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Resumen
El biocontrol microbiano surge como una alternativa sostenible para combatir enfermedades en el
cultivo de cacao (Theobroma cacao). Esta investigacion evaluo el potencial biocontrolador de 61
microorganismos promisorios provenientes de tres fuentes: fermentados de cacao, bosque seco
tropical y suelos de la Antartida, contra los hongos fitopatégenos Lasiodiplodia theobromae y
Moniliophthora roreri. Se empled un disefio experimental exploratorio, que inicid con un ensayo
in vitro de confrontacion dual entre los microorganismos promisorios contra los patdgenos,
culminando con un ensayo de confrontacion directa para identificar microorganismos con
actividad antagonica. Los ensayos in vitro junto al analisis estadistico revelaron que bacterias del
género Acetobacter y Bacillus provenientes del fermentado de cacao junto a los hongos endofitos
provenientes del bosque seco tropical Trichoderma inhamatum y Trichoderma spirale, mostraron
potencial como biocontroladores de patdgenos provenientes de los cultivos de cacao. También hay
que resaltar otras cepas bacterianas que tuvieron actividad antagénica como Lactiplantibacillus
fabifermentans, Ralstonia sp. y Priestia megaterium. Las bacterias de suelos antarticos no
presentaron actividad antagonica, por lo que se deberia considerar el uso de consorcios
microbianos en las cepas que tuvieron menor actividad antagonica para potenciar su efecto
biocontrolador contra patdgenos. Finalmente, esta investigacion contribuye al estudio de
microorganismos promisorios como agentes de control bioldgico, aportando alternativas para

futuras investigaciones que impulsen el avance tecnoldgico de la industria agricola.

Palabras clave

Microorganismos promisorios, biocontrol microbiano, capacidad antagonica, fitopatdgenos.



Abstract

Microbial biocontrol emerges as a sustainable alternative to combat diseases in cocoa crops
(Theobroma cacao). This research evaluated the biocontrol potential of 61 promising
microorganisms from three sources: cocoa ferments, tropical dry forests and Antarctic soils,
against the phytopathogenic fungi Lasiodiplodia theobromae and Moniliophthora roreri. An
exploratory experimental design was used, which began with an in vitro dual confrontation test
between the promising microorganisms against the pathogens, culminating in a direct
confrontation test to identify microorganisms with antagonistic activity. The in vitro tests together
with the statistical analysis revealed that bacteria of the Acetobacter and Bacillus genera from
cocoa fermentation together with the endophytic fungi from the tropical dry forest Trichoderma
inhamatum and Trichoderma spirale, showed potential as biocontrollers of pathogens from cocoa
crops. Other bacterial strains that had antagonistic activity should also be highlighted, such as
Lactiplantibacillus fabifermentans, Ralstonia sp. and Priestia megaterium. Bacteria from
Antarctic soils did not present antagonistic activity, so the use of microbial consortia in strains that
had less antagonistic activity should be considered to enhance their biocontrol effect against
pathogens. Finally, this research contributes to the study of promising microorganisms as
biological control agents, providing alternatives for future research that promote technological

advancement in the agricultural industry.

Key words

Promising microorganisms, microbial biocontrol, antagonistic capacity, phytopathogens.
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1.

Capitulo 1

Introduccion

El cultivo de cacao (Theobroma cacao) es un pilar fundamental para la economia de
diversas regiones tropicales, representando una fuente significativa de ingresos en paises de
América Latina, Africa y Asia (FAO, 2021). En Ecuador, el cacao fino de aroma ha
alcanzado reconocimiento internacional por su calidad excepcional, posiciondndose como
uno de los principales productos agricolas de exportacion. Sin embargo, la produccion de
cacao enfrenta multiples desafios, debido a su alta susceptibilidad a diversas enfermedades
causadas por patdgenos, que provocan pérdidas econdmicas considerables y afectan la

sostenibilidad del sector agricola (Delgado et al., 2023).

Entre los patdgenos mas prevalentes que afectan las plantaciones de cacao en
Ecuador, destacan Moniliophthora perniciosa, causante de la "escoba de bruja" vy
Moniliophthora roreri responsable de la moniliasis. Ambas enfermedades generan
pérdidas significativas en la produccién, afectando no solo el rendimiento de las cosechas,
sino también comprometiendo la calidad del cacao, lo que reduce su valor comercial y
dificulta su exportacién y procesamiento industrial (Mariduefia-Zavala et al., 2019).
Adicionalmente, Lasiodiplodia theobromae ha emergido como una amenaza significativa
en ciertas regiones, provocando pudricion de frutos y muerte regresiva de ramas, lo que

agrava aun mas la situacion fitosanitaria del cultivo.

La falta de capacitacion adecuada entre agricultores y el limitado acceso a
tecnologias avanzadas ha llevado a una dependencia excesiva de agroquimicos para el

control de estas enfermedades. Sin embargo, el uso inadecuado de estos productos ha



generado resistencia en los patdgenos y ha tenido repercusiones negativas tanto en el medio
ambiente como en la salud humana (FAO, 2021). En el caso de M. roreri, las pérdidas
pueden superar el 90% de la cosecha si no se implementa un manejo adecuado (Delgado
et al., 2023). Esta situacion resalta la necesidad urgente de explorar alternativas mas

sostenibles y efectivas para el manejo de enfermedades en el cultivo de cacao.

En este contexto, el biocontrol microbiano emerge como una alternativa sostenible
para el manejo de enfermedades en el cultivo de cacao. Los microorganismos
biocontroladores, como bacterias y hongos antagonistas, son una alternativa sostenible al
controlar patégenos mediante mecanismos, como la produccion de compuestos
antimicrobianos, la competencia por nutrientes y la induccion de resistencia en las plantas
(Compant et al., 2020). Microorganismos antagonistas como Trichoderma sp. y Bacillus
sp. han demostrado eficacia en la reduccién de la incidencia de enfermedades y en la mejora
de la salud general del cultivo, sin los efectos adversos asociados a los agroquimicos

(Mariduefia-Zavala et al., 2023).

Ademas, investigaciones recientes han explorado el potencial de microorganismos
provenientes de ambientes extremos como los suelos antarticos, que producen compuestos
antifungicos y antibacterianos con propiedades Unicas. Esta linea de investigacion abre
nuevas perspectivas para el manejo fitosanitario del cacao y sugiere un camino prometedor

hacia practicas agricolas mas sostenibles y resilientes (Santos et al., 2020).

Es fundamental que se realicen mas estudios de bioprospeccién de
microorganismos bacterianos y flngicos, asi como la evaluacién de su capacidad
antagonica frente a los patdgenos que afectan el cultivo de cacao. La implementacion de

estrategias de biocontrol no solo puede contribuir a la reduccion de pérdidas econdmicas,
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sino que también puede mejorar la calidad del cacao producido en Ecuador, garantizando
asi su competitividad en el mercado internacional. A medida que se avanza en la
investigacion y se desarrollan nuevas tecnologias, es posible que se logren soluciones
efectivas que beneficien tanto a los agricultores como al medio ambiente, promoviendo un

futuro mas sostenible para la produccion de cacao en el pais (Darmawan , 2023).

1.1 Problemética
El cultivo de cacao ha sido una fuente de sustento para la humanidad a lo largo de
la historia, y en el contexto ecuatoriano, se ha convertido en un elemento vital para la
economia del pais, especialmente para los medianos y grandes productores. No obstante,
se ve afectado de manera grave debido a su susceptibilidad a enfermedades causadas por
hongos fitopatdgenos, como Lasiodiplodia theobromae y Moniliophthora roreri. Estas
enfermedades generan pérdidas significativas, con afectaciones que pueden alcanzar hasta

un 90% de la produccidn en casos severos (Delgado et al., 2023).

Ante la ausencia de productos innovadores y el bajo acceso a tecnologias
avanzadas, la mayoria de los agricultores dependen de pesticidas sintéticos, recurriendo a
la intensificacion de los mismos para el mantenimiento de los rendimientos productivos.
Esta situacion, refleja una problematica a nivel global, dado que las plantas del cacao estan
constantemente expuestas a patdgenos como hongos y bacterias, que pueden causar
pérdidas de rendimiento anuales que oscilen entre el 20% y el 40% (ICCO, 2022). Aunque
los pesticidas quimicos han demostrado ser eficaces en el control de estas enfermedades,
su uso excesivo ha generado efectos adversos para el medio ambiente y la salud humana.
Como resultado, se ha promovido un cambio hacia estrategias ecologicas para el manejo

de enfermedades en el cultivo de cacao (FAO, 2021).



En respuesta a esta problematica, se ha investigado el uso de biocontroladores
microbianos procedentes de diversos nichos ecologicos, como semillas de cacao
fermentadas, Antartida y bosque seco tropical, con el fin de buscar una alternativa
sostenible. Estos microorganismos, como bacterias y hongos antagonistas, ofrecen una
solucion ecoldgica al controlar patdgenos mediante diversos mecanismos, como la
produccidn de compuestos antimicrobianos, la competencia por recursos y la induccion de
resistencia en las plantas (Compant et al., 2020). La opcién de tener agentes de biocontrol
en el manejo de enfermedades en el cacao es una oportunidad para reducir la dependencia
de agroquimicos que hoy en dia es muy habitual en los agricultores, logrando proteger la
biodiversidad del suelo y asegurar la sostenibilidad del sistema agricola (Muhammad,

2023).

