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RESUMEN.- Los modelos matematicos permiten la descripcion del crecimiento y la curva de antagonismo de Aisla-
dos de Trichoderma frente a patdogenos mediante funciones sigmoidales de tres parametros. El objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el crecimiento de aislados nativos de Trichoderma spp., in vitro y determinar su capacidad
antagonica en presencia de Moniliphthora roreri a través de modelos matematicos. Esta investigacion fue conducida
en la Estacion Experimental Portoviejo (EEP) del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Se
colectaron 12 aislados de Trichoderma spp., de los cuales se evalud su crecimiento y antagonismo bajo condiciones
in vitro frente a M. roreri. La funcion de Hossfeld describe adecuadamente la funcién de crecimiento. Los aislados
de Trichoderma spp., A1, A10 y A4 fueron los de mayor crecimiento, y presentaron diferentes parametros entre cada
uno de ellos. Los aislados A1, A6 y A2 fueron los que mostraron mayor antagonismo frente a M. roreri. El parametro
a del modelo Verhulst representa la capacidad de carga del medio de cultivo PDA. En este estudio se establecié una
proporcion inversamente a menor valores del parametro a de la funcion de Verhults mayor es el antagonismo frente
a M. roreri.

PALABRAS CLAVES: antagonismo, control bioldgico, cacao, moniliasis

ABSTRACT.- The mathematical models allow to describe the growth and antagonism curve of Trichoderma iso-
lates against pathogens though a three parameters sigmoidal functions. The objective of the present research was to
evaluate the growth of native Trichoderma spp., isolates in vitro and to determine their antagonistic by inhibiting
Moniliphthora roreri by mathematical modeling. This research was conducted at the Portoviejo Experimental Station
(EEP) of the National Institute of Agricultural Research (INIAP). 12 Trichoderma spp., isolates were collected, iso-
lated and their growth and antagonism was tested under in vitro conditions against M. roreri. The Hossfeld function
adequately describes the growth function of Trichoderma spp., and isolated A1, A10 and A4 were shown as the highest
growth. Each isolates presented different parameters between each of them. Isolates A1, A6 and A2 were exhibited
greater antagonism against M. roreri. The parameter a of the Verhulst model represents the PDA culture medium
carrying capacity. In this study were established an inversely proportional ratio, the lower values of parameter a the
Verhults function greater is the antagonism against M. roreri.

KEY WORDS: antagonist, biological control, cocoa, moniliasis.
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INTRODUCCION

El cultivo cacao (Theobroma cacao L.) es de gran
importancia para la economia del Ecuador, debido
a las exportaciones y la generacion de empleo para
los pobladores de los sectores rurales del pais (Phi-
lips et al. 2007). Ecuador aporta el 50 % de la pro-
duccion mundial de cacao fino de aroma, unico en
el mundo y denominado como “Nacional” (Melo y
Hollander 2013). En la actualidad, la produccién de
cacao esta condicionada por diversas enfermedades
del fruto entre las que destacan hongos del género
Moniliophthora, que poseen diferentes niveles de
virulencia (Loor et al. 2013). Entre ellas, la moni-
liasis (Moniliophthora roreri) (Cif.) H.C. Evans,
Stalpers, Samson y Benny, es una enfermedad fun-
gica causante de grandes pérdidas econdmicas en
el noroeste de Sudamérica (Ecuador, Colombia,
Perti, parte de Venezuela) y algunas regiones de
Centroamérica (Panama, Costa Rica, Nicaragua y
Honduras) (Evans 2007). La moniliasis es capaz de
provocar pérdidas de produccion de hasta un 100 %
(Sanchez y Garcés 2012). En la zona de Quevedo,
Ecuador se han registrado sintomatologias en un 80
% de moniliasis y un 20 % restante con escoba de
bruja (Moniliophthora perniciosa) (Stahel) (Aime
y Phillips-Mora 2005).

La presencia de esta enfermedad ha tenido un
efecto desvastador, causando el abandono de las
zonas de produccion de cacao durante un periodo
de casi 200 afos (Philips et al. 2007), disminuyen-
do la produccion de mazorcas en los Neotropicos
(Evans 2007). Existen dos métodos de mitigacion
para la moniliasis, el mas empleado y efectivo son
las labores culturales, seguido de aplicaciones qui-
micas. De ahi que, la frecuencia en que las mazor-
cas infectadas son retiradas del campo constituye
una estrategia esencial para un control efectivo de
la moniliasis (Loor et al. 2013). Sin embargo, esta
remocion de mazorcas requiere una elevada inver-
sion econdmica y abundante mano de obra. Ade-
mas, el control quimico se basa en la aplicacion de
fungicidas cupricos y metalaxil que dan lugar a la
contaminacién de suelos y aguas, pérdida de biodi-
versidad y desarrollo de mecanismos de resistencia
que dificultan atin mas el manejo de la enfermedad
(Correa et al. 2014). Ademas, el método quimico es
atin mas oneroso por su alto costo econdmico y solo
son capaces de proteger un 20 % de una plantacion
(Bateman 2005).

