suspensión de esporas con una concentración de 1x108 esporas/ml. Por 

otro lado, el tratamiento con microcápsulas de Trichoderma secas fue diluido 

nuevamente en un volumen de agua (1:1 v/v) para la aplicación en campo. 

  

A B 
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En el primer ensayo se utilizaron 36 frutos de 15 días de edad, cada tratamiento de T. 

ghanense incluyó el control positivo y negativo, se inocularon 4 frutos por tratamientos 

(Tabla 3). Las aplicaciones realizadas en este ensayo fueron al mismo tiempo entre el 

patógeno M. roreri y las microcápsulas acuosas de T. ghanense (MCP), de la misma 

manera se procedió para el tratamiento de microcápsulas secas de T. ghanense (MCPs), 

adicionalmente como control positivo se usó una solución de esporas T. ghanense 

(S.Esp). Una vez realizadas las distintas aplicaciones, los frutos fueron cubiertos con 

fundas de polietileno transparente, y dentro de la funda fue colocado un papel toalla 

humedecido para mantener una alta humedad relativa (Fig. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  (A) muestra la inoculación de patógeno M. roreri (MR59), (B) tratamiento 
de Trichoderma, y (C) cubierta de los frutos en plantas de cacao. 
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Tabla 3. Descripción de tratamientos de Trichoderma para aplicación en frutos de 15 
días de edad. 

N° frutos 
N° 

tratamientos Tratamientos 
4 1 Aplicación de microcápsulas de T. ghanense y patógeno (MCP). 
4 2 Microcápsulas secas de T. ghanense y el patógeno (MCPs). 

4 3 
T. ghanense en forma de solución de esporas y el patógeno 
(S.Esp). 

4 4 Control positivo (Control +). 
4 5 Control negativo a base de agua estéril (Control -). 

 

 

En el segundo ensayo se utilizaron 36 frutos de 28 días de edad. Los tratamientos fueron 

seis incluyendo los controles positivos y negativos (Tabla 4). La inoculación en campo, 

se realizó de la siguiente manera: En el primer tratamiento las microcápsulas acuosas 

de T. ghanense las cuales fueron aplicadas primero y cinco días después se aplicó la 

cepa patógena M. roreri (MCP+MR) en el mismo fruto. Continuando con la misma 

metodología de aplicación, se realizó la inoculación de la solución de esporas (S.Esp) 

de la cepa benéfica (S.Esp+MR). Por otro lado, siguiendo con las inoculaciones se 

procedió a inocular otras mazorcas con la cepa patógena de M. roreri en primera 

instancia y luego de cinco días la cepa benéfica tanto en microcápsulas (MR+MCP) 

como en solución de esporas (MR+S.Esp). Se emplearon 3 frutos por tratamientos con 

sus respectivos controles. 
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Tabla 4. Descripción de tratamientos de Trichoderma para aplicación en frutos de 28 
días de edad. 

N° 
frutos 

N° 
tratamientos Tratamientos 

3 1 
Aplicación de microcápsulas de T. ghanense luego el patógeno 
(MCP+MR). 

3 2 
Aplicación del patógeno luego las microcápsulas de T. ghanense 
(MR+MCP). 

3 3 
Aplicación de T. ghanense en forma de solución de esporas luego el 
patógeno (S.Esp+MR). 

3 4 
Aplicación del patógeno luego la solución de esporas de T. ghanense 
(MR+S.Esp). 

3 5 Control positivo a base del patógeno M. roreri (Control +). 

3 6 Control negativo a base de agua estéril (Control -). 
 

 

 

2.4.3. Análisis de control biológico sobre M. roreri en plantación comercial. 
 

La investigación se llevó a cabo en la parroquia Taura, Cantón Naranjal provincia del 

Guayas, en una finca comercial. Las aplicaciones se iniciaron en noviembre del 2019 

hasta febrero del 2020. El estudio realizado en esta plantación fue con la cepa T. 

ghanense (C4B) debido a su efectividad descrita en los experimentos previos. Los 

tratamientos aplicados en esta experimentación fueron tres, tal como se describen en la 

Tabla 5, la concentración usada en los bioproductos a base de la cepa benéfica fue 

1x108 esporas/ml. Las aplicaciones de los productos biológicos se realizaron cada 

quince días con una bomba de mochila manual (Fig. 5). De tal modo que las diferentes 

evaluaciones de los bioproductos se realizaron cada quince días utilizando la formula 

mencionada por Arguello 2000 (59), contando los frutos enfermos y sanos hasta los 90 

días. 
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Tabla 5. Tratamientos de T. ghanense para aplicación en finca comercial de cacao 

N° de árboles N° tratamientos Tratamientos 

10 1 Microcápsulas lavadas de T. ghanense (MCP). 

10 2 Solución de esporas de T. ghanense (S.Esp). 