1.2 Justificacion
El biocontrol microbiano es una estrategia clave para el manejo sostenible de
enfermedades agricolas, destacando los consorcios microbianos por su eficacia frente a los
microorganismos individuales, gracias a las interacciones sinérgicas entre las especies, lo
que facilita el control biologico de los patdgenos (Viera-Arroyo et al., 2020). Esta sinergia
se traduce en una mayor eficacia en la ocupacion de nichos ecologicos, produccion de
metabolitos secundarios y, en ultima instancia, en el control de enfermedades de los

cultivos.

A pesar de que algunos generos de microorganismos ya han sido ampliamente
estudiados para biocontrol, la exploracion continua de estos microorganismos sigue siendo
relevante debido a la posible identificacion de cepas con mejores capacidades de

biocontrol. En muchos casos, las cepas que han sido previamente identificadas pueden



tener propiedades no descubiertas que son cruciales para mejorar la eficiencia de los

tratamientos bioldgicos (Garcia & Comstock, 2019).

En Ecuador, los microorganismos utilizados en biocontrol provienen
principalmente de especies nativas, debido a su mayor adaptacion a las condiciones
climéticas del pais. Microorganismos extremofilos de sitios como la Antartida aportan un
potencial complementario y prometedor, ya que estan adaptados a condiciones severas,
como bajas temperaturas, alta radiacion UV y escasez de nutrientes. Estas caracteristicas
les permiten producir metabolitos secundarios con potentes propiedades antifingicas y
antibacterianas, lo que los convierte en candidatos innovadores para el control de patdgenos

(Garcia & Comstock, 2019).

La finalidad de esta investigacion es evaluar el potencial biocontrolador de cepas
microbianas provenientes de diferentes nichos ecolégicos previamente caracterizadas y
depositadas en el cepario del CIBE (Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del
Ecuador) con el fin de que tengan propiedades beneficiosas para controlar plagas y
enfermedades en el cultivo de cacao. Una vez identificadas, estas cepas se propondrian
para desarrollar productos biotecnolégicos, como biofertilizantes o biofungicidas, que
protejan al cacao de manera natural, disminuyendo la necesidad de pesticidas o quimicos

artificiales (Chaudhary et al., 2024).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General
Evaluar el potencial de distintas cepas de suelos antarticos, fermentados de cacao y

del bosque protector para el control bioldgico de patdgenos que afectan al cultivo de cacao.



1.3.2 Objetivos especificos
e Realizar pruebas antagonistas en cajas Petri para identificar cepas con potencial

inhibitorio de los patogenos de cacao: Moniliophthora roreri y Lasiodiplodia
theobromae.
e Cuantificar el efecto inhibitorio mediante ensayos antagonistas in vitro de las
cepas benéficas mediante enfrentamientos con los patdgenos de estudio.
1.4 Hipdtesis
Los microorganismos de suelos antarticos, fermentados de cacao y bosque
protector tienen potencial para inhibir el crecimiento de patdgenos que afectan al cultivo

de cacao.

Capitulo 2

2. Marco teorico
2.1 Importancia del cultivo de cacao en Ecuador
Segun la FAO (2021), Ecuador es uno de los paises méas representativos en el
cultivo del cacao, ocupando el cuarto lugar a nivel mundial y alcanzando una produccién
alrededor de 453.872 toneladas. Este cultivo es de gran importancia para el pais, ya que ha
logrado tener un crecimiento del 24,38% en la exportacién de cacao en comparacién al

2022, y se estima gue continle aumentando en los préximos afios (Anecacao, 2023).

El cultivo de cacao contribuye de manera significativa en la economia de casi todo
el territorio sudamericano, resaltando paises como Ecuador que, al tener una ubicacion

geografica favorable, permite que las producciones de este cultivo sean a gran escala,



contribuyendo en su economia externa e interna por medio de la produccion y exportacion,

sefialando un progreso sostenible (Chamba et al., 2024).

El Ministerio de Agricultura y Ganaderia sefiala que las zonas costeras del pais
producen alrededor del 80% del cacao nacional. Segln el Banco Central del Ecuador
(2024), las exportaciones de cacao aumentaron un 30% respecto al afio anterior, lo que
sugiere un impacto significativo para los grandes y pequefios productores, consolidando al
cacao como “la pepa de oro” del pais. Sin embargo, el crecimiento exponencial de su
produccion y comercio internacional también incrementa la probabilidad de que los
cultivos se vean afectados por enfermedades patégenas. Por ello, es crucial mantener
condiciones Optimas para su crecimiento, lo que favorece la produccion y exportacion de
este cultivo a nivel internacional asegurando que el cacao ecuatoriano cumpla con

estandares de calidad elevados.

2.2 Principales patogenos que afectan al cacao
El cultivo de cacao enfrenta grandes desafios debido a su susceptibilidad a
enfermedades causadas por patdgenos fangicos, las cuales pueden causar pérdidas
considerables alrededor del 80% del cultivo si no son tratadas a tiempo (INIAP, 2021). Por
ende, esto afecta tanto en la cantidad como la calidad de las cosechas. En el afio 2022, un
pequefio productor perdio alrededor de USD 1.042,14 debido al ataque de la escoba de
bruja y la moniliasis, lo que presenté una disminucion del 35,9% de la produccion total y

de los ingresos en ese afio (Peralta et al., 2023).

Las principales enfermedades causadas por hongos patdgenos que afectan al cacao

son la escoba de bruja y la moniliasis. Moniliophthora roreri (Figura 1) prospera en



condiciones de alta humedad relativa, superior al 85% y temperaturas mayores a 25°C. Sus
esporas se diseminan a través de la lluvia, insectos y el viento, infectando plantaciones

cercanas (Carvajal et al., 2024).

Figura 1. Moniliophthora roreri. Colonias con desarrollo micelial denso, pigmentacion café y
zonas de esporulacion.

Lasiodiplodia theobromae (Figura 2) es un hongo necroétrofo causante de graves
dafios en diferentes plantaciones a nivel mundial, por lo cual se considera un patégeno
peligroso que puede causar el tizon de la hoja y pudricion de la raiz. Otras enfermedades
que estan presentes en los cultivos de cacao son la pudricion de la mazorca y muerte
regresiva, ambas causadas por este hongo patdgeno (Moreira-Morrillo et al ., 2021). Estos
dafios han aumentado en los Gltimos afios, 1o que ha hecho que se tenga mas interés en el
estudio de esta patologia. L. theobromae paso6 de ser un hongo con actividad endéfita a ser
un patdégeno oportunista, por lo que es considerado una amenaza para las plantaciones de

cacao (Lahlali et al., 2022).


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2077-99172021000400653#B43
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2077-99172021000400653#B22

Figura 2. Lasiodiplodia theobromae. Colonias con crecimiento micelial radial, esporulacion
central pigmentada con textura algodonosa.

La mayoria de los agricultores de cacao dependen de métodos convencionales de
manejo, incluyendo el uso de agroquimicos. No obstante, estos métodos presentan varias
limitaciones: generan residuos en el ambiente, pueden afectar la salud humana y su
efectividad puede reducirse con el tiempo debido a la resistencia de los patdgenos (Suraj
et al., 2023). Esto resalta la necesidad de alternativas mas sostenibles y efectivas como el

uso de biocontroladores.

El cambio climético es otra de las causas que afecta drasticamente el cultivo de
cacao, alterando la distribucion de las lluvias y aumentando las temperaturas, lo que
provoca estrés por sequia y afecta a los rendimientos. El cacao requiere un suministro
continuo de agua, ya que la falta de disponibilidad hidrica puede reducir los dias de
produccion y deteriorar las condiciones de crecimiento, por lo que afecta

significativamente al cultivo del cacao (Fog et al., 2023).



2.3 Tratamientos comunes para el control de patégenos de cacao

Los fungicidas son productos disefiados para eliminar o frenar el desarrollo de
hongos y sus esporas, los cuales pueden causar graves dafios o incluso destruir un cultivo
completo. Estos funcionan a través de diferentes mecanismos, como afectar la membrana
celular de los hongos o interrumpir su proceso reproductivo. El uso de fungicidas quimicos
sigue siendo la estrategia mas utilizada, ya que ofrece diversas opciones segun las
necesidades. Aungue su efectividad ha disminuido con el paso del tiempo, depende de
factores como la forma de aplicacidn, la dosis utilizada la estacidn del afio (Duke et al.,

2023).

El uso continuo de pesticidas y fungicidas ha aumentado de forma exponencial, del
mismo modo que ha crecido la produccion agricola. Este incremento ha llevado a que el
tratamiento de ciertos patdgenos con estos compuestos sea una practica comin. No
obstante, el uso inadecuado y el manejo deficiente de estos productos pueden generar
efectos adversos significativos en los cultivos, afectando la produccion de cacao y

comprometiendo su sostenibilidad a largo plazo (Faruque et al., 2024).

Algunos tratamientos emplean fungicidas como el tebuconazol y azoxistrobina en
contra de patégenos como Moniliophthora roreri con resultados favorables para el control
de estos patdgenos. El tebuconazol es un inhibidor de la desmetilacion que interfiere con
la biosintesis de ergosterol fangico. Inhibe la 14a-desmetilasa, que es necesaria para la
desmetilacion oxidativa dependiente del citocromo P450 del 24-metilen-24,25-
dihidrolanosterol, un precursor del ergosterol, un esterol importante en los hongos

filamentosos (Odintsova et al., 2020).
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El empleo de los agroquimicos difeconazol, tebuconazol, mancozeb, azufre,
piraclostrobina, fosetil-Al y azoxistrobina reducen significativamente el crecimiento

micelial en méas de un 90% en contra de la muerte regresiva (Rusin et al., 2020).

