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RESUMEN: El estudio de hongos fitopatogenos en plantaciones de cacao es fundamental para proteger los cultivos y
desarrollar estrategias de control efectivas. El estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antagénico in vitro de
Trichoderma asperellum frente a Moniliophthora perniciosa causante de la enfermedad “escoba de bruja”. Se aislaron e
identificaron molecularmente ambas especies (M. perniciosa de ramas de cacao (Theobroma cacao L.) enfermas y
T asperellum de la rizosfera) utilizando las técnicas de Barcoding ITS y Beta tubulina. Se aplic6 el modelamiento
matematico de crecimiento exponencial, para modelar el crecimiento de M. perniciosa en presencia del hongo antagonista
T. asperellum, se aplicé el célculo diferencial logistico basado en el modelo de Lotka-Volterra para competencia. El ensayo
contd con 5 réplicas con sus respectivos controles. El andlisis molecular confirm¢ la presencia de M. perniciosa 98 % y
T. asperellum 100 % de identidad. Los ensayos in vitro demostraron que 7. asperellum inhibe eficazmente a M. perniciosa
mediante competencia. El modelo Lotka-Volterra predijo el dominio de T. asperellum. En conclusion, los resultados
moleculares, in vitro y de modelado, proporcionan una base sélida para considerar a 7. asperellum como un prometedor
agente de biocontrol para la enfermedad "escoba de bruja" del cacao en condiciones controladas.
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ABSTRACT: The study of phytopathogenic fungi in cacao plantations is essential for crop protection and the
development of effective control strategies. The objective of this study was to evaluate the in vitro antagonistic effect of
Trichoderma asperellum against Moniliophthora perniciosa, which causes the disease "witches' broom." Both species
(M. perniciosa from diseased cacao (Theobroma cacao L.) branches and T. asperellum from the rhizosphere) were isolated
and molecularly identified using ITS barcoding and beta tubulin techniques. Exponential growth mathematical modeling
was applied to model the growth of M. perniciosa in the presence of the antagonistic fungus 7. asperellum. Logistic
differential calculation based on the Lotka-Volterra model for competition was applied. The trial included 5 replicates with
their respective controls. Molecular analysis confirmed the presence of M. perniciosa at 98 % and T. asperellum at 100 %.
In vitro assays demonstrated that 7. asperellum effectively inhibits M. perniciosa through competition. The Lotka-Volterra
model predicted 7. asperellum dominance. In conclusion, the molecular, in vitro, and modeling results provide a solid basis
for considering 7. asperellum as a promising biocontrol agent for cacao witches' broom disease under controlled
conditions.
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INTRODUCCION

La agricultura moderna se enfrenta a desafios constantes
debido a las enfermedades fungicas que afectan a los
cultivos, ocasionando pérdidas econdémicas significativas y
poniendo en riesgo la seguridad alimentaria global (1). Entre
estas enfermedades, la escoba de bruja causada por el
hongo Moniliophthora perniciosa (anteriormente Crinipellis
perniciosa), representa una de las principales amenazas
para el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) en diversas
regiones productoras del mundo, incluyendo Ecuador (2).
Este patégeno es responsable de la deformacion de
brotes, cojines florales y frutos, impactando severamente
la produccion y calidad del cacao (3).

El manejo de enfermedades fungicas en la agricultura
tradicionalmente ha dependido del uso de fungicidas
sintéticos (4). Si bien estas sustancias ofrecen un control
eficaz a corto plazo, su aplicacion indiscriminada genera
preocupacion por los efectos negativos en el medio
ambiente, la salud humana y la aparicion de cepas de
patégenos resistentes (5). Esta problematica ha impulsado la
busqueda de alternativas mas sostenibles y ecoldgicas para
el control de enfermedades, siendo el control biolégico una
de las estrategias mas prometedoras (6).