El control bioldgico, empleando agentes microbia-

nos, ha sido reportado como una opcion alternativa
y eficaz, frente al uso de fungicidas quimicos para
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el control de enfermedades (Liu et al. 2013). Los
métodos de control bioldgico empleados en una es-
trategia de manejo integrado de plagas estan siendo
implementados en varias regiones de Latinoamé-
rica. Asi por ejemplo, algunas de las especies de
Trichoderma se usan dentro de un manejo integrado,
por ser este género colonizadores de raices, estimu-
lando su crecimiento y previniendo enfermedades
(Holmes 2004). Muchas especies de Trichoderma
se han estudiado ampliamente en condiciones de la-
boratorio y son propuestas como biocontroladores
de M. roreri, (Suarez y Cabrales 2008). Asi mismo,
este agente de biocontrol se ha logrado aislar de
suelos establecidos con cacao (Torres et al. 2008).

Para optimizar el uso practico de un agente de con-
trol bioldgico es esencial entender como las condi-
ciones fisicas afectan la sobrevivencia, crecimien-
to y reproduccion de estos agentes. Los modelos
matematicos han sido aplicados para describir el
comportamiento de estos microorganismos bajo
diferentes medios y condiciones de crecimiento,
como por ejemplo con Moniliophthora pernicio-
sa (Parraga et al. 2017). Cross y Kenerley (2004)
desarrollaron un modelo para describir el creci-
miento de Trichoderma virens mediante imagenes
digitales. Begoude (2007) model6 el crecimiento
de Trichoderma asperellum bajo diversas condicio-
nes de temperatura, pH, agua remanente y actual-
mente la accién antagonista de varios aislados de
Trichoderma spp, en presencia de Moniliophtho-
ra perniciosa que han sido modelados mediante la
funcion logistica descrita por Parraga et al. (2017).

El crecimiento micelial e incremento de bioma-
sa son parametros importantes para determinar la
eficiencia y eficacia de un agente de control bio-
logico o biorremediacion. Consecuentemente, la
determinacion de modelos matematicos que descri-
ben el crecimiento de un patégeno en presencia de
biocontrolador (antagonismo) permitiria una rapida
identificacion y caracterizacion de aislados como
por ejemplo Trichoderna spp., mediante una fun-
cion sigmoide de tres parametros que pueden ser
empleados en la practica (Parraga et al. 2017). De
tal manera que, el objetivo de la presente investiga-
cion fue evaluar el crecimiento de aislados nativos
de Trichoderma spp., a nivel in vitro y el estableci-
miento de la capacidad antagonica de dichos aisla-
dos en presencia de M. roreri a través de modelos
matematicos.

MATERIALES Y METODOS

Trichoderma spp.- Se utilizaron 12 aislados de 7ri-
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choderma spp., las caracteristicas de estos materia-
les pueden ser consultadas en Parraga et al. (2017),
dichos materiales fueron procedentes del jardin clo-
nal de cacao de la Estacion Experimental Portovie-
jo del Instituto Nacional de Investigaciones Agro-
pecuaria (INIAP). El crecimiento fue determinado
de acuerdo al protocolo desarrollado por Samuels et
al. (2006) y Parraga et al. (2017). Con la finalidad
de describir en base a un modelo no lineal del cre-
cimiento acumulado del micelio, fueron empleados
tres modelos los cuales fueron: Richards (1959) Ec.
(1), Bailey y Clutter (1974) Ec. (2) y Hossfeld Ec.
(3) (ver Zeide 1993).

Go _ a(l . exp—b(t—d))l/d .
1
hGy=a+b-
t Ec.2
2
t
G, = 3
a+b +¢ Ec. 3

Donde = Go es el crecimiento en cm del didmetro
de los aislados de Trichoderma spp, t el tiempo (ho-
ras) y los parametros de la funcion a, b, ¢, d. Las
curvas anamorficas fueron desplegadas como guias
para observar el maximo crecimiento al tiempo de
referencia.