Moniliophthora roreri mostrd sensibilidad a varios fungicidas sistémicos, como la
azoxistrobina, trifloxistrobina, tebuconazol y propiconazol. Asimismo, reacciond de
manera similar a los fungicidas protectores, incluyendo sulfato de cobre, hidréxido de
cobre, éxido cuproso, oxicloruro de cobre y polisulfuro de calcio. En pruebas in vivo, el
uso de azoxistrobina, trifloxistrobina, tebuconazol o propiconazol a una dosis de 0,8 g/L,
combinado con hidroxido de cobre, resulté en una reduccion significativa de la incidencia
de la enfermedad (Magdiel et al., 2019).

2.4 Consecuencias del mal uso de fungicidas en el ambiente y seres vivos

El escenario actual del uso de pesticidas no parece ser satisfactorio a diferencia de
nuevas estrategias controladoras de patégenos. Los llamados pesticidas seguros estan
mostrando sus efectos nocivos como la bioacumulacion, ya que podrian presentar
contaminacion del agua filtrdndose en el suelo y movilizandose a los sistemas acuéaticos
proximos. Asimismo, su uso excesivo puede afectar directamente a microorganismos
benéficos en donde en algunos pesticidas, en especial los triazoles y derivados de cobre

pueden acumularse en las cadenas troficas (Kumar et al., 2024).

Si bien se sabe que también el uso excesivo de estos productos quimicos puede
conllevar a tener efectos secundarios, no solo en la salud humana, sino también en el
ecosistema y medio en el que estan rodeados los cultivos, los que pueden conllevar a

resistencia a plagas causando una gran controversia, ya que pueden provocar un exceso de
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residuos provenientes de los pesticidas utilizados, por lo cual afecta la seguridad y la

comerciabilidad del producto en caso de exportaciones (Buch et al., 2023).

En consecuencia, se ha determinado buscar soluciones que favorezcan a los cultivos
a corto, mediano y largo plazo. El uso de pesticidas sintéticos se ha relacionado con varios
efectos adversos para la salud de los seres humanos como problemas respiratorios,
irritaciones de la piel e incluso problemas de salud prolongados, como el cancer. Ademas,
estas sustancias quimicas pueden provocar la degradacién ambiental y afectar la salud del

suelo, la calidad del agua y la biodiversidad (Majumder, 2024).

2.5 Microorganismos benéficos antagonicos de patdgenos del cacao
Existen diversas estrategias para biocontrolar patégenos que afectan al cultivo de
cacao, y el uso de microorganismos benéficos ofrece una solucién biotecnoldgica efectiva
para el manejo de estas enfermedades. Trichoderma y Bacillus, microorganismos
ampliamente utilizados en la industria de biofertilizantes, han contribuido
significativamente al desarrollo de productos biofungicidas, desde su seleccion hasta su

comercializacion (Lahlali et al., 2022).

El biocontrol de enfermedades en plantaciones de cacao se basa en el uso de
diversos microorganismos benéficos extraidos de distintos nichos ecolégicos, que actlan
como agentes fitosanitarios y antagonistas de patdgenos. Esto permite a los agricultores
obtener cosechas mas sanas y respetuosas con el medio ambiente ofreciendo productos mas

seguros a los consumidores (Morais et al., 2022).

Los microorganismos con potencial de ser biocontroladores compiten con los

patdgenos por nutrientes y espacio, invadiendo y eliminando el micelio del patégeno en el
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proceso (Valenzuela et al., 2023). En condiciones Optimas, estos microorganismos generan
metabolitos especificos, evitando que el patdgeno obtenga ventaja competitiva sobre el

microorganismo de control a tal punto de neutralizar al patégeno.

2.6 Antagonismo microbiano
Los microorganismos antagonistas, que incluyen bacterias, levaduras y hongos,
tienen la capacidad de ser biocontroladores sobre diversos patdgenos y se han empleado
con éxito para el manejo de enfermedades en plantas. Para su seleccion, estos
microorganismos deben demostrar varias caracteristicas clave: la habilidad de colonizar
rapidamente la superficie de los frutos y de persistir en ella de manera efectiva, una mayor
competencia que el patdgeno para la adquisicion de nutrientes, y la capacidad de sobrevivir

en diversas condiciones ambientales (Wisniewski & Wilson, 1992).

Se deben considerar otras propiedades como su estabilidad genética, efectividad a
bajas concentraciones, no exigente en requerimientos nutricionales, capacidad de
sobrevivir a las condiciones climaticas adversas. También, debe mostrar efectividad contra
un amplio rango de microorganismos patdgenos en una variedad de especies, capacidad de
reproducirse en medios de crecimiento econémicos, que se mantenga en una formulacion
durante un largo periodo de vida. Deben ser facil de aplicar sin produccion de metabolitos
secundarios que causen dafos a la salud humana, resistente a los fungicidas y compatible
con los procedimientos comerciales y no patogénico sobre el hospedero (Wilson y

Wisniewski, 1989).

2.6.1 Mecanismo de accion

Es fundamental comprender el mecanismo de accion de los microorganismos
antagonistas para optimizar su uso y facilitar la seleccion de nuevos biocontroladores
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efectivos. Estos conocimientos sobre los mecanismos de accion involucran: la antibiosis,
produccién de enzimas liticas, parasitismo, competencia por los nutrientes y espacio e
induccidn de resistencia. En general, se debe resaltar que mas de un mecanismo puede estar

implicado en el efecto de biocontrol (Dheeman et al., 2023).

Fuentes de microorganismos antagdnicos

Los microorganismos antagonistas se localizan en una variedad de nichos
ecoldgicos, como suelos agricolas, ambientes acuaticos y rizosferas, debido a las
condiciones especificas que promueven su desarrollo y actividad bioldgica. Estos
ambientes proporcionan factores esenciales, como nutrientes y competencia microbiana,
que favorecen la evolucion de estrategias adaptativas en estos organismos. Entre dichas
estrategias, destaca la produccién de compuestos bioactivos con propiedades
antimicrobianas y antifungicas. A continuacion, se presentan las principales fuentes de

estos microorganismos y sus caracteristicas especificas.

2.7.1 Microorganismos bacterianos de la Antartida

Debido a las caracteristicas extremas de la Antartida, tales como temperaturas bajo
cero, radiacion intensa y escasez de nutrientes, es una fuente prometedora de
microorganismos que sintetizan metabolitos secundarios con propiedades Unicas. A pesar
de que el ecosistema antartico todavia presenta una biodiversidad microbiana inexplorada,
existen varias publicaciones que han informado que estos microorganismos son una fuente

potencial de compuestos antimicrobianos (NUfiez-Montero et al., 2019).

Las bacterias que viven en condiciones ambientales adversas como la Antartida,
muestran estrategias de supervivencia atipicas, como la actividad antagonica que reduce la
presencia de microorganismos, con el fin de lograr ventajas competitivas. Las cepas
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antarticas representan una fuente valiosa y casi inexplorada de moléculas bioactivas para

el biocontrol de enfermedades de las plantas (Orella et al., 2023).

2.7.2 Microorganismos bacterianos de fermentacion de cacao

Las semillas de cacao fermentadas contienen una microbiota diversa que incluye
bacterias acido-lacticas. Estas bacterias son conocidas por su capacidad de producir
compuestos antimicrobianos y enzimas Utiles en diversos procesos biotecnologicos
(Wijaya et al., 2023). La fermentacion del cacao es una etapa indispensable, en la cual la
pulpa que envuelve las semillas es metabolizada por microorganismos que producen
compuestos como el etanol y &cido acético, los cuales promueven cambios fisicoquimicos

importantes en las almendras (Sol6rzano et al., 2021).

La planta de cacao se presenta como un huésped potencial para estas bacterias
endofiticas debido a su resistencia natural a patdgenos y plagas, asi como a la calidad de
sus granos de cacao. Una alternativa viable para abordar este problema es el uso de agentes
de biocontrol basados en bacterias endofiticas. Estas bacterias residen dentro de los tejidos
vegetales sin causar dafio a la planta, e incluso pueden aportar beneficios tanto al huésped
como al entorno, como la produccion de antibioticos naturales y enzimas degradantes que
inhiben el desarrollo de patogenos (Tigrero-Vaca et al., 2022). En los Gltimos afios, varios
estudios han explorado el uso de bacterias endofiticas como agentes de biocontrol contra

patdgenos fungicos productores de micotoxinas.

2.7.3 Microorganismos fungicos del Bosque Protector La Prosperina

El Bosque Protector La Prosperina es una fuente importante de hongos con

actividad biologica, ya que su biodiversidad permite la obtencion de microorganismos
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como Trichoderma sp., ampliamente conocidos por su capacidad para inhibir patdgenos de

interés agricola.

Este bosque tiene un clima seco tropical que favorece el crecimiento de microbiota
de suelo rica en consorcios de hongos, como micorrizicos, ectomicorricicos, micorrizicos
arbusculares, patégenos, bacterias y levaduras. Entre los hongos filamentosos
predominantes en suelos forestales se encuentran los géneros Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma y Fusarium, los cuales poseen aplicaciones en biocontrol de fitopatdgenos,
regeneracion de suelos degradados y produccién sostenible de bienes como alimentos,

farmacos y combustibles (Carrefio-Bulgarin et al., 2023).