En este contexto, el uso de microorganismos benéficos
como agentes de control biolégico ha ganado gran relevancia
(7). El género Trichoderma se destaca como uno de
los grupos de hongos mas estudiados y aplicados en
la agricultura debido a su versatilidad y sus multiples
mecanismos de accion antagonista contra fitopatdégenos (8).
Diversas especies de Trichoderma son reconocidas por su
capacidad de promover el crecimiento vegetal, mejorar la
absorcion de nutrientes y, fundamentalmente, suprimir el
desarrollo de enfermedades (9).

Dentro del género Trichoderma, la especie Trichoderma
asperellum ha demostrado ser particularmente eficaz en el
control de una amplia gama de patégenos fungicos (10).
Sus mecanismos antagonicos incluyen el micoparasitismo,
donde el hongo benéfico ataca directamente al patégeno
(11); la competencia por nutrientes y espacio, donde
supera al patégeno en la colonizacién de sustratos (12); la
produccién de compuestos antifungicos como metabolitos
secundarios y enzimas liticas (13); y la induccién de
resistencia sistémica en la planta hospedera (14).

La escoba de bruja del cacao, causada por Moniliophthora
perniciosa, es una enfermedad de gran complejidad debido
a la variabilidad genética del patdgeno y a su ciclo de vida
particular, que involucra diferentes estadios en la planta
de cacao (15). El hongo infecta los tejidos meristematicos,
provocando una proliferacion anormal de brotes y ramas,
que eventualmente se secan y mueren, formando las
caracteristicas "escobas" (16). Si los frutos son afectados, se
momifican y pierden su valor comercial (17).

A pesar de los esfuerzos de investigacion, el control
efectivo y sostenible de M. perniciosa sigue siendo un desafio
(18). Las estrategias actuales a menudo combinan practicas
culturales, como la poda sanitaria, con la aplicaciéon de
fungicidas (19). Sin embargo, estas medidas no siempre
son suficientes para mitigar el impacto de la enfermedad,

especialmente en zonas de alta presion de indculo (20).
Esto subraya la necesidad urgente de desarrollar nuevas
herramientas de manejo.

El estudio tuvo como objetivo investigar el efecto
antagénico in vitro de Trichoderma asperellum frente
a Moniliophthora perniciosa. Los resultados de esta
investigacion contribuiran al conocimiento sobre las
interacciones bioldgicas, ofreciendo una base cientifica
para el desarrollo de estrategias de control biolégico mas
eficientes y amigables con el medio ambiente, beneficiando a
los productores y al ecosistema cacaotero.

MATERIALES Y METODOS

La toma de muestras para el aislamiento de los agentes
fungicos se llevé a cabo en el mes de septiembre del 2024, en
la finca “Hermanos Quito” de la parroquia Lorenzo Garaicoa
del cantén Simén Bolivar, provincia del Guayas-Ecuador,
mientras que el procesamiento de las muestras se realizé
en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Agraria
del Ecuador.

Para el aislamiento de T. asperellum se aplicé la
metodologia propuesta por Vera (7) utilizando trampas de
arroz y sembrar en medio PDA por sus caracteristicas
colorimétricas al género Trichoderma. Mientras que para
M. perniciosa se tomé una rama de cacao con sintoma de la
enfermedad, fue lavada con jabén neutro y agua destilada,
se cortd la rama transversalmente hasta tener 5 pedazos de
=~3 cm, luego se sumergieron las fracciones en hipoclorito de
sodio al 1% durante 2 minutos con enjuagues de agua estéril,
finalmente dentro de la cabina de seguridad se sumergieron
en etanol al 70 % durante 20 segundos, se realizé un corte
longitudinal a los fragmentos eliminando la corteza y tomando
fracciones del cambium vascular de la rama de =5 mm, los
mismos que fueron sembrados sobre medio de cultivo PDA
en la parte central de la placa e incubadas a 28 °C durante
14 dias, para pasar a la fase de purificacion.