10 3 Control (agua). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Aspersión de frutos de cacao con tratamientos de Trichoderma en finca 
comercial. 
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CAPÍTULO 3 

 

RESULTADOS  
 

3.1 Sistema de microencapsulación en masa de T. ghanense y T. reesei. 
 

La formulación de alginato de sodio al 1.5% y acetato de calcio 2% con las cepas 

benéficas se desarrollaron con éxito. Los ensayos del microencapsulamiento mostraron 

que las condiciones ideales para la obtención de microcápsulas fueron a una altura de 

aspersión de 35 cm, 120 rpm, por 30 minutos y una concentración de 1x108 esporas/ml. 

En la figura 6 se visualiza con ayuda de microscopía las microcápsulas formadas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Microcápsulas a diferentes niveles, (A) 25 cm de altura, (B) 35 cm de 
altura capsulas formadas (flechas), (C) 45 cm de altura.  

 

3.2.  Capacidad antagonista de microcápsulas de T. ghanense y T. reesei frente a 
M. roreri a nivel in vitro.  
 

3.2.1 Antagonismo  
 

El porcentaje de inhibición del crecimiento de M. roreri cocultivado con T. ghanense 

en disco esporulado, microcápsulas conservadas en solución acuosa de T. ghanense 

(MCP) y microcápsulas secas de T. ghanense (MCPs) fue de 85.5, 74.4 y 75.9% 

respectivamente; mientras que para T. reesei fue de 83.9, 76.4, 73.8% 

A B C 
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correspondientemente (Fig. 7). El efecto antagonista de las cepas de T. ghanense y T. 

reesei, mostraron un alto porcentaje de inhibición del patógeno, teniendo en cuenta que 

las diferencias no son significativas (P=0.427) entre las cepas, pero si entre tratamiento 

de las cepas Trichoderma en disco esporulado (P=0.0001). Adicionalmente, las 

microcápsulas secas y solución acuosa de T. ghanense y T. reesei, no sufrieron altas 

modificaciones a pesar de haber sido sometida a estrés del proceso (Fig. 7 y Fig. 8) 

fotos (Anexo 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Diagrama de cajas del Porcentaje de Inhibición de Crecimiento Micelial 
(PICR) de M. roreri frente a T. ghanense y T. reesei, en condiciones in vitro, durante 
10 días de evaluación.  
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Figura 8. (A) Antagonismo de T. ghanense y (B) T. reesei frente al patógeno M. 
roreri en condiciones in vitro. 

3.2.2 Micoparasitismo.  
 

El tratamiento de T. ghanense y T. reseei en disco esporulado mostraron diferencia 

significativa (P=0.0001), en comparación con los tratamientos MCP y MCPs. Se 

observó que T. ghanense fue mejor en el micoparasitismo sobre M. roreri, durante los 

diez días de evaluación, ya que invadió totalmente la superficie de la colonia del 

patógeno en condiciones de microcápsulas en solución acuosa, microcápsulas secas y 

en condiciones de disco y esporuló sobre ella. Por otro lado, las microcápsulas en 

solución acuosa y microcápsulas secas de T. reesei, colonizaron solo la mitad de la 

superficie del patógeno. Adicionalmente, la cepa de T. reesei en disco esporulado 

invadió totalmente la colonia del patógeno, pero no esporuló sobre ella. Mediante las 

pruebas in vitro se determinó que la cepa de T. ghanense tiene una mayor capacidad de 

emplear exitosamente el mecanismo de acción de micoparasitismo en contraste con la 

cepa T. reesei. (Fig. 9 y Fig.10) (Anexo 2).  

 

 
Figura 9. Capacidad de micoparasitismo de T. ghanense y T. reesei, según la 
capacidad antagonista, frente al patógeno M. roreri en condiciones in vitro, durante 
10 días de evaluación. El error estándar es cero para todos los tratamientos. 
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Figura 10. (A) Micoparasitismo de T. ghanense y (B) T. reesei, según la capacidad 
antagonista, frente al patógeno M. roreri en condiciones in vitro. 

 

 
3.3. Evaluación del control biológico de las microcápsulas en frutos de 15 días de 
edad.  
 

El efecto biocontrolador de las microcápsulas secas de T. ghanense (MCPs) y T. 

ghanense en solución de esporas (S.Esp) no demostraron una alta eficacia contra M. 

roreri, a diferencia de la solución acuosa de microcápsulas de T. ghanense (MCP), la 

cual no mostró daños externos en los frutos en el lapso de la evaluación. En el 

transcurso de la semana seis se presentaron síntomas que fueron desde el 1 al 25% en 

las mazorcas del control positivo (M. roreri). (Fig. 11A). En este sentido, es notable 

que los síntomas externos, es decir, presencia de protuberancia en la superficie de las 

mazorcas, son más expresivos desde la séptima a novena semana (Fig. 12). 

 

Finalmente, la severidad externa evaluada en la octava semana mostró que MCP obtuvo 

el 0% afectación según el grado cero de la escala (frutos sanos), S.Esp y MCPs fueron 

afectados entre 1-25% según el grado 1 de la escala de severidad externa, sin diferencia 

significativa frente al control negativo (Fig. 11B).  
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Figura 11. (A) Muestra el promedio de la severidad externa con tratamientos de T. 
ghanense durante nueve semanas de evaluación. (B) Diagrama de cajas de la severidad 
externa para los tratamientos en la semana 8. No existe diferencia significativa según 
Kruskal-Wallis (P≤0.94).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Síntomas externos de protuberancia causados por M. roreri. 