La importancia de los microorganismos fungicos del bosque tropical seco resalta
como un recurso invaluable que merece mayor atencion cientifica. Este ecosistema no solo
es un refugio de biodiversidad, sino también un potencial generador de soluciones
biotecnolégicas innovadoras. Ademas, la interaccion Unica de estos hongos con las
condiciones del clima seco tropical podria ofrecer propiedades aun no descubiertas, lo que
subraya la necesidad de mas investigaciones en este entorno. Siendo una fuente estratégica
para el desarrollo de tecnologias sostenibles que pueden beneficiar tanto a la region como

a sectores clave de la economia.

2.8 Medios de cultivo

2.8.1 Trypto-Casein Soy Agar (TSA)

El agar de triptona y soja es un medio utilizado para aislar y cultivar una amplia
variedad de microorganismos como bacterias, levaduras y mohos. Contiene caseina y
peptonas de soja, que aportan los compuestos nitrogenados esenciales (aminoacidos y
péptidos) necesarios para el crecimiento bacteriano (Merck, s.f.).
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Debido a su excelente valor nutritivo, puede ser utilizado para el crecimiento y
aislamiento de bacterias aerobicas y anaerdbicas para favorecer el desarrollo de la mayoria

de los microorganismos exigentes (Bioser, s.f.).

En esta investigacion, este medio de cultivo serd utilizado para las bacterias

provenientes de semillas de fermentaciones de cacao y de la Antartida.
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Figura 3. Medio TSA.

2.8.2 Potato dextrosa agar (PDA)

Es un medio de cultivo disefiado para el analisis morfoldgico de hongos miceliados
y levaduras. Esta formula también es adecuada para el mantenimiento de cultivos y la
diferenciacion de ciertos dermatofitos en funcion de la produccion de pigmentos. El
extracto de papas proporciona una gran cantidad de nutrientes esenciales, incluyendo
carbohidratos complejos y sales minerales, que son fundamentales para el crecimiento de
los hongos, facilitando la produccion de pigmentos y estructuras que son Utiles para la

identificacion de especies (Valtek S.A., s.f.).

La glucosa sirve como fuente de energia para el metabolismo de los hongos,

mientras que el agar acta como un agente gelificante, garantizando un recuento colonial
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mas preciso. La adicion de antibiotico cloranfenicol y el pH ligeramente acido del medio
ayudan a inhibir el crecimiento de diversas especies bacterianas (Valtek S.A., s.f.). Estas
modificaciones crean un entorno que favorece a los hongos y levaduras, al tiempo que

inhiben la proliferacion de bacterias competidoras.

Organizaciones como la APHA y la FDA recomiendan el agar PDA para el
recuento de levaduras y mohos en alimentos, y productos lacteos. Ademas, este medio es
valioso para mantener cultivos de dermatofitos y diferenciar variedades en funcion de su
produccion de pigmentos, lo que lo convierte en una herramienta esencial en laboratorios
de microbiologia. Este medio de cultivo ayudara en esta investigacion para sembrar hongos
fitopatégenos como Lasiodiplodia theobromae y Moniliophthora roreri, también sera

utilizado para la siembra de los hongos antagonistas provenientes del bosque tropical seco.

2.8.3 Luria Broth (LB)

El caldo LB es uno de los méas usados para el cultivo de varias especies bacterianas,
debido a que es rico en nutrientes, de facil elaboracion y permite el crecimiento de una gran
variedad de cepas. Esta constituido por tres componentes, de los cuales uno es mineral, el
NaCl, y dos son organicos: triptona o peptona, y el extracto de levadura (Probiotek, s.f.).
Este caldo nutritivo ayudara en esta investigacion para sembrar las bacterias provenientes

de suelos antarticos y de fermentaciones de cacao.

P
=z

Figura 4. Medio LB.
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2.9 Meétodos de confrontaciones antagonistas

2.9.1 Confrontacion dual

El método de confrontacion dual se utiliza para analizar la interaccién entre
posibles antagonistas y hongos patdgenos. Este enfoque tiene como objetivo evaluar el
crecimiento microbiano que podria inhibir el desarrollo micelial del patégeno, utilizando
microorganismos seleccionados previamente en funcion de su identidad y fuente de
obtencion. A través de este analisis, se busca determinar la eficacia de los microorganismos
en la inhibicion del hongo patégeno, lo que permitira seleccionar y evaluar posteriormente

estos antagonistas en una confrontacion directa (Blanco et al., 2021).
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Figura 5. Esquema del método de confrontacion dual.

2.9.2 Confrontacion directa

Este método se emplea después de haber seleccionado las bacterias con capacidad
para antagonizar al patégeno. El objetivo es evaluar el crecimiento microbiano y la accion
antagonica de la bacteria contra el fitopatdgeno. Durante el proceso, se realizan mediciones
del halo en los dias 1, 3, 5y 7, junto con tres controles del hongo patégeno. Se realiza 3

réplicas por bacteria seleccionada, entre las cuales se hace una media de crecimiento entre
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los dias con las réplicas con el fin de poder ver el area de inhibicion del microorganismo

antagonico en contra del patogeno (Harris et al., 2020).

o
=
7]
—
o
1]
o

Figura 6. Esquema del método de confrontacion directa.

Capitulo 3
3. Materiales y métodos

Reactivacion de microorganismos de estudio

Para el estudio antagénico se emplearon cepas conservadas de Coleccion de
Cultivos Microbianos del CIBE (Bionatura, 2021). En total, se emplearan 55 bacterias y 6
hongos provenientes de diferentes nichos ecoldgicos: fermentados de cacao, Antartida y
bosque seco tropical. Los 61 microorganismos a evaluar tienen la siguiente procedencia:
30 microorganismos provenientes de fermentados de cacao, 25 de Antartida y 6
provenientes del bosque seco tropical. Ademas, se seleccionaron 2 fitopatdgenos de
relevancia del cultivo de cacao, como Moniliophthora roreri causante de la moniliasis y

Lasiodiplodia theobromae también conocida como “muerte stbita”.

Todas las cepas microbianas estan almacenadas bajo condiciones de

criopreservacién a -80°C, las cepas bacterianas se centraban medio LB con glicerol 20%,
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mientras que las cepas flngicas estan conservadas en PDB con glicerol al 20% (Guo et al.,

2020).

Para la reactivacion, se emplearon los protocolos internos de la coleccion (Flores
& Fernéndez, 2016), en la que las cepas se inocularon en cajas Petri con TSA, usando la
técnica de estriado con un asa y después se incubaron. Considerando las condiciones
Optimas de crecimiento, las bacterias provenientes de suelos de cacao se desarrollan a una
temperatura de 28°C - 30°C, mientras que las bacterias de origen antartico a 4°C, en un

periodo aproximado de 5 dias (Mariduefa et al., 2019).

En el caso de los hongos fitopatdgenos y antagonistas, se sembraron en cajas Petri
con medio PDA maés antibioticos (Cloranfenicol 10 mg/mL y estreptomicina 40 mg/mL).
Utilizando un sacabocado, se extrae una muestra y se coloca en la caja Petri para ser
incubados a 28°C aproximadamente durante 1 semana (Villavicencio-Vasquez et al.,

2018).

3.1 Disefio experimental

Tabla 1. Disefio de experimento.

Tipo de disefio Exploratorio
Fases de evaluacion Enfrentamientos preliminares y finales
Antartida

Procedencia de

. . Bosque seco tropical
microorganismos

Fermentados de cacao

Hongos fitopatogenos por evaluar Cultivo asociado
Moniliophthora roreri Theobroma cacao
Lasiodiplodia theobromae Theobroma cacao
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3.1.1 Pruebas antagonicas tipo dual

En la fase inicial, se realizara la prueba antagdnica dual empleada por Herrera et al.
(2023), donde se evaluaran los 61 microorganismos de los diferentes nichos ecoldgicos
contra los hongos fitopatogenos Lasiodiplodia theobromae y Moniliophthora roreri. En
esta primera fase no se toman mediciones, ya que se pretende seleccionar los
microorganismos a base de su crecimiento contra el patdgeno, luego llevarlo a la

confrontacidn directa en donde si se toman medidas de crecimiento por una semana.

Fermentados de cacao

Las bacterias de fermentados de cacao fueron previamente inoculadas en medio LB
aproximadamente por 5 dias para su crecimiento. En el centro de una caja Petri de 9 cm
que contenia PDA, se colocé un hongo patdégeno con ayuda de un sacabocado de 8 mm de
diametro. Después, se sembraron dos cepas bacterianas con la técnica de estriado, a una
distancia de 1,5 cm entre ellos (Figura 5), y luego se incub6 a una temperatura de 28-30°C
alrededor de 7 dias. Para esta prueba, se realizaron 3 réplicas por confrontacion dual y

controles del hongo patégeno Lasiodiplodia theobromae.