Moniliophthora roreri.- El aislado de M. roreri
empleado en la investigacion se obtuvo de mazor-
cas de cacao con un 30 % de afectacion, para evitar
contaminacioén con microorganismos saprofitos. Se
cortaron fragmentos de la epidermis del fruto de 5
mm en los limites del area enferma, fueron desin-
fectados con hipoclorito de sodio al 0.5 % por cin-
co minutos, luego se lavaron varias veces en agua
destilada y sembrados asépticamente en cajas Petri
con medio de cultivo (PDA), adicionando antibi6-
tico gentamicina a razéon de 80 mg/L. Se incubaron
a 22° C en oscuridad durante 9 dias (Holmes 2004).

Antagonismo de Trichoderma spp., en presen-
cia de M. roreri.- En la interaccion antagdnica de
Trichoderma spp, y M. roreri se realizaron cultivos
duales, cortando discos de micelio de 5 mm de dia-
metro de cada uno de los hongos en estudio, situan-
dolos en las cajas Petri con medio PDA uno a cada
extremo del otro, incubados a 22 °C durante cinco
dias, con observaciones cada ocho horas (Evans et
al. 2003). La capacidad antagénica de Trichoderma
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spp., en presencia de M. roreri se describi6 a tra-
vés de una curva de aumento basado en la “ley de
crecimiento de la poblacion”, siguiendo el modelo
descrito por Verhulst (Parraga et al. 2017), que ra-
dica en:

a
1+exp?-<

Donde:
G = Crecimiento radial acumulado de M. perniciosa
t = Tiempo en dias

a, b, ¢ = Pardmetros del modelo

Para encontrar los parametros a, b, ¢, de la tasa
de crecimiento micelial de M. roreri se utilizé el
Meétodo Full Information Maximum Likelihood
Estimation (FIML). Los parametros fueron estima-
dos empleando el Programa SAS (2013) versién
9.4 (Software analitico, Nueva York, USA). Los
modelos de crecimiento de M. roreri fueron vali-
dados mediante el método de evaluacioén grafica,
utilizando graficos Q-Q plots, bajo el supuesto de
normalidad de residuos entre los datos observados
de crecimiento de M. roreri frente a Trichoderma
spp. Comparados con las cantidades predichas de
acuerdo con el modelo propuesto por Verhults. La
diferencia entre valores observados y valores pre-
dichos por la funcién empleada se definen como
residuos (Canadas et al. 2016a) y para validar los
modelos propuestos, los residuos en los graficos no
deben presentar ningtn tipo de tendencia sino una
distribucion al azar de los residuos mencionados a
lo largo de las observaciones realizadas (Cafadas
et al. 2014, 2016b). El segundo criterio de valida-
cion fue el coeficiente de regresion no lineal entre
el tiempo y el crecimiento acumulado del micelio
de M. roreri.

RESULTADOS

Crecimiento de los aislados de Trichoderma spp.-
En la figura 1 se muestra el crecimiento micelial de
los 12 aislados de Trichoderma spp, con el trans-
curso del tiempo hasta la colonizacion completa de
la caja Petri con medio de cultivo PDA. Todos los
aislados mostraron diferentes patrones de desarro-
llo y velocidad de crecimiento. Estas curvas fueron
modeladas basados en la ecuacion de Hossfeld de-

Crecimiento y antagonisto in vitro de Trichoderma
Pérraga et al.



90

1Y)
) Al - g 1101 Al = A%

E

E &l A2 —=—AE —Ad

5

=

E" —— 47 A3 Ab = AT
(]

5

[

=

o

=

2

: @

B

%

]

E

f-| -

£

M a e

ﬂ-l-. '.-.u.
112 . e i
T
._"_'-. R o e o

& el T — ;
WA n Lol | Fild 2

Dl 3

Periodo de observacion en dias

Figura 1. Crecimiento in vitro, de 12 aislados de Trichoderma spp, en medio de cultivo PDA

bido a que las funciones de Richards (1959), Bailey
y Clutter (1974) dieron un bajo ajuste para describir
la relacion entre el crecimiento y el tiempo de cre-
cimiento de los aislados.

Los parametros del modelo de Hossfeld adaptado
para el crecimiento de cada uno de los aislados son
presentados en la tabla 1, con sus respectivos coe-
ficientes de regresion. La velocidad de crecimiento
esta plasmada en los diferentes parametros, lo cual

caracteriza a cada uno de las curvas de crecimiento
observados para los aislados estudiados y estan or-
denados de acuerdo con la velocidad de crecimien-
to, Al, A10 y A4 son los mas rapidos, mientras que
A12 es el mas lento (Tabla 1)

Es necesario resaltar que cada uno de los aislados
de Trichoderma spp., estudiados en la presente in-
vestigacion presentaron diferentes valores para los
parametros a, by ¢ de la funcidén de Hossfeld.