 

En cuanto a la severidad interna, los resultados ratifican que, entre los tratamientos 

evaluados en este estudio, las microcápsulas de T. ghanense y patógeno (MCP) y el 

control negativo presentaron el menor daño de severidad interna en los frutos (0%), 

con diferencia significativa respecto al control positivo (70%) (P=0.002), según la 

escala de daños 0-5. Los tratamientos de T. ghanense S.Esp (25%), y MCPs (50%) no 

mostraron diferencias significativas según la escala de daño (1 – 3). En virtud de los 

resultados se infiere que aplicar en campo el agente antagonista en épocas tempranas, 

es decir, 15 días de edad del fruto puede disminuir positivamente el daño ocasionado 

por el patógeno (Fig. 13 y Fig. 14). 
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Figura 13. Promedio de severidad interna en la novena semana post inoculación del 
patógeno y antagonista.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Aspecto interno de frutos de cacao inoculados con M. roreri y diferentes 
formulaciones de T. ghanense en frutos con 15 días de edad. (A) control negativo 
(agua), (B) microcápsula con solución acuosa de T. ghanense y patógeno (MCP), (C) 
solución de esporas de T. ghanense y patógeno (S.Esp), (D) microcápsulas secas de T. 
ghanense y patógeno (MCPs) y (E) control positivo (patógeno).  

 

3.4. Evaluación del control biológico de microcápsulas con intervalos de 
aplicación en mazorcas de 28 días de edad.  
 

Durante la semana seis post aplicación de antagonista y patógeno, la severidad externa 

fue del 26.6% para el tratamiento de microcápsulas de solución acuosa de T. ghanense 

frente a M. roreri (MCP+MR), y el 33.2% para el tratamiento de solución de esporas 

(S.Esp+MR), en el caso que se aplicó primero el antagonista y luego el patógeno. Por 
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el contrario, cuando se aplicó primero el patógeno, la severidad externa se incrementó 

en un 40 y 60% en los tratamientos M. roreri frente solución de esporas (MR+S.Esp) 

y M. rorei frente solución acuosa de microcápsulas de T. ghanense (MR+MCP). Al 

finalizar las ocho semanas de evaluación, el daño externo estuvo entre 70-100% en 

todos los tratamientos (Fig. 15A), (Fig. 16). 

De este modo, la severidad externa en la semana ocho mostró que los tratamientos 

MR+S.Esp, MCP+MR, y MR+MCP fueron afectados significativamente (P=0.03) 

frente al control negativo, con valores entre el 26 y 75% según el grado 3 y 4 de la 

escala de severidad. No obstante, el tratamientos S.Esp+MR no fue afectado 

significativamente (P=0.620) respecto al control negativo, con valores entre el 1 y 25% 

según el grado 2 de la escala. En consecuencia, únicamente el tratamiento solución de 

esporas S.Esp+MR, el cual incluyó primero el antagonista y después el patógeno fue 

menos afectados a nivel externo (Fig. 15B). 
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Figura 15. (A) Severidad externa por semana de evaluación. (B) Diagrama de cajas 
de la severidad externa en la semana 8 de evaluación; diferencias significativas para 
todos los tratamientos (P=0.03), excepto el tratamiento con solución de esporas y 
patógeno (S.Esp+MR) según la prueba de Kruskal-Wallis (P=0.620). 
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Figura 16. Síntomas externos causados por M. roreri durante la evaluación. 

 

Según la severidad interna, los tratamientos, MR+S.Esp, MCP+MR, MR+MCP 

mostraron una afectación significativa entre 81 a 100% según la escala de daño 4-5 

respecto al control negativo, mientras que S.Esp+MR no fue afectado 

significativamente, presentando daños  entre 41 al 60% según el grado tres de daño 

frente al control negativo (Fig. 17,18). Consecuentemente los resultados nos indican 

que, al aplicar primero la solución de esporas a las mazorcas, la infección tiende a 

disminuir, considerando la edad de la mazorca al momento de realizar las aplicaciones  
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Figura 17. Severidad interna de frutos inoculados en combinación durante las ocho 
semanas de evaluación. Existe diferencia significativa de todos los tratamientos, 
contra el control negativo, excepto MR+S.Esp, según Kruskal-Wallis (P≤0.05).  
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Figura 18. Aspecto interno de frutos de cacao inoculados con M. roreri en frutos con 
28 días de edad. (A) Control negativo (agua), (B) Tratamiento de la interacción de la 
solución de esporas de T. ghanense y patógeno (S.Esp+MR), (C)  Microcápsulas en 
solución acuosa de T. ghanense y patógeno (MCP+MR), (D) Patógeno y Microcápsulas 
secas de T. ghanense (MR+MCP), y (E) Control positivo (MR).   