Bacterias antartidas

Las bacterias de Antartida se cultivaron en medio LB durante aproximadamente 7
dias, adaptandose a sus condiciones éptimas de crecimiento, que se encuentran entre 7'y
10°C. En el centro de una caja Petri de 9 cm que contenia PDA, se coloc6 un hongo
patdgeno con ayuda de un sacabocado de 8 mm de diametro. Después, se sembraron dos

cepas bacterianas con la técnica de estriado, a una distancia de 1,5 cm entre ellos, y luego
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se incubo a una temperatura de 20°C alrededor de 7 dias. Para esta prueba, se realizaron 3

réplicas por confrontacion dual y controles del patdgeno Lasiodiplodia theobromae.

En el caso de las pruebas de las bacterias provenientes de fermentados de cacao y
Antértida frente al fitopatdgeno Moniliophthora roreri, se siguié y adaptd la metodologia
propuesta por Mariduefia-Zabala et al. (2022). En el centro de una caja Petri de 9 cm que
contenia PDA, se colocd un hongo patégeno con ayuda de un sacabocado de 8 mm de
didmetro. Después, se sembraron cuatro cepas bacterianas con la técnica de estriado, a una
distancia de 2 cm en los extremos superior, inferior, derecho e izquierdo (Figura 7), y luego
se incubd a una temperatura de 28-30°C para las bacterias de fermentados de cacao y 17-
20°C para las bacterias antartidas, alrededor de 7 dias. Para esta prueba, se realizaron 3
réplicas por confrontacion dual y controles del hongo patégeno M. roreri. Este método, al
igual que el descrito por Herrera et al. (2023), garantiza que los microorganismos

promisores puedan inhibir al patdgeno de la misma manera.

’A) B)

Hongo

Figura 7. Esquema de la fase preliminar empleada para la evaluacion de bacterias promisorias
frente a fitopatogenos. A) Tratamiento control. B) Ensayo dual del biocontrolador y el patégeno.
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Bosque protector

Para la evaluacion antagénica de los hongos del bosque protector con los hongos
patdgenos, se empled una prueba de micoparasitismo (Condori et al., 2016). Se colocé un
hongo del bosque seco tropical en cada extremo de la caja Petri que contenia PDA mas
antibioticos (Cloranfenicol 10 mg/mL y estreptomicina 40 mg/mL), a una distancia de 1,5
cm entre ellos. Seguido, el hongo patdgeno se ubico en el centro de la caja Petri, y
finalmente se incub6 a 27°C por 7 dias (Figura 8). Para esta prueba, se realizaron 3 réplicas
por confrontacion dual y controles de los patdgenos Lasiodiplodia theobromae y

Moniliophthora roreri.

_A)

O 1.5 cmO 1,5 cm

Hongo Hongo  Hongo
patogeno

Figura 8. Esquema de la fase preliminar empleada para la evaluacién de hongos promisorios
frente a fitopatogenos. A) Tratamiento control. B) Ensayo dual del biocontrolador y el patogeno.

3.1.2 Seleccion de microorganismos para confrontacion directa

Una vez que se realizd la confrontacion dual de todos los microorganismos

promisorios con los patogenos, se seleccionaron aquellos con mayor potencial
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antimicrobiano para el biocontrol patogénico del cultivo de cacao. Posteriormente, se
realizé una confrontacion directa de manera exploratoria, midiendo el crecimiento entre el

microorganismo y el patdgeno durante un periodo de 7 dias.

Para la seleccion de bacterias a evaluar, se tomaron en cuenta cuatro criterios de
acuerdo con su potencial de biocontrol (Figura 9). En la que, de acuerdo con su crecimiento,
se determind: Criterio 1) Las bacterias impiden el crecimiento del patdgeno, por ende, son
seleccionadas para la confrontacion final. Criterio 2) Una bacteria fue capaz de impedir el
crecimiento del fitopatdgeno, por lo cual, solo esa es seleccionada. Criterio 3) El patégeno
cubre toda la superficie de la placa, por lo que ninguna es seleccionada. Criterio 4) El
patdgeno cubre una bacteria por completo en la placa, no obstante, hay un microorganismo

seleccionado que impide el crecimiento micelial.

Bacteria promisoria

- Hongo patégeno

Figura 9. Criterios de seleccion de bacterias promisorias para confrontacion directa.

Para la seleccién de hongos a evaluar, se tomaron en cuenta cuatro criterios de

acuerdo con su potencial de biocontrol (Figura 10). En la que, de acuerdo con su
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crecimiento, se determind: Criterio 1) Los hongos promisorios inhibieron al patogeno.
Criterio 2) Un hongo antagonico presenta micoparasitismo. Sin embargo, la otra cepa no,
por lo que se la descarta. Criterio 3) Los hongos no pudieron frenar el crecimiento
patogénico, lo que significa que hubo poco crecimiento, pero no son seleccionados. Criterio
4) El patégeno cubre toda la placa, por lo que ningin hongo promisorio pudo ser

seleccionado.

1)

- Hongo promiscrio

- Hongo patdgeno

3)

Figura 10. Criterios de seleccion de hongos promisorios para confrontacion directa.

3.1.3 Evaluacion directa de los microorganismos con potencial biocontrolador

Los ensayos se llevaron a cabo de manera in vitro, utilizando una metodologia
adaptada de Cubilla-Rios et al. (2019). Para esta segunda fase, se seleccionaron los
microorganismos con potencial biocontrolador y se evaluaron de manera individual con
los patdgenos. Se realizaron tres réplicas para cada posible biocontrolador y tres réplicas

para el control del patégeno.

Se midid el crecimiento de los halos de inhibicion con la ayuda de una regla

graduada, lo que permitio identificar las cepas bacterianas o fungicas con capacidad de
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controlar al patégeno, asi como evaluar el crecimiento de las cepas en las condiciones de
control. La distancia entre el microorganismo benéfico y el patégeno fue modificada
ligeramente. En el caso de bacteria-hongo, la distancia entre extremos fue de 3 cm (Figura

11), mientras que para el enfrentamiento hongo-hongo fue de 1,5 cm (Fig. 12).

A) B)

3cm 3cm
o ) [ o
Hongo Hongo

Bacteria

Figura 11. Esquema de la fase final empleada para la evaluacion de bacterias promisorias frente
a fitopatdgenos. A) Tratamiento control. B) Ensayo directo del biocontrolador y el patdgeno.

A) B)

Hongo

Figura 12. Esquema de la fase final empleada para la evaluacion de hongos promisorios frente a
fitopatdgenos. A) Tratamiento control. B) Ensayo directo del biocontrolador y el patdgeno.

Posteriormente, se sembraron las bacterias previamente de los fermentados de

cacao (cultivadas durante 5 dias a 27°C) y de la Antartida (cultivadas durante 7 dias a 10°C)
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en medio LB para favorecer su crecimiento. Luego, estas se inocularon en medio PDA
junto al patégeno. Con ayuda de un sacabocado de 8 mm de didmetro, se coloco el patdgeno
en un extremo de la placa a una distanciade 3 cm, mientras que el microorganismo benéfico

se colocd en el extremo opuesto, manteniendo la misma distancia.

Para el enfrentamiento directo entre los hongos del bosque seco tropical y los
patdgenos, se siguid el mismo protocolo utilizado por Cubilla-Rios et al. (2019), en el que
ambos se inoculan a una distancia de 3 cm entre extremos. En este caso, se utilizd6 PDA
maés antibidticos (Cloranfenicol y estreptomicina) para evitar el crecimiento de bacterias,

lo que permite realizar la evaluacion de manera méas adecuada.

Una vez realizada la confrontacion directa, las mediciones del halo de inhibicion se
realizaron en intervalos de 1, 3, 5y 7 dias, evaluando el crecimiento radial del patdgeno en
presencia del microorganismo promisorio. Al final, se calculd el promedio de todos estos
datos. El halo de inhibicién bacteriano se defini6 como la distancia entre el punto de
inoculacién de la bacteria y el limite de crecimiento del hongo patégeno, segun el protocolo

descrito por Blanco et al. (2021).

3.1.4 Andlisis estadistico

Se utiliz6 ANOVA o Kruskal-Wallis dependiendo si los datos son paramétricos o
no paramétricos para evaluar las diferencias de crecimiento antagdnico entre los grupos de
microorganismos por cada patogeno Lasiodiplodia theobromae y Moniliophthora roreri.
En el cual, se aplicard la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey, con el fin
de determinar qué microorganismo presentd la mayor capacidad inhibitoria frente al

patogeno (Statgraphics Centurion, 2024).
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Los datos obtenidos de cada microorganismo promisorio, junto con los patdégenos
evaluados, se analizan utilizando el programa Statgraphics (Statgraphics Centurion, 2024).
Este programa nos permite observar en detalle las medias y, a través de graficos, visualizar
el crecimiento antagonico de los microorganismos. De esta manera, es posible seleccionar
de la forma mas precisa qué bacterias y hongos muestran un mayor impacto en el

crecimiento de los hongos patégenos.
Capitulo 4

4. Resultados y discusion
4.1 Evaluacion preliminar de microorganismos promisorios
De las evaluaciones realizadas de las bacterias de fermentados de cacao, Antartida
y hongos del bosque seco tropical, se obtuvo un total de 22 microorganismos con actividad
antagonica contra el hongo fitopatégeno Lasiodiplodia theobromae (Tabla 2) y un total de
22 microorganismos entre fermentados de cacao, Antartida y hongos del bosque seco

tropical contra el patdgeno Moniliophthora roreri (Tabla 3).

Tabla 2. Microorganismos promisorios seleccionados en la confrontacion dual del
patégeno Lasiodiplodia theobromae.