Tabla 1. Crecimiento in vitro de 12 aislados de Trichoderma spp, en medio de cultivo PDA.

Aislados Parametros del Modelo Hossfeld 2
a C
Al 209,201 110,932 71,914 0,96
Al10 189,211 138,941 61,912 0,97
A4 179,311 137,221 59,348 0,94
A9 167,322 148,921 59,120 0,97
All 166,455 149,008 59,001 0,97
A2 158,832 139,908 59,032 0,97
A8 133,228 119,088 56,099 0,97
A5 98,678 119,035 51,910 0,89
A7 98,543 119,023 50,191 0,97
A3 81,233 90,056 48,211 0,96
A6 71,233 80,122 40,082 0,96
Al2 69,654 29,923 38,002 0,94

REMCB 38 (2): 87-96, 2017
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Antagonismo de Trichoderma spp., en presen-
cia de M. roreri.- La habilidad de inhibicion de
Trichoderma spp., frente a M. roreri pudo ser
modelada mediante una curva de crecimiento mi-
celial. En la figura 2 se representan las curvas de
antagonismos para los 12 aislados. Se observa el
crecimiento acumulado de M. roreri por dia, dando
como resultados una curva sigmoidea. De tal modo
que, los valores mas bajos de crecimiento significan
mayor capacidad antagonica de Trichoderma spp.,

L
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Estas funciones de crecimiento fueron ajustadas de
acuerdo con la funcion de Verhults bajo condicio-
nes constantes

El resultado de los parametros de la funcién y los
coeficientes de regresion son resumidos en la tabla
2. Todos los coeficientes de regresion fueron alta-
mente significativos (P < 0.0001). El ajuste de los
modelos fue mejor en los aislados con mayor capa-
cidad antagonica, especialmente para los aislados

(}] ——Al A ¥ L1
- P— = —
Al

16

14 LA ol w42 =4 - e —3%
E - e
B -"fl_,,-"
g 12 -'"X.- 3
E - —— -8
£ & - e 2
= " ek
[ All ——AE ——A% —a—All it / el
o i A g . {,-vf
';' & L = 3 - H
= P EH =
= -
k! ¢ P
= et
E o -
G b e ' = — — —_ -
: - el
" = e
B 4 el
E -—
o - o
c o - s
& 2 o

—
—
L T T T T 1
A D DAl DiA 2 DIA3 A (]

Periodo de observacion en dias
Figura 2. Crecimiento acumulado micelial de M. roreri en presencia de 12 aislados de Trichoderma spp

Tabla 2.Coeficientes de los modelos desarrollados para 12 aislados de Trichoderma spp.

Aislados Parametros del Modelo Verhults 2
a b c
Al 57,019 10,991 0,629 0,913
A6 75,098 13,993 0,689 0,901
A2 81,288 14,199 0,707 0,900
A7 101,982 15,009 0,900 0,899
AS 119,199 16,211 0,850 0,889
A4 121,409 13,999 0,809 0,887
Al2 136,984 13,729 0,794 0,888
A3 138,984 13,527 0,800 0,877
All 158,990 11,729 0,789 0,864
A8 169,990 11,328 0,788 0,845
A9 179,889 10,329 0,489 0,832
Al0 189,713 10,999 0,589 0,804

Crecimiento y antagonisto in vitro de Trichoderma
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Al, A6 y A2 (Figura 3). En la tabla 2 se presentan
los valores de los parametros a, b y ¢ de la funcion
de Verhults y coeficiente de regresion

En necesario resaltar que los valores para los ais-
lados A1, A6 y A2 fueron 5,70; 7,5 y 8,13 res-
pectivamente. En la figura 3 se puede observar la
validacion de los modelos generados en esta in-

Al AB

RESIDUOS
RESIDUOS

A7 « A5

RESIDUOS
RESIDUOS

Al12 A3

RESIDUOS
RESIDUOS

RESIDUOS
RESIDUOS

vestigacion. La dispersion de los valores predichos
en confrontacion con los valores observados de
los modelos de antagonismo de Trichoderma spp.,
(Q-Q plots) no expresaron ninguna tendencia en la
dispersion de los residuos. Los ajustes para los ais-
lados A8, A9 y A10 fueron los menos antagdnicos y
los de mayor dispersion observada se reflejan en el
bajo coeficiente de correlacion.