La identificacién molecular de los hongos se llevé a cabo
mediante una serie de pasos estandarizados. Inicialmente,
se procedidé a la extraccion de ADN a partir de 100 mg de
cada muestra fungica. Posteriormente, la integridad y pureza
del ADN extraido se verificaron mediante espectrofotometria
de microvolumenes y electroforesis en gel de agarosa al
1 %. ElI ADN fue luego ajustado a una concentracion
de 20 ng/pL™" para su amplificacion por PCR (Reaccion
en Cadena de la Polimerasa) utilizando los cebadores
ITS1/ITS4 (21); y BtuB: Bt2a/Bt2b (22). Los productos de
PCR resultantes se purificaron antes de la secuenciacion por
el método de Sanger. Finalmente, las secuencias obtenidas
fueron depuradas informaticamente y comparadas con la
base de datos de nucledtidos del GenBank (NCBI) para la
identificacion taxonémica del hongo.

Para determinar la dindmica de crecimiento de
M. perniciosa, se disefid un experimento comparativo. Un
grupo control M. perniciosa representd la ausencia de
competencia, mientras que el otro tratamiento incorporo
la presencia de microorganismos con reconocida actividad
antagonista M. perniciosa & T. asperellum. Este estudio
se realizd en placas de Petri de 90 mm, utilizando medio
PDA como sustrato para la inoculacion simultanea y estéril
del hongo patégeno y su correspondiente antagonista.
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El progreso del micelio de M. perniciosa fue registrado
diariamente en milimetros (mm) durante 7 dias. Los datos de
crecimiento recopilados sirvieron para calcular las
velocidades de crecimiento especificas de cada entidad y la
influencia de los agentes antagonistas en la disminucion del
crecimiento del patégeno.

La metodologia aplicada para el procesamiento de los
datos obtenidos en el experimento (Tabla 1) consistié en un
modelamiento matematico predictivo utilizando el sistema de
ecuaciones diferenciales de Lotka-Volterra para competencia
interespecifica. Se definieron los parametros clave del
modelo para ambas especies (M. perniciosa y T
asperellum), incluyendo la poblacién inicial, la tasa de
crecimiento intrinseca, la capacidad de carga del ambiente y
los coeficientes que cuantifican la interaccion competitiva
mutua entre los dos hongos (Tabla 2).

Tabla 1. Datos experimentales de poblacion

M. perniciosa & M. perniciosa

Dias T. asperellum (mm) Control (mm)
1 10 15
2 14 20
3 17 26
4 20 32
5 24 34
6 26 36
7 28 40

A partir de los datos experimentales se estimaron los
parametros para la tasa de crecimiento Intrinseca (r),
capacidad de carga (K) y Coeficiente de Competencia (a)
mediante métodos estadisticos y numéricos, buscando el
conjunto de parametros que mejor explica las dinamicas de
poblacion observadas.

Estos valores son los que se aplicaron en las formulas del
modelo de Lotka-Volterra para realizar las simulaciones de
crecimiento. Las formulas generales del modelo de Lotka-
Volterra para competencia utilizadas para generar los datos
de la grafica consistieron en dos ecuaciones diferenciales:

Para la Especie 1 (M. perniciosa, que llamaremos N1):

dNq _ N1+ aipN»p
@ = 71N1(1 - K—1)

Para la Especie 2 (T. asperellum, que llamaremos N2):

dNo _ Ny +ap1Nq
e T2N2(1 - K—Z)

Donde:

N1: Poblacion de M. perniciosa en el tiempo t.

N,: Poblacion de T. asperellum en el tiempo t.

dNq  Tasa de cambio de la poblacion de M. perniciosa con
dt " respecto al tiempo.

dN3  Tasa de cambio de la poblacion de T. asperellum con
dt " respecto al tiempo.

r1: Tasa de crecimiento intrinseca de M. perniciosa (0.5).

ro: Tasa de crecimiento intrinseca de T. asperellum (0.8).

Kq: Capacidad de carga de M. perniciosa (10000).