   

3.5 Análisis del control biológico de las microcápsulas de T. ghanense en una 
plantación comercial. 
 

Durante la evaluación de la actividad de control biológico de las microcápsulas en 

condiciones de campo, los valores altos corresponden a los tratamientos mayormente 

afectados según el área bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). En este 

sentido, las aplicaciones de la solución liquida de microcápsulas de T. ghanense (MCP) 

y solución de esporas (S.Esp) no disminuyeron significativamente la incidencia de la 

enfermedad, respecto al tratamiento control (agua) (Fig. 19).  
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Figura 19. Promedio de la incidencia de la enfermedad mediante el Área Bajo la 
Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) durante los 90 días de evaluación, no 
presenta diferencia significativa entre los tratamientos, según prueba de Kruskal-
Wallis (P≤0.05). 

  

Adicionalmente, con las aplicaciones realizadas, el número de mazorcas sanas en los 

tratamiento de solución liquida de microcápsulas (MCP) y solución de esporas (S.Esp) 

de T. ghanense, además del control fueron de  98.84, 81.73 y 90.92, respectivamente. 

Estos resultados no mostraron diferencias significativas (P=0.198) entre tratamientos 

de acuerdo con el diagrama de cajas (Fig. 20). 

 

 

Figura 20. Número de mazorcas sanas durante 90 días de evaluación. No existe 
diferencia significativa según la prueba de Kruskal Wallis (0.05).  
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CAPITULO 4 

 

DISCUSIÓN 
 

4.1. Microencapsulación de T. ghanense (C4B) y T. reesei (C2A) basado en la 
técnica de atomización. 
 

El proceso de encapsulación o microencapsulación ha sido estudiado y aplicado en 

diferentes microorganismos, es así que la microencapsulación de Lactobacillus 

plantarum mejoró su viabilidad utilizando un método de gelificación iónica externa, 

con tres materiales de recubrimiento para microencapsular: 2% de alginato (Al), 1% de 

alginato / 1% de goma gellan (Al-GG) y 1,5% de alginato/ 3% de goma arábiga (Al-

GA) mediante un atomizador, mostrando mejorías en la estabilidad de almacenamiento 

de las células, siendo una excelente alternativa en el caso de brindarle protección a 

probióticos (56).  

En este sentido, el escalamiento iniciado en las condiciones del centro se generó como 

resultado la combinación de 1,5% de alginato y 2% de acetato de calcio, una altura de 

aspersión de 35 cm, 120 rpm, por 30 minutos y la concentración de esporas de 1x108 

esporas/ml, para una óptima formación de microcápsulas. Considerando que la 

viscosidad proporcionada por el alginato contribuye en el tamaño y forma de las 

microcápsulas, documentando que la mejor concentración fue al 1% (60). No obstante, 

en este estudio el alginato de sodio al 1,5% también fue óptimo para las microcápsulas. 

Por otro lado, el uso de acetato de calcio dentro de la formulación para las 

microcápsulas proporciona durabilidad y consistencia, como menciona Castillo et al 

(2017), la concentración ideal de acetato de calcio fue al 2% en la microencapsulación 

de L. plantarum contribuyendo a la estabilidad y durabilidad del probiótico 

encapsulado a lo largo del tiempo, lo cual es similar a lo determinado en este estudio. 

Igualmente, durante la microencapsulación de Bacillus spp., proporcionó un 97.47% 

en viabilidad además de estabilidad, durabilidad a la cepa benéfica durante tres meses 

de almacenamiento (61). 
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Castillo et al, (2007) prepararon varias concentraciones 0.5, 1, y 2%, mostrando que la 

mejor concentración fue al 1%, no obstante, en este estudio el alginato de sodio al 1,5% 

también fue óptimo para las microcápsulas (60). Así también  Muñoz (2015) desarrolló 

microcápsulas utilizando 20 ml del extracto de Trichoderma asperellum, lo cual 

consistió en una mezcla con  80 ml de alginato de sodio al 2% esterilizados 

previamente, y se dejaron en agitación por 15 min, y se asperjó sobre un recipiente que 

contenía Cloruro de Calcio (CaCl2) al 2%, formándose las microcápsulas de forma 

instantánea (62). 

El uso del acetato de calcio es muy importante para la durabilidad y consistencia de la 

microcápsula. En México las microcápsulas de alginato con matriz probiótica para la 

encapsulación de la L. plantarum mostró que la concentración ideal de CaCl2 es al 

0.1M, mientras que este estudio manifestó buenas condiciones de las microcápsulas a 

2% de acetato de calcio (60). Además, en este trabajo las esporas de Trichoderma en 

microcápsulas lavadas y secas tienen una viabilidad de cuatro meses según el tiempo 

evaluado. Esto se relaciona con los resultados obtenidos en la evaluación de la 

estabilidad y viabilidad de cepas probióticas (Bacillus spp.,) durante tres meses de 

almacenamiento, mostrando que se mantuvo el 97.47% de viabilidad de forma 

constante (61). Anteriormente se ha estudiado la actividad antagónica de Trichoderma 

para estimar su efectividad frente a P. capsici mediante la obtención de microcápsulas 

con extractos (MCE), los resultaron han mostrado que las cepas T10 y T31 inhibieron 

al patógeno a nivel in vitro, además las microcápsulas estimularon el crecimiento en 

plantas evaluadas. Esto coincide con este estudio ya que las microcápsulas en solución 

acuosa de T. ghanense ejercieron efecto antagónico.  
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4.2. Capacidad antagonista de microcápsulas de T. ghanense (C4B) y T. reesei 

(C2A) frente a M. roreri a nivel in vitro. 