A2

RESIDUOS

Ad

RESIDUOS

All

RESIDUOS

Al0

RESIDUOS

Figura 3. Distribucion de residuos entre los valores observados y predichos del crecimiento de M. roreri en presen-

cia de Trichoderma spp.
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DISCUSION

|Crecimiento de Trichoderma spp..- Los aislados
que mostraron la mayor velocidad de crecimiento
fueron A1, A10 y A4. La tasa de crecimiento de un
microorganismo permite evaluar la capacidad de
estos para explorar espacios tridimensionales de
su habitat y para competir por espacio y nutrientes.
Esta estimacion puede ser de gran importancia para
determinar el antagonismo de T7richoderma spp.,
en presencia del fitopatogeno M. roreri. El creci-
miento de los hongos se presta para la modelacion
de su desarrollo, las hifas generalmente se des-
pliegan en una forma predictible bajo un niimero
de condiciones de limitaciones (Cross y Kenerley
2004). El crecimiento geométrico constante hacia
los bordes como desarrollo de la colonia de hon-
gos se ha postulado como una propiedad intrinseca
propia del crecimiento fungico (Prosser 1993). El
entendimiento del crecimiento de los hongos en un
patron ordenado, predecible y ha sido utilizado con
¢éxito para describir el crecimiento de hongos como
fractales (Boddy et al. 1999). Otro componente del
modelo de crecimiento de los hongos es el término
negativo para el desarrollo de las hifas y ocurrencia
de la hifialisis. Este proceso es una caracteristica
universal del desarrollo de las colonias de hongos
ocurrido sin consideracion del tipo o consistencia
del sustrato (Cross y Kenerley 2004).

La funcion de Hossfeld fue la expresion que mas
se ajustd al crecimiento de Trichoderma spp.,
bajo un medio PDA. Los modelos desarrollados
en la presente investigacion para 12 aislados de
Trichoderma spp., pueden ser empleados para pre-
decir la esfera de influencia ejercida por el hongo
sobre el tiempo. De estas predicciones, una apro-
piada dosificacion del propagulo necesaria para
la exploracion de un volumen de suelo puede ser
determinado facilmente. El crecimiento del hongo
hasta el borde de la caja Petri (45 mm de radio)
fue alcanzado en 5 dias bajo una concentracion de
Trichoderma spp. Los factores limitantes para la
cobertura micelial en ambientes oligotropicos han
sido postulados (Cross y Kenerley 2004). De ahi
que, los propagulos del hongo podrian ser incorpo-
rados con una adiciéon de una apropiada sustancia
que potencialice el mantenimiento y expansion de
las hifas por un largo periodo.

El crecimiento es parte de la caracterizacion que
se puede hacer de un microorganismo, de ahi que
para describir el poder antagénico en presencia de
M. roreri, la velocidad de crecimiento para cubrir
el area de la caja Petri fue una caracteristica de-
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seable a la hora de inhibir el crecimiento de este
fitopatogeno. La variacion de los parametros a, b
y ¢ de la funcién de Hossfeld para crecimiento su-
giere que se trata de aislados de Trichoderma spp.,
con diferentes patrones de crecimiento que podrian
corresponder a diferentes especies del género 7ri-
choderma.

Capacidad antagénica.- La descripcion del an-
tagonismo mediante una funcién polinomica de
tres parametros a base de la funcién de Verhulst
demostr6 ser la mas adecuada para describir esta
interaccion entre los aislados de Trichoderma spp.,
y el fitopatdgeno M. roreri. Estos resultados pueden
ser comparados por los encontrados por Parraga et
al. (2017) para describir el antagonismo frente a
M. perniciosa. De acuerdo con Parraga et al. (2017)
el pardmetro a del modelo Verhulst que repre-
sentd la capacidad de carga del medio de cultivo
PDA y determind el desarrollo del patégeno ante
la presencia del antagonista Trichoderma spp., para
M. perniciosa observaron una tendencia creciente
entre valores del aislado Al de 8,49 (mayor anta-
gonismo) a 16,99 para el Aislado A5 (menor anta-
gonismo). Para M. roreri sigui6 la misma tendencia
inversamente proporcional a menores valores del
parametro a de la funcion mayor es el antagonis-
mo. No obstante, el valor de este parametro de la
funcion de Verhults se redujo considerablemen-
te, bajando para el aislado Al de 8,49 para M.
perniciosa a 5,71 para M. roreri en la capacidad
de carga del medio de cultivo PDA (Parraga et al.
2017). Esta variacion de los parametros de la fun-
cion de Verhults para M. perniciosa (Parraga et al.
2017) y M. roreri en esta investigacion demues-
tra en primer lugar, la diferencia que existe entre
la virulencia de M. roreri en comparacion a M.
perniciosa en el campo (Loor et al. 2013) y luego
que los pardmetro son totalmente diferentes, mos-
trando la misma tendencia (inversamente propor-
cional), lo cual permitiria caracterizar a cada uno
de los aislados de Trichoderma. La identificacion
molecular de los 12 aislados de Trichoderma podria
corroborar los resultados obtenidos en esta investi-
gacion.