Procedencia Identificacion
Fermentados de cacao Acetobacter ghanensis
Lactiplantibacillus fabifermentans
Bacillus amyloliquefaciens
Acetobacter oryzoeni
Bacillus velezencis
Acetobacter tropicalis
Paenibacillus vulneris
Ralstonia sp.

Bacillus sp.
Levilactobacillus brevis
Priestia megaterium
Acetobacter pasteurianus
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Bacillus siamensis

Liquorilactobacillus mali

Acetobacter sp.

Lactobacillus plantarum

Bacillus licheniformis

Bacillus cereus

Bacillus altitudinis

Acetobacter papayae

Bosque protector

Trichoderma inhamatum

Trichoderma spirale

Tabla 3. Microorganismos promisorios seleccionados en la confrontacion dual del

patdégeno Moniliophthora roreri.

Procedencia

Identificacion

Fermentados de cacao

Priestia megaterium

Bacillus paramycoides

Acetobacter oryzoeni

Bacillus sp.

Acetobacter tropicalis

Leuconostoc pseudomesentorioides

Sphingomonas panni

Bacillus velezencis

Bacillus siamensis

Brevibacillus formosus

Acetobacter papayae

Bacillus cereus

Antartida

Pseudomonas kitaguniensis

Janthinobacterium tructae

Filibacter sp.

Pseudomonas yamanorum

Streptomyces nojiriensis

Chryseobacterium sp.

Pseudomonas psychrophila

Bosque protector

Trichoderma inhamatum

Trichoderma spirale

Gongronella butleri
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Estos microorganismos promisorios fueron seleccionados por su capacidad de
inhibir a los hongos patdgenos en la confrontacion dual. A continuacion, se describen los

resultados de esta prueba preliminar por cada fuente de microorganismo promisorio.

4.1.1 Seleccion de bacterias de fermentados de cacao contra hongos fitopatdgenos

En la figura 13, se observaron durante 7 dias algunas cepas promisorias con mejor
crecimiento de las 20 bacterias seleccionadas de fermentados que inhibieron al patdgeno L.
theobromae, donde se observé que la mayor parte de los microorganismos seleccionados tuvieron
un antagonismo en contra del patdégeno, destacando a las bacterias del género Acetobacter.
Ademas, resaltando bacterias que no han sido mencionadas en otras investigaciones como las
bacterias Liquorilactobacillus mali, Lactobacillus plantarum y Paenibacillus vulneris, que

representan atributos antifngicos para biocontrolar al patdgeno, posiblemente gracias a la

produccidn de enzimas antagdnicas o metabolitos secundarios (Wijaya et al., 2023).

Figura 13. Micfoorganismos que inhibieron al hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae en
el dia 7 de evaluacion.
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Acerca de la interaccion entre las bacterias de fermentados de cacao y el patdgeno
Moniliophthora roreri, se identificaron 12 cepas promisorias a través de confrontaciones duales

(Figura 14), por lo que este hallazgo sugiere que existe un potencial biocontrolador en las cepas

seleccionadas, destacando nuevos microorganismos con posible potencial biocontrolador.

wnes =10 Rrne.

Priestia megaterium

- R o Sees

Acetobgcter oryzoeni

417

bs99

& 2

¢ 5

S 3
= | §
QO =
= Q-;

' ~. ' 3
Leuconostoc = SR
]

pseudomese

18589 1cas £8%:
Figura 14. Bacterias promisorias de fermentados de cacao contra M. roreri en confrontacion dual
al dia 7.

Se identifico el crecimiento de 8 cepas bacterianas promisorias en comun frente a ambos
fitopatdgenos, lo que sugiere que estas cepas pueden tener un potencial biocontrolador patogénico
generalista 0 de amplio espectro. Su relevancia en esta investigacién sugiere que deben ser

consideradas para futuras aplicaciones en el control biologico de fitopatdgenos. Se resalta la
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importancia de bacterias que no han sido estudiadas donde se observa que tienen competencia
directa por espacio y nutrientes contra patdgenos, como Sphingomonas panni y Priestia

megaterium (Dheeman et al., 2023).

4.1.2 Seleccion de bacterias de Antartida contra hongos fitopatégenos

No hubo crecimiento de bacterias de Antartida frente a Lasiodiplodia theobromae,
ya que fueron inhibidas completamente por el patdgeno en la confrontacion dual, por lo
gue quedan descartadas para la prueba de confrontacion directa. No pudieron crecer debido
a la falta de condiciones 6ptimas de crecimiento, lo que significa que se deberia considerar
los consorcios microbianos para potenciar su efecto biocontrolador contra patdgenos, ya
que posiblemente no contaron con una interaccion sinérgica o el apoyo de otros
microorganismos que podrian haber favorecido su crecimiento o actividad (Viera-Arroyo

et al., 2020).

En la figura 15, se observan los enfrentamientos duales de las bacterias de Antartida
frente al patdgeno Moniliophthora roreri. Se especula que, debido a la influencia de la
temperatura, el crecimiento del patdgeno fue lento. En consecuencia, se hicieron ensayos
adicionales en los que se probd el efecto de la temperatura en el crecimiento de 7 cepas y
el patogeno, lo que nos permitié identificar una temperatura Optima para ambos

microorganismos que es de 22°C.

Se evidencia un crecimiento micelial reducido a partir del dia 5. Durante esta fase
de crecimiento, existe una competencia mutua por el aprovechamiento de nutrientes, lo que
resulta en un desarrollo més lento a diferencia del ensayo de las bacterias de fermentados

de cacao (Santos et al., 2020).
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Figura 15. Bacterias promisorias de Antartida contra M. roreri en confrontacion dual al dia 7 de
evaluacion.

4.1.3 Seleccion de hongos del bosque seco tropical contra hongos fitopatégenos

Se realizé la confrontacion dual de los 6 hongos del bosque seco tropical contra el
fitopatdégeno Lasiodiplodia theobromae, para seleccionar los hongos promisorios que

podrian inhibir al fitopatdgeno (Figura 16).
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Figura 16. Hongos benéficos de bosque protector contra L. theobromae en confrontacién dual en
el dia 7 de evaluacion. 1) Dos hongos promisorios seleccionados por inhibir al patogeno. 2)
Hongos descartados por no presentar halos de inhibicion. 3) Mayor crecimiento del hongo
patdgeno en la placa Petri.

Los primeros dias de la prueba antagonica, se observé la competitividad fungica
entre hongo con potencial benéfico contra hongo patégeno. No obstante, a partir del tercer
dia, la interaccién antagonista entre ambos hongos comienza a ser influenciada por el
hongo promisorio (Fig. 16). Considerando que los hongos Trichoderma spirale y
Trichoderma inhamatum fueron seleccionados por su capacidad antagénica al ser
expuestos con el patdgeno, ya que demostraron mayor crecimiento micelial o

micoparasitismo (Carvajal et al., 2024).

Se realizé el ensayo de confrontacién dual de los 6 hongos promisorios contra el
fitopatdgeno Moniliophthora roreri. Al quinto dia, se pudo observar que solo tres hongos
promisorios: Trichoderma spirale, Trichoderma inhamatum y Gongronella butleri

inhibieron a M. roreri (Figura 17).
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Figura 17. Hongos promisorios contra M. roreri en confrontacion dual en el dia 7 de evaluacion.

A cabo del dia 5, se observo un mayor crecimiento micelial de hongos promisorios
en contra de M. roreri, destacando que estos hongos provenientes del bosque seco tropical
tienen el potencial de ser antagonistas contra este patogeno (Carrefio-Bulgarin et al., 2023).
Gongronella butleri al no ser estudiada por otros investigadores, se considera una

alternativa novedosa para el control de este patégeno.
4.2 Confrontacion directa de microorganismos promisorios contra patégenos

4.2.1 Ensayo antagénico de bacterias de fermentados de cacao

En el anexo 2, se presentan las mediciones de crecimiento diarias de las bacterias
de fermentados de cacao en interaccidn con el hongo Lasiodiplodia theobromae. Con los
datos obtenidos de las mediciones del anexo 2, se realizé una prueba de homocedasticidad

por medio de la prueba de Levene (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de la prueba de Levene para los datos de crecimiento diario de las bacterias
de fermentados de cacao frente a Lasiodiplodia theobromae.

Prueba de varianza Prueba Valor p
Levene 2,05421 0,0073
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El valor p de la prueba de Levene es menor a 0,05, indicando que hay evidencia
suficiente para rechazar la homogeneidad de varianza. Se sugiere realizar datos no
paramétricos, por ende, se realizara un Kruskal-Wallis obtenido con el programa
Statgraphics detallado en la tabla 5.

Tabla 5. Prueba de Kruskal-Wallis con nivel de confianza del 90% con bacterias de fermentados
de cacao contra Lasiodiplodia theobromae.

Prueba de Kruskal-Wallis

Bacterias de fermentados de cacao | Rango promedio
Acetobacter ghanensis 163,125
Acetobacter oryzoeni 147,208
Acetobacter papayae 157,583
Acetobacter pasteurianus 161,833
Acetobacter sp. 112,792
Acetobacter tropicalis 148,625
Bacillus altitudinis 50,3333
Bacillus amyloliquefaciens 142,792
Bacillus cereus 150,292
Bacillus licheniformis 51,375
Bacillus siamensis 124,417
Bacillus sp. 132,917
Bacillus velezencis 120,708
Lactiplantibacillus fabifermentans 138,417
Lactobacillus plantarum 130,5
Levilactobacillus brevis 36,0833
Liquorilactobacillus mali 126,292
Paenibacillus vulneris 38,1667
Priestia megaterium 128,625
Ralstonia sp. 147,917

Prueba estadistica: 82,4602 Valor p: 6,97881E-10
Nota. Las bacterias resaltadas fueron inhibidas por el hongo patogeno.