K,: Capacidad de carga de T asperellum (15000).

a12: Coeficiente de competencia que representa el efecto de
T. asperellum (N;) sobre M. perniciosa (N1) (0.7).
ay1: Coeficiente de competencia que representa el efecto de
M. perniciosa (N1) sobre T. asperellum (N;) (0.2).
Con estos parametros, se procedi6 a la integracion
numérica de las ecuaciones diferenciales que describen la
dinamica poblacional del antagonismo durante el periodo
de evaluacion, lo que permitid obtener la evolucion de las
poblaciones de M. perniciosa y T. asperellum a lo largo
del tiempo. Finalmente, los resultados de la simulacion
se representaron visualmente mediante una grafica, que
ilustra las curvas de crecimiento de ambas especies bajo las
condiciones de competencia definidas por el modelo.

RESULTADOS

Identificacion molecular de las especies fungicas

La Figura 1 muestra los resultados de la lectura
de electroforesis, permitiendo observar amplicones de
aproximadamente 400 pb y 920 pb, respectivamente.

A partir de las lecturas resultantes de la secuenciacion
SANGER se obtuvieron secuencias ensambladas que
permitieron determinar la identidad de las especies, segun se
detallan en la Tabla 3.

Competencia antagénica entre
fungicas

las especies

La figura 2 demuestra claramente la actividad antagonica
de T. asperellum contra M. perniciosa in vitro. T. asperellum
inhibe eficazmente el crecimiento de M. perniciosa,
probablemente a través de mecanismos como la
competencia por el espacio, nutrientes y el micoparasitismo
o la produccion de compuestos antifungicos por la cepa de
Trichoderma donde parasita al hongo patégeno.

Tabla 2. Parametros de entrada del modelo Lotka-Volterra para (M. perniciosa y T. asperellum)

Parametro M. perniciosa T. asperellum Unidad Descripcion
(N°) 100 50 UFC/mL Poblacion Inicial de cada hongo.
(n 0.5 0.8 1/dia Tasa de crecimiento maxima de cada hongo en ausencia de competencia.
(K) 10000 15000 UFC/mL Poblacién maxima que el ambiente puede soportar para cada hongo

por separado.

(aij) 0.7 (aMP,TA) 0.2 (aTA,MP) Adimensional

Efecto competitivo de una especie sobre la otra. (aMP,TA se refiere al efecto

de T. asperellum sobre M. perniciosa; aTA,MP se refiere al efecto de M.
perniciosa sobre T. asperellum).
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MM CN H801
10.0 kb

MM CN H802

1.5kb
1.0kb

500 pb

MM= Marcador de peso molecular y CN= Control negativo, kb=
Kilobase, pb= pares de base

Figura 1. Gel de agarosa al 1 % con productos de PCR para los
fragmentos H801 (BtuB) y H802 (ITS)

Tabla 3. Identificacion molecular de los aislados fungicos

Codigo Organismo Fragmento Identidad Accesion
H801 Trichoderma BtuB 100 % PP596864.1
asperellum
H802  Moniliophthora ITS 98 % KX913250
perniciosa

Ant-1: antagonismo 1 (crecimiento de T. asperellumy M. perniciosa);
Ant-2: antagonismo 2 (crecimiento de T. asperellumy M. perniciosa);
Ant-3: antagonismo 3 (crecimiento de T. asperellumy M. perniciosa);
Ant-4: antagonismo 4 (crecimiento de T. asperellumy M. perniciosa);
Ant-5: antagonismo 5 (crecimiento de T. asperellumy M. perniciosa).
T-1: Testigo 1 (crecimiento de M. perniciosa); T-2: Testigo
2 (crecimiento de M. perniciosa); T-3: Testigo 3 (crecimiento de
M. perniciosa); T-4: Testigo 4 (crecimiento de M. perniciosa); T-5:
Testigo 5 (crecimiento de M. perniciosa)

Figura 2. Ensayo de antagonismo in vitro entre T. asperellum
y M. perniciosa en placas de Petri con medio de cultivo PDA a
los 7 dias

Esto sugiere que T. asperellum tiene potencial como
agente de biocontrol contra M. perniciosa, que es el agente
causal de la enfermedad conocida como "escoba de Bruja"
en el cacao.