Del mismo modo, el parametro » de la funcion de
Verhults que representa un autoregulador de la po-
blacién de M. perniciosa con el pasar del tiempo,
para el Aislado A1 fue de 6,31 (Parraga et al. 2017),
y bajoé considerablemente la capacidad de autorre-
gulacion para Al a un valor de 1,09 frente a M.
roreri lo que demuestra numéricamente la agresi-
vidad de esta enfermedad. Mientras que, el paréa-
metro ¢ representa una constante para cada funcion

Crecimiento y antagonisto in vitro de Trichoderma
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desarrollada. Para M. perniciosa mostré un valor
de 2,99 (Parraga et al, 2017) y bajé a 0,63 para M.
roreri. Estas diferencias expuestas entre los para-
metro a, b, ¢ de la funcion Verhults entre M. roreri
y M. perniciosa confirma lo expuesto por Loor et
al. (2013) y Correa et al. (2014), que la moniliasis
es una enfermedad devastadora y las estrategias de
control tradicional han generado resultados colate-
rales como el fortalecimiento de la resistencia gené-
tica de las cepas del hongo en algunas regiones de
Ecuador y Colombia.

Es necesario resaltar que, cada uno de los aisla-
dos de la presente investigacion mostraron dife-
rentes patrones de antagonismo en confrontacion
a M. roreri. Dichos modelos matematicos podrian
ser utilizados en la caracterizacion de aislados de
Trichoderma spp. (Parraga et al. 2017). La misma
tendencia observada por Parraga et al. (2017) man-
tiene que, los aislados con mayor poder de control
del fitopatdgeno se ajustaron mejor en relacion con
los de menor poder antagbénico. De acuerdo con
Bortz (2010) y Cafiadas et al. (2016a, 2016b), para
la validacion de modelos estocasticos, es necesario
determinar la normalidad de residuos o indepen-
dencia de los residuos y esto se logra mediante el
grafico de los mismos. Si el grafico de residuos ob-
servados mostrase alguna tendencia, esta puede ser
indicio de autocorrelacion, de heterocedasticidad o
falta de linealidad (Cafiadas et al. 2016a). Para las
12 modelos desarrolladas no se mostraron severas
transgresiones de los fundamentos estadisticos y
tendencia (Figura 3). Es decir, ratifican el supuesto
de normalidad de los residuos (Bortz 2010; Cafiadas
etal. 2014). La determinacion de modelos matema-
ticos que describen el crecimiento de M. perniciosa
(Parraga et al. 2017) y los modelos desarrollados
en esta investigacion con M. roreri en presencia de
Trichoderma spp., (antagonismo) permitiria una ra-
pida identificacion y caracterizacion de aislados de
TrichoZderma spp., mediante una funcion sigmoide
de tres parametros que pueden ser empleados en la
practica.

De acuerdo con Parraga et al. (2017) en su estu-
dio sobre la capacidad antagonica de 12 aislados de
Trichoderma spp., frente a M. pernisiosa, el aislado
A1l mostr6 ser el que mayor antagonismo presento
y sus caracteristicas fisicas fueron: intenso aroma
a coco, conidios de color verde, estructura plana
y rapido crecimiento. Estos resultados son corro-
borados por los trabajos realizados por Krauss y
Soberanis (2001), quienes manifestaron sobre el
poder biocontrolador de Trichoderma spp., al co-
lonizar la superficie de crecimiento rapidamente y
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limitar el crecimiento del fitopatdgeno. No obstan-
te, las caracteristicas de aroma, estructura y velo-
cidad de crecimiento no resultaron estar necesaria-
mente asociadas a la capacidad antifungica de los
diferentes aislados de Trichoderma spp., (Parraga
et al. 2017). Un atributo adicional fue investigado y
verificado en este trabajo donde, el aislado A1l fue
el que mayor velocidad de crecimiento mostrd en
un medio PDA. Estos cuatro atributos (olor, color,
estructura y velocidad) del antagonista A1 pudieron
ser decisivos al momento de inhibir el crecimiento
tanto de M. pernisiosa y M. roreri. Es necesario re-
saltar que, el fuerte olor a coco es distintivo de la
especies viride encontrado en aislados ecuatorianos
y peruanos (Chaverri y Samuels 2004).