Como el valor p de la prueba es menor, hay diferencia estadisticamente significativa
entre el crecimiento de bacterias promisorias en presencia del patdgeno, representando que
la mayor parte de las cepas bacterianas tuvieron mayor resistencia y tolerancia al patégeno

de estudio.
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En consecuencia, la mayor parte de microorganismos con potencial benéfico
pudieron controlar su crecimiento, descartando la opcion de que no exista la posibilidad de
bacterias capaces de biocontrolar el patdgeno Lasiodiplodia theobromae. 16 bacterias

promisorias fueron capaces de inhibir el crecimiento micelial.

Para verificar qué bacterias lograron inhibir a los patégenos por completo y cuales
no lograron crecer, se realiza la prueba de Tukey (Tabla 6), que permite agrupar a las

bacterias con antagonismo para saber qué grupos de bacterias son diferentes entre si.

Tabla 6. Prueba de Tukey con nivel de confianza del 90% en las bacterias de fermentados de cacao
frente a Lasiodiplodia theobromae.

Tabla de medias por el método Tukey HSD
Bacterias de fermentados de Media Limite Limite superior
cacao inferior

Acetobacter ghanensis 1,20833 0,542012 1,87465
Acetobacter oryzoeni 1,14167 0,475346 1,80799
Acetobacter papayae 1,175 0,508679 1,84132
Acetobacter pasteurianus 1,26667 0,600346 1,93299
Acetobacter sp. 0,829167 0,162846 1,49549
Acetobacter tropicalis 1,65 0,983679 2,31632
Bacillus altitudinis 0,266667 -0,399654 0,932988
Bacillus amyloliquefaciens 1,08333 0,417012 1,74965
Bacillus cereus 1,09167 0,425346 1,75799
Bacillus licheniformis 0,279167 -0,387154 0,945488
Bacillus siamensis 0,958333 0,292012 1,62465
Bacillus sp. 1,04167 0,375346 1,70799
Bacillus velezencis 1,51667 0,850346 2,18299
Lactiplantibacillus fabifermentans | 1,04167 0,375346 1,70799
Lactobacillus plantarum 1,625 0,958679 2,29132
Levilactobacillus brevis 0,175 -0,491321 0,841321
Liquorilactobacillus mali 0,975 0,308679 1,64132
Paenibacillus vulneris 0,183333 -0,482988 0,849654
Priestia megaterium 0,983333 0,317012 1,64965
Ralstonia sp. 1,13333 0,467012 1,79965

Nota. Las bacterias resaltadas fueron inhibidas por el hongo patégeno.
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Intervalo de medias

Figura
crecimi
de color azul hacen referencia al promedio de los valores obtenidos en la prueba Tukey de los
microorganismos.

Se pudo verificar que las bacterias seleccionadas tuvieron mayor indice de
crecimiento, aunque algunas fueron inhibidas por completo por el hongo patégeno como
se indica en la tabla 6. Con la prueba de Kruskal-Wallis por rango promedio, se verifico
que Paenibacillus vulneris, Bacillus licheniformis, Bacillus altitudinis y Levilactobacillus

plantarum no ejercen antagonismo.

El resto de las bacterias tuvieron un crecimiento normal indicando que existen
diferencias entre los grupos de bacterias seleccionadas, a diferencia de las que tuvieron
mayor rango, es decir Acetobacter ghanensis, Acetobacter pasteurianus y Acetobacter
papayae por lo que inhibieron al patdgeno. Esto sugiere que el género Acetobacter tiene
un potencial considerable como biocontroladores de L. theobromae. Ademas, se constato
que algunas bacterias del fermentado de cacao lograron crecer de manera Optima en
presencia del patdégeno, mientras que otras no mostraron capacidad de inhibicion,
evidenciando la variabilidad en la respuesta de las cepas bacterianas ante el desafio del

fitopatdgeno.
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18. Grafica de diferencias de medias de bacterias de fermentados de cacao con mayor

ento y con menor crecimiento realizada con prueba de Tukey (L. theobromae). Los puntos

39



El contraste de crecimiento acelerado del control del patégeno a partir del dia 3
versus las pruebas directas contribuyd en la comparacion del efecto de las bacterias
promisorias en la inhibicion del crecimiento micelial de L. theobromae. Esta comparacion
permitio identificar la capacidad de varios microorganismos para frenar el desarrollo del

patogeno.

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis y Tukey se confirma que la mayor parte
bacterias de fermentados de cacao presentan antagonismo contra el patégeno. No todos los
microorganismos promisorios lograron inhibir al hongo patégeno, resaltando que en esta
ocasion las bacterias de género Acetobacter y Bacillus que tienen mayor antagonismo, por
lo que se puede concordar con otros autores, que estas especies pueden secretar compuestos
antifangicos capaces de biocontrolar a patdgenos (Wang et al., 2023). Aunque también
existieron otras cepas bacterianas que destacaron por su antagonismo en la investigacion
como Lactiplantibacillus fabifermentans, Ralstonia sp. y Priestia megaterium, siendo
posibles nuevas alternativas de biocontroladores contra el patdgeno. Algunos autores
sugieren que se debe a la secrecion de metabolitos que inhiben al patégeno (Rusin et al.,

2020).

Mediante la evaluacion de las placas Petri, se observé que las bacterias provenientes
del fermentado de cacao demostraron un alto potencial biocontrolador del patdgeno
Moniliophthora roreri (Tabla 3), seguidas por los hongos del bosque seco tropical,
mientras que las bacterias de la Antartida mostraron un desempefio significativamente
menor. Con ayuda de los datos del anexo 4, se obtuvieron los datos necesarios para realizar

la prueba de homocedasticidad por medio de Levene.

40



El valor p de la prueba de Levene es menor de 0,05, asegurando que no sigue

ninguna homocedasticidad, ya que no es paramétrico.

Tabla 7. Resultados de la prueba de Levene para los datos de crecimiento diario de las bacterias
de fermentados de cacao frente a Moniliophthora roreri.

Prueba de varianza Prueba Valor p
Levene 2,62606 0,0046

Se realiza un andlisis de Kruskal-Wallis (Tabla 8) para determinar el crecimiento
de cada bacteria por medio de sus rangos. Lo que indica que las 12 bacterias seleccionadas
tienen un crecimiento similar, a diferencia de tres cepas Bacillus sp., Brevibacillus
formosus y Bacillus siamensis, que tuvieron mayor antagonismo dentro de las

confrontaciones directas.

Tabla 8. Prueba de Kruskal-Wallis con nivel de confianza del 90% con bacterias de fermentados
de cacao y Moniliophthora roreri.

Prueba de Kruskal-Wallis

Bacterias de fermentados | Rango promedio
de cacao

Acetobacter oryzoeni 63,9583
Acetobacter papayae 70,375
Acetobacter tropicalis 56,8333
Bacillus cereus 50,7083
Bacillus paramycoides 84,5
Bacillus siamensis 91,125
Bacillus sp. 98,0417
Bacillus velezencis 45,2083
Brevibacillus formosus 90,25
Leuconostoc 63,875
pseudomesentorioides

Priestina megaterium 72,2083
Sphingomonas panni 82,9167

Prueba estadistica: 22,0327 Valor p: 0,0241214
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Se encontraron resultados estadisticamente significativos entre los grupos de este

analisis, ya que el valor p es menor al nivel de significancia que es 0,05, dando a entender

que la mayor parte de las bacterias de fermentados de cacao fueron capaces de inhibir el

crecimiento micelial del hongo patégeno.

Para poder verificar las cepas que tuvieron mayor potencial biocontrolador del

patdégeno Moniliophthora roreri, se realizé la prueba Tukey (Tabla 9). Observando que las

bacterias promisorias que proporciona el analisis Kruskal-Wallis son iguales a la de Tukey,

ya que, en ambas pruebas, las mismas bacterias otorgaron datos estadisticamente

significativos al ser competitivas con el hongo patégeno en el transcurso de los dias,

manteniendo y asegurando que se cumplieron con los pardmetros esperados.

Tabla 9. Prueba de Tukey con nivel de confianza del 90% en las bacterias de fermentados de cacao
y Moniliophthora roreri.