 

Especies del género Trichoderma han sido calificadas como un agente de control 

biológico de enfermedades como M. roreri y M. perniciosa tanto en condiciones in 

vitro e in vivo en diferentes lugares geográficos (71, 75). Dado que Trichoderma sp., 

presenta gran potencial antagónico sobre el crecimiento micelial, al competir por 

espacio con el hongo fitopatógeno (65). Adicionalmente, T. asperellum co-

encapasulado con quitosano mostró un PIC de 40% frente a M. roreri, superior al 

control sin encapsular, evidenciando ventajas favorables para aplicaciones en campo 

(13). Asimismo, la cepa de T. harzianum creció rápidamente superando el crecimiento 

del patógeno Fusarium oxysporum, mostrando un porcentaje de inhibición mayor al 

50% (68).  

En este sentido, según Mejía & Alvarado (2016), Trichoderma spp., mostró un rango 

de entre 40.13 a 46.77% de PICR contra cuatro aislados de M. roreri (69). En este 

estudio, quedo evidenciado que T. ghanense (C4B) y T. reesei (C2A) en microcápsulas 

obtuvieron el 77,4 y 76.4% de inhibición de crecimiento frente a M. roreri, lo que 

sugiere capacidad para controlar el patógeno a nivel in vitro, convirtiéndolas en cepas 

candidatas para el control biológico de enfermedades. 

Por otra parte, los efectos del micoparasitismo de Trichoderma frente M. roreri han 

demostrado una deformación de las hifas del patógeno, a causa de esta acción de la 

cepa benéfica el patógeno no fue capaz de crecer al ser replantado nuevamente (65). 

En este contexto, se determinó que las microcápsulas de la cepa de T. ghanense produce 

una invasión total de la superficie de la colonia del hongo fitopatógeno M. roreri. 

Únicamente T. ghanense creció y esporuló sobre el patógeno; sin embargo, las cepas 

mostraron diferencias no significativas entre ellas. Del mismo modo, en 

investigaciones previas mencionan que las cepas de Trichoderma spp., colonizan, 

enrollan y parasitan hifas de Moniliophthora spp, y Phytophthora spp, como 

mecanismos para el biocontrol (70,71). Adicionalmente, cepas de Trichoderma han 
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mostrado que ejercen antagonismo mediante los mecanismos de acción antibiosis y 

micoparasitismo frente a P. infestans, Sclerotium rolfsii, Phytophthora spp., Rosellinia 

spp, F. oxysporum, provocando las lisis del micelio los patógenos (81,83). 

 

Por otro lado, se ha evidenciado que microorganismos (e.g. Lactobacillus delbrueckii) 

sin encapsular pierde su viabilidad a los 180 minutos de exposición del ambiente (6). 

No obstante, las pruebas in vitro realizadas en este trabajo demostraron la eficacia de 

las cepas de T. ghanense y T. reesei, esto a pesar de haber pasado por el estrés generado 

por el proceso de microencapsulamiento; En este sentido, es probable que la viabilidad 

disminuya en cierto porcentaje, pero las cepas se crecieron y generaron biocontrol 

frente a al patógeno inclusive logrando crecer sobre ella. 

 
4.3. Evaluación del control biológico microencápsulas de T. ghanense (C4B) frente 

a M. roreri en condiciones in vivo. 

 

4.3.1.  Biocontrol de T. ghanense frente a M. roreri en frutos de cacao con 15 días 

de edad. 

 

La evaluación antagónica de Trichoderma spp., y Bacillus spp., contra M. roreri en 

campo ha mostrado que Trichoderma disminuyó la severidad interna en un 28% y la 

severidad externa en un 19.5% del patógeno respecto al control (75). En efecto, Howel 

(2003) determinó que el potencial enzimático de Trichoderma spp., el cual puede 

detener infecciones de patógenos, por medio de la secreción de más de setenta 

metabolitos relacionados al control biológico de enfermedades (76). Por otro lado, la 

cepa de Trichoderma H20, H5 y la cepa B3 de Bacillus spp., lograron disminuir la 

infección en campo (77). Otros estudios revelan que los síntomas de la enfermedad se 

presentaron en las semana seis con la aplicación de Trichoderma spp., en campo (80). 