El aislado A6 fue uno de los mas lentos en crecer.
De acuerdo con Parraga et al. (2017) observaron
que las caracteristicas de este aislado A6 estan
relacionadas con colores hialinos, ningiin aroma
a coco y presentd una estructura aérea. Frente a
M. pernisiosa, este aislado (A6) se ubico en sépti-
mo lugar en relacién con su antagonismo (Parraga
et al. 2017). No obstante, frente a M. roreri mostrd
ser el segundo aislado de mayor antagonismo en la
presente investigacion. El aislado A2 se ubico en el
tercer puesto, seguido del aislado A7 y de AS. Sus
caracteristicas estuvieron asociadas con las descri-
tas para el aislado A6 (Parraga et al. 2017).

CONCLUSIONES

. El modelo de crecimiento de Trichoderma
spp., en laboratorio sobre sustrato s6lido presentado
en este trabajo fue la funcién de Hossfeld ajustan-
dose apropiadamente para describir el crecimiento
y es el primer paso hacia la prediccion del compor-
tamiento de este agente de biocontrol bajo condi-
ciones controladas. Asi pues, se trata de un avance
dirigido a la futura determinacién de las condicio-
nes de crecimiento en campo mediante el uso de un
modelo matematico.

. Los parametros a, b, ¢, de la funcion Ver-
hults para describir el antagonismo de Trichoderma
spp., frente a M. roreri difieren ampliamente por
los reportados por Parraga et al. (2017) al describir
el antagonismo de Trichoderma spp., frente a M.
perniciosa. Esta discrepancia en parametros permi-
tiria en la practica la identificacion y caracterizacion
de aislados del género Trichoderma investigados en
la presente investigacion.



REVISTA ECUATORIANA DE MEDICINA Y CIENCIAS BIOLOGICAS

AGRADECIMIENTO

Agradecemos a todas las instituciones que inter-
vinieron en el proceso y ejecucion de este trabajo
de investigacion, especialmente al Instituto Na-
cional de Investigaciones Agropecuarias “INIAP”
en nombre del Director de la EEP-INIAP periodo
2015-2016 por el financiamiento a través del Pro-
yecto cambio de la Matriz Productiva y prestar to-
das las facilidades tecnologicas para poder cumplir
este objetivo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Aime MC, Phillips-Mora W. (2005). The causal
agents of witches’ broom and frosty pod
rot of cacao chocolate, Theobroma cacao)

form a new lineage of Marasmiaceae.
Mycologia 97(5): 1012-1022.

Bailey R, Clutter J. (1974). Base-age invariant
polymorphic site curves. Forest Science
20(2): 155-159.

Bateman P, Hidalgo E, Garcia J, Arroyo C, Ten
Hoopen G, Adonijah V, Krauss U. (2005)
Application of chemical and biologi-
cal agents for the management of frosty
pod rot (Moniliophthora roreri) in Costa
Rica cocoa (Theobroma cacao). Annals of
Applied Biology 147(2):129-138.

Begoude B, Lahlali R, Friel D, Tondje P, Jijakli M.
(2007). Response surface methodology
study of the combined effects of tempera-
ture, pH, and aw on the growth rate of Tri-
choderma asperellum. Journal of Applied
Microbiolgy 103(4):845-854.

Boddy L, Wells J, Culshaw C, Donnelly D. (1999).
Fractal analysis in studies of mycelium in
soil. Geoderma 88(3):301-328.

Bortz J. (2010). Statistik fiir Sozialwissenschaft-
ler. 7 Auflage. Springer-Verlag. Frank-
furt-Deutschland. 882 p.

Canadas A, Vil¢ko F, Rade D, Zambrano C, Molina
C. (2014). Hacia una descripcion de fuste
para Laurel (Cordia alliodora) en sistemas
agroforestales, bosque protector Sumaco.
Avance en Ciencias e Ingenieria 6(1):24-
31.

Canadas A, Rade D, Dominguez JM, Murillo I,

95

Molina C. (2016a). Modelacion Fores-
tal como Innovacion Tecnoldgica para el
Manejo Silvicultural y Aprovechamien-
to Econdémico de la Balsa, Region Cos-
ta-Ecuador. Ed. Abya Yala, Quito-Ecua-
dor. 173 p.

Canadas A, Rade D. Fernandez G, Domingues JM,
Murillo I, Molina, C. (2016b): Ecuacio-
nes generales diametro-altura para Ochro-
ma pyramidale, Region Costa-Ecuador.
Bosque Latitud Cero 6(1):1-14.

Correa A, Castro M, Coy J. (2014). Estado de la
moniliasis del cacao causado por Moni-
liophthora roreri en Colombia. Acta Agro-
némica 63(4):388-399.