Dinamica de las poblaciones bajo el modelo
de Lotka-Volterra

La Figura 3, presenta una simulaciéon de la interaccion
competitiva entre el hongo patégeno M. perniciosa
(representado por la linea azul) y el hongo antagonista
T. asperellum (linea naranja) durante un periodo de siete
dias en condiciones in vitro.

La Figura 3 ilustra como las poblaciones de ambas
especies, partiendo de densidades iniciales de 100 UFC/mL
para M. perniciosa y 50 UFC/mL para T. asperellum,
evolucionan bajo los parametros definidos por el modelo
de Lotka-Volterra de competencia. La observacion mas
destacada es el crecimiento exponencial inicial de ambas
poblaciones, seguido por una divergencia progresiva a partir
del tercer dia aproximadamente. T. asperellum exhibe una
curva de crecimiento significativamente mas pronunciada y
alcanza una poblacion final mucho mayor (= 6400 UFC/mL)
que M. perniciosa (= 1700 UFC/mL) al final del periodo
de 7 dias.

DISCUSION

Este resultado sugiere una alta especificidad y calidad
de la secuencia obtenida. T. asperellum es un hongo
ampliamente reconocido por su potencial como agente de
biocontrol contra diversas enfermedades de plantas (23),
mientras que M. perniciosa es el agente causal de la
enfermedad conocida como "escoba de bruja" en el cacao,
una de las enfermedades mas devastadoras para este
cultivo (15).

Estos hallazgos in vitro son prometedores para el
desarrollo de estrategias sostenibles de control biologico
contra M. perniciosa, una enfermedad devastadora que
causa peérdidas significativas en la produccion de cacao
a nivel mundial (24). No obstante, es crucial que estos
resultados sean validados en condiciones de campo para
confirmar la eficacia de T. asperellum en un entorno
mas complejo y variable, donde factores ambientales
como la temperatura, la humedad y la interaccion con
otros microorganismos pueden influir en la dinamica del
antagonismo (11).

Esta dinamica es un reflejo directo de los parametros
intrinsecos de crecimiento (r) y de competencia (a) asignados
en el modelo. La simulacion demuestra el potencial del
modelo de Lotka-Volterra para predecir y entender las
interacciones ecoldgicas entre especies, un concepto bien
establecido en la ecologia de poblaciones (25).

Los ensayos de antagonismo in vitro demostraron
inequivocamente que T. asperellum ejerce una potente
actividad inhibitoria sobre el crecimiento de M. perniciosa. La
simulacion de la dinamica poblacional mediante el modelo
de Lotka-Volterra corrobora el fuerte potencial antagénico
de T. asperellum. El modelo predice que, incluso partiendo
de una menor densidad inicial, T. asperellum supera
significativamente la poblaciéon de M. perniciosa en un corto
periodo de tiempo (7 dias), lo que respalda su capacidad para
desplazar y controlar al patégeno en un sistema competitivo.

CONCLUSIONES

El estudio confirmé la identidad molecular de los aislados
fungicos utilizados: Trichoderma asperellum (H801) y
Moniliophthora perniciosa (H802), mediante la amplificacion
y secuenciacion de los genes BtuB e ITS, respectivamente,
obteniendo un alto porcentaje de identidad con secuencias
de referencia en bases de datos.
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Crecimiento de M. perniciosa y T. asperellum (Modelo Lotka-Volterra)
Dinamica en 7 Dias

7000 1 —— M. perniciosa
T. asperellum

6000

5000 4

4000 -

3000 4

Poblacién (UFC/mL)

2000

1000 -

Dias

Figura 3. Dinamica de las poblaciones de M. perniciosa y T. asperellum
durante los primeros 7 dias de competencia, segun el modelo de Lotka-Volterra

En conjunto, estos resultados moleculares, in vitro y de
modelado, proporcionan una base soélida para considerar a
T. asperellum como un prometedor agente de biocontrol para
la enfermedad de la "escoba de bruja" del cacao, aunque
su validaciéon en condiciones de campo es esencial para
confirmar su eficacia en entornos reales.
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