Resultados similares se obtuvieron en esta investigación los síntomas externos, es decir 

la protuberancia observada en la superficie de las mazorcas, se manifestaron en la 
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semana seis, los cuales fueron más expresivos a partir de la semana siete. Resultados 

similares fueron obtenidos por Evans y Phillips (2007), quienes expresaron que los 

síntomas del patógeno se expresan entre 40-60 días (16, 23 ,83). 

Además, los resultados obtenidos en este trabajo usando la solución líquida de 

microcápsulas (MCP) obtuvieron el 0% afectación según grado de cero de la escala 

(frutos sanos); mientras el tratamiento con solución de esporas de T. ghanense (S.Esp) 

y las microcápsulas secas de T. ghanesne (MCPs) fueron afectados entre 1 y 25% según 

el grado 1 y 2 de la escala de severidad externa, pero únicamente el control positivo fue 

afectado a significativamente (P=0.0001) en relación con el control negativo. Esto 

resultado coincide con la aseveración de que un antagonista reduce la capacidad de M. 

roreri para infectar el tejido vegetal y provocar la enfermedad (80). Dado que las cepas 

de Trichoderma spp., poseen alta actividad de competencia frente a M. roreri, 

impidiendo su crecimiento en el mismo sustrato (81). 

 

Adicionalmente, como resultado de la severidad interna de la mazorcas analizadas 

presentaron una afectación entre el 0, 25 y 50% en los tratamientos MCP, S.Esp y 

MCPs respectivamente; según la escala de daño (1 - 3), indicando una ausencia de 

diferencia significativa respecto al control negativo. En consecuencia, el resultado 

sugiere que al incluir agente de control biológico en mazorcas con 15 días de edad 

puede disminuir casi en su totalidad los daños, así como bajar la incidencia dentro del 

patógeno dentro de la plantación. Resultados similares fueron obtenidos por Villamil 

et al, (2015), donde el tratamiento Trichoderma H20 obtuvo el menor porcentaje de 

daño interno (77.5%), seguido de Trichoderma H5 (85.2%), bacteria B3 (88%); y el 

testigo un 96.5% (75).  

 

Es posible que los efectos de severidad (0-50%) en los frutos se deban a variantes de 

precipitación y temperatura de la zona. Si bien es cierto que las condiciones óptimas 

para el desarrollo de M. roreri, es con precipitaciones entre 780 y 5.500 mm y 

temperatura media anual entre 18.6 - 28°C y 89% de humedad relativa  (82). Virgen de 
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Fátima que fue la zona donde se realizó el experimento, tiene precipitaciones dentro 

del rango favorable para el patógeno, con precipitaciones entre 1000 - 1600mm anual 

y entre 26°C y 27°C de temperatura (83). Las evidencias anteriores definen que el 

manejo de M. roreri mediante control biológico, debe realizarse desde la temprana edad 

del fruto (15 días). 

 

4.3.2. Biocontrol de T. ghanense y M. roreri en frutos de cacao con 28 días de 

edad. 

 

Durante las diferentes aplicaciones de los productos biológicos, cuando se realizó en 

primer lugar la aspersión del benéfico tanto en microcápsulas como en solución de 

esporas y cinco días después el patógeno (MCP+MR - S.Esp+MR), las mazorcas fueron 

afectadas en un rango que fue del 1 al 25% según el grado 2 de la escala de daño 

externo. Por el contrario, cuando se aplicó en primero el patógeno (MR) y cinco días 

después los productos en base al antagonista, la severidad externa se incrementó en un 

rango del 26 al 75% (MR+ MCP y MR+ S.Esp), en general al finalizar las ocho semanas 

de evaluación, el daño externo osciló entre 70-100% de daño externo en todos los 

tratamientos. Similarmente Villamil et al (2016) reportaron que productos a base de 

cepas de Trichoderma comerciales en comparación con un fungicida obtuvieron baja 

efectividad (84). 

No obstante, Sánchez (2012) indicó que el antagonismo de las especies T. viride y T. 

harzianum reducen el efecto de M. roreri entre el 21.5 y 19.3% con relación al control 

(85). Estos resultados se debe a que las especies del género Trichoderma evita el 

desarrollo del patógeno al competir por alimento, disminuyendo su capacidad de 

enfermar los frutos, incluyendo la producción de enzimas como la endogluconasas, 

Trichodermina, viridina, celobiasas, que adquieren potencial antifúngico (86). Además, 

se ha comprobado la actividad de control biológico de Trichoderma spp., ante 

patógenos como Rhizotocnia solani, S. rolfsii, Botrytis cinerea, Verticillium spp, 

Phytophthora spp. (58, 80, 81). 
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Si bien es cierto que en este estudio la severidad externa fue alta hasta finalizar las ocho 

semanas de evaluación, es probable que esto se deba a la interacción antagónica de 

Trichoderma, ya que pueda variar en su mecanismo de acción, lo cual depende del 

patógeno, aislamiento y condiciones ambientales (86). Además, la enfermedad se ve 

incrementada en los inicios de lluvia, esto podría favorecer al desarrollo del patógeno, 

considerando que las esporas de M. roreri requieren agua para germinar (79), ya que el 

presente estudio incluyó un mes de lluvia (enero) lo cual probablemente haya 

provocado el incremento la severidad de la enfermedad (88). 