Cross D, Kenerley C. (2004). Modelling the growth
of Trichoderma virens with limited sam-
pling of digital images. Journal of Applied
Microbiology 97(3):486-494.

Chaverri P, Samuels G. (2004). Hypocrea/Tricho-
derma (Ascomycota, Hypocreales, Hypo-
creaceae): species with Green ascospores.
Studies in Mycology 48:110-116.

Evans H, Holmes K, Thomas S. (2003). Endophytes
and mycoparasites associated with an in-
digenous forest tree, Thebroma gileri, in
Ecuador and a preliminary assessment
of their potential as biocontrol agents of

cocoa diseases. Mycological Research
2(2):149-160.

Evans H. (2007). Cacao diseases — the trilogy revi-
sited. Phytopathology 97(12):1640-1643.

Holmes K, Schroers H, Thomas S, Evans H,
Samuels G. (2004). Taxonomy and bio
control potential of a new species of Tri-
choderma from Amazon basin of South
America. Mycological Progress 3(3):199-
210.

Krauss U, Soberanis W. (2001). Bio control of co-
coa pod diseases with mycoparasite mix-
tures. Biological Control 22(2):149-158.

LiuJ, SuiY, Wisniewski M, Droby S, Liu Y. (2013).
Review: Utilization of antagonistic yeasts
to manage postharvest fungal diseases of

fruit. International Journal of Food Mi-
crobiology 167(2):153-160.

Crecimiento y antagonisto in vitro de Trichoderma
Pérraga et al.



96

Loor G, Fouet O, Lemainque A, Pavek S, Boccara
M, Argout X, Amores F, Courtois B, Ma-
rie Risterucci A, Lanaud C. (2013). Insi-
ght into the Wild Origin, migration and
domestication history of the fine flavor
national Theobroma cacao L. variety from
Ecuador. Plos One, 8(2): 10-1371. /anno-
tation/235710f1-7dc3-4781-afb0-29a8ce-
56b3f0.doi:10.1371/annotation/
235710f1-7dc3-4781-atb0-29a8ce56b310

Melo C, Hollander G. (2013). Unsustainable de-
velopment: Alternative food networks
and the Ecuadorian Federation of Cacao
Producers, 1995-2010. Journal of Rural
Studies 32:251-63.

Parraga J, Canadas A, Fajardo P, Rade D, Andra-
de J. (2017). Caracterizacién in vitro de
Trichoderma spp. y modelo matematico
de su antagonismo en presencia de Mo-
niliophthora perniciosa. Revista Ecuato-

riana de Medicina y Ciencias Biologicas
38(1):25-34.

Philips M, Aime M, Wilkinson M. (2007). Biodi-
versity and biogeography of the cacao
(Theobroma cacao) pathogen Moniloph-
thora roreri in tropical America. Plant Pa-
thology 56(6):911-22.

Prosser J. (1993). Growth kinetics of mycelial co-
lonies and aggregates of ascomycetes.
Mycological Research 97(5):513-528.

Richards F. (1959). A flexible growth function for
empirical use. Journal of Experimental
Botany 10:290-300.

Samuels G, Suarez C, Solis K., Holmes S, Is-
maiel A, Evans H. (2006). Trichoderma
theobromicola and T. paucisparum: two
new species insolated form cacao in
South America. Mycological Research
110(4):381-392.

Sanchez F, Garcés F. (2012). Moniliophthora roreri
(Cif'y Par). En el cultivo de cacao. Scien-
tia Agropecuaria 3(3):249-258.

SAS INSTITUTE INC, (2013). SAS/STATTM

User’s guide. Release 10.0 Edn. Cary.
NC. USA.

REMCB 38 (2): 87-96, 2017

Suarez L, Cabrales C. (2008). Identificacion de las
especies de cepas nativas de Trichoder-
ma spp., y Bacillus spp., y evaluacién de
su potencial antagonista in vitro frente al
hongo fitopatdgeno nativo M. roreri en el
departamento de Norte de Santander. Re-
vista de la Universidad Francisco de Pau-
la Santander 13(1):45-56.

Torres E, Iannacone J, Goémez H. (2008). Biocon-
trol del moho foliar del tomate Clados-
porium fulvum empleando cuatro hongos
antagonistas. Bragantia 67(1):169-178.

Verhulst P. (1838). Notice sur la loi que la popula-
tion suit dans suit dans son accroissement.
Correspondences Mathematiques et Phy-
siques 10:113-121.

Zeide B. (1993). Analysis of growth equations. Fo-
rest. Science 39(3):594-616