 
En contexto, la severidad interna en este estudio manifiesta que los tratamientos del 

control positivo, MR+S.Esp, MCP+MR y MR+MCP fueron más afectados (81-100%) 

según la escala de daño (4-5), mientras que el tratamiento con solución de esporas 

S.Esp+MR  no fue afectado significativamente (41-60%) según el grado 3, pero 

presentó daños internos. De manera similar Bateman (2005), señaló que Clonostachys 

byssicola y T. asperellum junto con dos fungicidas (bitertanol y triadimeno) no 

disminuyeron los síntomas del patógeno M. roreri en condiciones de campo  (89). 

Además, se conoce que la infección del patógeno se realiza en periodos de 2 - 3 meses 

de edad del fruto (90). Similar a los resultados obtenidos en este estudio que se 

desarrolló con frutos de 28 días de edad, los síntomas fueron visibles a partir de la 

semana seis posts inoculación, esto resulta un tiempo de 2 meses o más para la 

manifestación de síntomas externos. De este modo, es probable que la edad del fruto 

(28 días) sea vital en la magnitud de daños. En consecuencia, según los resultados la 

infección es disminuida cuando los frutos son más pequeños (15 días), y los daños son 

expresivos a partir de la semana seis, lo cual sugiere que la aplicación de las 

microcápsulas de T. ghanense sean a partir de los quince días después de la formación 

del fruto para un manejo biológico de la enfermedad en campo.  

 

Por último, el tercer experimento realizado en una finca comercial mediante la 

aspersión con bomba de mochila sobre frutos de cacao; la incidencia según el ABCPE 
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indicó que el tratamiento de MCP y S.Esp no mostraron diferencia significativa 

respecto al control, lo cual difiere con lo reportado por Villamil et al., (2015), donde 

según el ABCPE el hongo Trichoderma mostró mejor efecto antagónico contra M. 

roreri (85). De igual forma en este trabajo, el número de frutos sanos no fue 

significativo en ninguno de los tratamientos (P=0.198). Cabe mencionar que 

inicialmente la incidencia de la enfermedad fue mínima, lo cual podría explicar la baja 

afectación de los frutos aún en el tratamiento control (91). 
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Conclusiones 
 

La microencapsulación los agentes de control biológico T. ghanense y T. reesei, con 

alginato de sodio y acetato de calcio, se determinó que las condiciones ideales fueron 

a 120 rpm, por 30 minutos, a una altura de 35 cm y una concentración de espora por 

1x108, para una adecuada uniformidad de las microcápsulas. 

La solución liquida de microcápsulas y las microcápsulas secas de T. ghanense (C4B) 

y T. reesei (C2A), no sufrieron altas modificaciones a pesar de haber sido sometida a 

estrés físico y químico en el proceso, siendo conveniente la utilización de estos, como 

control biológico, en la inhibición del hongo patógeno M. roreri (MR59). 

Las microcápsulas lavadas y secas de T. ghanense y T. reesei tiene un nivel de 

micoparasitismo aceptable desde el punto de vista de biocontrol, indicando que estas 

cepas pueden actuar como agentes de control biológico del hongo patógeno M. roreri 

llevando ciclos constantes de aplicaciones. 

En condiciones de campo, las microcápsulas de T. ghanense tiene un mayor 

antagonismo ante M. roreri, aun cuando se aplicó el patógeno junto con el antagonista 

en mazorcas de 15 días de edad. 

En la aplicación de combinaciones patógeno-antagonista y antagonista-patógeno en 

mazorcas de 28 días de edad, casi todos los tratamientos fueron afectados (81-100%), 

excepto el tratamiento de solución de esporas (S.Esp), los daños fueron menores a 

60%. Se sugiere que la aplicación de microcápsulas de T. ghanense debe realizarse 

quince días después de la formación de los frutos. 

Con tres aplicaciones de microcápsulas de T. ghanense cada quince días, mediante 

aspersión de bomba sobre plantaciones de cacao, no se obtuvieron mayores cantidades 

de frutos sanos en finca comercial.   
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Recomendaciones 
 

1. Evaluar condiciones de microencapsulado a concentraciones superiores de 

1x1010 esporas/ml de Trichoderma para evaluar su efectividad en campo en 

diferentes condiciones ambientales del cultivo. 

2. Encapsular las cepas T. ghanense y T. reesei en conjunto y probar su 

antagonismo y micoparasitismo en condiciones in vitro e in vivo. 

3. Evaluar la capacidad de adherencia de las microcápsulas post aplicación en 

campo. 

4. Replicar los ensayos in vivo en diferentes edades del fruto (15, 30, y 45 días) 

y en épocas distintas del año. 
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Anexo 1. Sistema de elaboración de las microcápsulas de Trichoderma en masa.  
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Anexos 2. Antagonismo de T. reesei. 

       Control M. roreri 
 

Control T. reesei, 
microcápsulas. 

 
T. reesei, microcápsulas - 
M. roreri  

 
 T. reesei, disco – M. 
roreri 

Microcápsulas secas de T. 
reesei, M. roreri 

 
 Microcápsulas control, 
sin T.reesei 
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Anexo 3. Antagonismo de T. ghanense. 

 
Control M. roreri 

 
Control microcápsulas de T. 
ghanense,  

 
Microcápsulas T. ghanense, - 
M. roreri 

 
T. ghanense, disco- M. roreri  

 
Microcápsulas secas de T. 
ghanensei, - M. roreri 

 
Microcápsulas sin T. 
ghanense      
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             Anexo 4. Micoparasitismo de T. ghanense. 

Microcápsulas de T. 
ghanense – M. roreri 

T. ghanense, disco - 
micoparasitismo   

Microcápsulas secas de 
T. ghanense – M. roreri  

Microcápsulas secas de T.   
 Ghanense Control  
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       Anexo 5. Micoparasitismo T. reesei.    

 
T. reesei, microcápsulas- M. 
roreri  

 
T. reesei, disco- M. roreri  

 
T. reesei, seca - M. roreri 

 
 Control T. reesei, secado  

 

Anexo 6. Polvo de T. ghanense y T. reesei.  

 
T. ghanense, polvo 30°C x 30 
min 

  
T. reesei, polvo 30°C x 30 
min 

 
 
 
 
 



 
 
 

64 
 

 

Anexo 7. Tratamiento con Microcapsulas mas patógeno (MCP) en frutos de 15 dias 
edad. 

 
Inoculación  

 
Microcápsulas 

 
Microcápsulas 

 
Control positivo 

 
Control positivo 

 
Control negativo 
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Anexo 8. Tratamientos con Microcápsulas secas (MCPs) en frutos de 15 días de    
edad. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Inoculación  

 
Microcápsulas secas 

 
Microcápsulas secas 

 
Control positivo  

 
Control positivo  

 
Control negativo  
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Anexo 9. Tratamientos con Solución de esporas (S.Esp) en frutos de 15 días de edad.  

 
Inoculación  

 
Solución de esporas  

 
Solución de esporas 

 
Control positivo  

 
Control positivo  

 
Control negativo  
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Anexo 10. Tratamientos con patógeno más microcápsulas (MR+MCP) en frutos de 
28 días de edad. 

 

 
Inoculación  

 
Semana 2  

 
Semana 4  

 
Semana 5 

 
Semana 6  

 
Semana 9  
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Anexo 11. Tratamientos con patógeno más solución de esporas (MR+S.Esp) en frutos 
de 28 días de edad. 
 
 

 
Inoculación  

 
Semana 2 

 
Semana 5 

 
Semana 6 

 
Semana 9  

 
Semana 9  
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Anexo 12. Aplicación de T. ghanense en finca comercial de cacao 

 

 

 

 
Tratamientos  

 
Aplicación con bomba de espalda 

 
Aplicación microcápsulas  Aplicación de solución de 

esporas 

 
Aplicación microcápsulas Control negativo  
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Anexo 13. ANOVA según Kruskal -Wallis para la severidad externa e interna en 

tratamientos de antagonista y patógeno (juntos). 

 

Severidad externa 

  
Tratamientos   N   Medias Ranks   H      p     

MCP 4 1±0,00a 12,00 11,02 <0,00032 
Control - 12 1±0,00a 12,00   
S.Esp 4 2,00±2,00ab 16,63          
MCPs 4 3,00±2.31ab 21,25               
Control + 12 3,50±1.88b 24,88           
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Severidad interna  

  
Tratamientos   N   Medias Ranks   H      p     

MCP 4 0±0,0 11,00 12,23 0,0024 
Control - 10 0±0,0 11,00   
S.Esp 4 1,25±2,5ab 15,63   
MCPs 4 2,75±2,63ab 23,25   
Control + 12 3,08±2,39b 23,79   
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Anexo14. ANOVA según Kruskal -Wallis para la severidad externa e interna en 
tratamientos de antagonista más el patógeno (combinación) 

Severidad externa  

Tratamientos N  Ranks Medias H      p    
C. negativo  10 6.60   1.10±0.32a 16.57 0.0004 
C. positivo  9 16.67   4.56±1.33b              
MCP+MR      3 20.22   5.00±0,00b              
MR+MCP      3 22.00   5.00±0,00b              
MR+S.Esp    3 22.00   5.00±0,00b              
S.Esp+MR    3 22.00   3.67±2.31ab     

 

Severidad interna 

  
Tratamientos   N   Medias Ranks   H      p     

Control - 10 0±0,0 a 6,5 16,85 0,0003 
S.Esp+MR 3 3,33±2,89ab 16,83   
Control + 9 4,44±1,67b 20,28   
MR+ S.Esp 3 5±0,0b 22,00   
MR+MCP 3 5±0,0b 22,00   
MCP+MR 3 5±0,0b 22,00   
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

 

 