Tabla de medias por el Método Tukey HSD

Bacterias de | Media Limite inferior Limite superior
fermentados de

cacao

Acetobacter oryzoeni | 1,11667 -0,441722 2,67506
Acetobacter papayae | 1,18333 -0,375056 2,74172
Acetobacter tropicalis | 0,95 -0,608389 2,50839
Bacillus cereus 0,858333 -0,700056 2,41672
Bacillus 1,99167 0,433278 3,55006
paramycoides

Bacillus siamensis 1,56667 0,00827783 3,12506
Bacillus sp. 3,20833 1,64994 4,76672
Bacillus velezencis 0,8 -0,758389 2,35839
Brevibacillus 3,09167 1,53328 4,65006
formosus

Leuconostoc 1,08333 -0,475056 2,64172
pseudomesentorioides

Priestina megaterium | 1,23333 -0,325056 2,79172
Sphingomonas panni | 1,425 -0,133389 2,98339
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Todas las cepas tenian un crecimiento similar como indican las medias de cada una,
a diferencia de las bacterias Acetobacter tropicalis y Bacillus velezencis, posiblemente por
la falta de consorcios microbianos, ya que con anterioridad si expresé un biocontrol. Al ser
expuestas de manera directa, no tuvieron el mismo crecimiento, siendo afectadas por el
patogeno. Para poder reconocer cuales bacterias tuvieron mayor viabilidad, se emplea una

gréfica con ayuda del programa MiniTab con los valores que nos dio Statgraphics en la

tabla 9.
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Figura 19. Gréfica de diferencias de medias de bacterias de fermentados de cacao con
mayor crecimiento y con menor crecimiento realizada con prueba de Tukey (M. roreri).
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Para corroborar estos datos, se realiza una comparacion de medias en grupos de las
bacterias seleccionadas de acuerdo con la figura 19, la cual representa el crecimiento de
cada bacteria por sus medias, destacando su posibilidad como biocontroladores de
patogenos. A pesar de que las medias de estos microorganismos eran estadisticamente
similares, se establece que estos datos son similares a los que se obtuvieron con el patdgeno
Lasiodiplodia theobromae, ya que en ambos patdgenos estudiados, 8 microorganismos
antagonicos resaltaron por igual, que fueron Acetobacter oryzoeni, Acetobacter papayae,
Acetobacter tropicalis, Bacillus cereus, Bacillus siamensis, Bacillus sp., Bacillus

velezencis y Priestia megaterium.

Figura 20. Bacterias promisorias de fermentados de cacao que inhibieron al patégeno
Moniliophthora roreri en el dia 7.
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A partir del dia 10, se realiz6 un seguimiento para observar algin cambio
significativo en las confrontaciones. Todas las bacterias continuaron controlando al
patogeno, excepto Bacillus paramycoides y Sphingomonas panni, quienes fueron inhibidas
por M. roreri. Esta interaccion opuesta a las demas cepas pudo deberse a un mecanismo de
defensa del patdgeno que pudiese implicar la produccion de metabolitos toxicos para estas

bacterias (Palacios-L0pez et al., 2020).

4.2.2 Ensayo antagonico de microorganismos de Antartida

Una vez seleccionadas las cepas microbianas, se establecieron mediciones diarias del
crecimiento de los microorganismos promisorios contra el patégeno M. roreri que se encuentran
en el anexo 5. Con estos datos, se realiz6 una prueba de Levene presentado en la tabla 10 con
ayuda de Statgraphics.

Tabla 10. Resultados de la prueba de Levene para los datos de crecimiento diario de las bacterias

de fermentados de cacao frente a Moniliophthora roreri.

Prueba de varianza Prueba Valor p
Levene 3,14068 0,0083

El valor p menor a 0,05 en la prueba de Levene representa la relacion entre la variabilidad
observada entre los grupos de las bacterias seleccionadas y la variabilidad dentro de los grupos,
por lo que se lleva a cabo un analisis de Kruskal-Wallis, ya que es un método no paramétrico

(Tabla 11).

Tabla 11. Prueba de Kruskal-Wallis con nivel de confianza del 90% en bacterias de Antartida y
Moniliophthora roreri.

Prueba de Kruskal-Wallis

Bacterias de Antartida Rango promedio
Chryseobacterium sp. 53,3333
Filibacter sp. 42,5417
Janthinobacterium tructae | 26,9167
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Pseudomonas kitaguniensis | 45,7917
Pseudomonas psychrophila | 52,2083
Pseudomonas yamanorum | 32,75

Streptomyces nojiriensis 43,9583

Prueba estadistica: 11,3943 Valor p: 0,0769283

Estos valores fueron extraidos por Statgraphics con los datos del anexo 5, por
consiguiente, como el valor p en el Kruskal-Wallis es mayor a 0,05, no se encuentra
evidencia suficiente para concluir que haya diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos, dandonos a entender que la mayor parte de microorganismos
seleccionados fueron capaces de controlar al patégeno hasta el dia 7. Por lo que su

crecimiento no es estadisticamente diferente al resto de bacterias.

Una bacteria que no logré inhibir a M. roreri fue Janthinobacterium tructae, pese
a haber demostrado la capacidad de inhibir el crecimiento del hongo patdégeno en las
pruebas duales. Esta diferencia en los resultados finales podria deberse por la falta de
consorcios microbianos, puesto que en la fase preliminar de las cepas promisorias estaban
expuestas con otras bacterias en la misma caja Petri, resaltando la baja competitividad

microbiana contra el patégeno (Orella et al., 2023).

Aunque esto no explica a detalle su incapacidad antagénica en la confrontacion
final, se cree que la interaccién con otras cepas puede generar el intercambio de nutrientes
entre ambas cepas. Se sugiere que Janthinobacterium tructae no se descarte sin probar

nuevas condiciones de ensayo (Dheeman et al., 2023).

Para verificar que las bacterias actian como biocontroladoras contra el patdgeno,

se realiz6 la prueba de Tukey, agrupando cada bacterias para ver si hay diferencias
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significativas entre ellas (Tabla 12). Esto permitié relacionar las medias de crecimiento de
las bacterias con mayor y menor de inhibicion frente al patdgeno, estableciendo una
diferencia significativa en el crecimiento directo entre ambas bacterias contra

Moniliophthora roreri.

Tabla 12. Prueba de Tukey con nivel de confianza del 90% en las bacterias de Antartida y
Moniliophthora roreri.

Tabla de medias por el Método Tukey HSD

Bacterias de Antartida | Media Limite inferior Limite superior
Chryseobacterium sp. 1,775 0,393403 3,1566
Filibacter sp. 1,5 0,118403 2,8816
Janthinobacterium 0,9 -0,481597 2,2816
tructae

Pseudomonas 3,21667 1,83507 4,59826
kitaguniensis

Pseudomonas 1,65 0,268403 3,0316
psychrophila

Pseudomonas 1,175 -0,206597 2,5566
yamanorum

Streptomyces 1,45 0,0684028 2,8316
nojiriensis
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Estos resultados aportan informacion relevante sobre las bacterias seleccionadas en
las confrontaciones directas, ya que la mayoria logré detener el crecimiento contra el
patdgeno de manera Optima hasta el dia 7. Sin embargo, todas tuvieron un comportamiento
similar de acuerdo con la grafica descrita de la figura 21, describiendo asi, que todas las

cepas tienen un mecanismo de defensa similar contra el patdgeno.
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Figura 21. Gréfica de diferencias de medias de bacterias de Antartida con mayor crecimiento y
con menor crecimiento realizada con prueba de Tukey (M. roreri).

Se observa el crecimiento de las bacterias seleccionadas, destacando que la mayoria
de los microorganismos fueron capaces de inhibir el crecimiento del hongo patdgeno de
manera significativa, sobresaliendo la bacteria Chryseobacterium sp. (Figura 21). Los
resultados obtenidos mediante la prueba Tukey y el analisis de Kruskal-Wallis nos
ayudaron a coincidir en que las bacterias con menor antagonismo fueron
Janthinobacterium tructae y Pseudomonas yamanorum, ya que su crecimiento fue bajo

como se mostrd en la tabla de mediciones diarias del anexo 5. Esto concuerda con Santos
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et al. (2020), quien encontro bacterias de suelos antarticos con crecimientos limitados,
debido a la variabilidad de su entorno, como el medio de cultivo o temperatura, afectando
a sus propiedades antifungicas, aceptando que se debe de seguir investigando mas a estas

bacterias para mejorar su aplicacién como cepas biocontroladoras de fitopatdgenos.

Las actinobacterias antarticas han demostrado una importante actividad antifangica
contra varios hongos fitopatdgenos (Santos et al., 2020). Aunque el hongo patégeno mostro
crecimiento limitado hasta el dia 5, se procedié a cambiar la temperatura a 25 °C a partir
del dia 7 tras tomar las mediciones finales, debido a que no se registrd crecimiento micelial

en el control ni en las confrontaciones.

Este cambio pudo afectar a las confrontaciones generando dudas al respecto. Se
recomendaria repetir estas pruebas individuales, bajo diferentes temperaturas, hasta
encontrar un rango de crecimiento similar entre el microorganismo promisorio contra el
patégeno M. roreri, y hasta ver un crecimiento 6ptimo en el control para validar estos

hallazgos.

Al dia 10 se observ6 un cambio dréstico entre el microorganismo y M. roreri, donde
el hongo patogeno crecid de manera significativa, afectando el crecimiento de las bacterias
de la Antértida e inhibiéndolas por completo, excepto Filibacter sp., quien pudo controlar

el crecimiento del patégeno hasta el dia 10.
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En los enfrentamientos individuales contra el patdgeno, ciertos microorganismos
presentan diferente capacidad antagonica por la competitividad de nutrientes con el

fitopatdgeno. Por ello, funciona de mejor manera en consorcios bacterianos (Blanco et al.,

2021).

4

Figura 22. Bacterias promisorias de Antartida que inhibieron al patégeno Moniliophthora roreri
en el dia 7 de evaluacion. 1) Bacteria promisoria inhibi6 al fitopatdgeno. 2) Bacteria detuvo el
crecimiento del patégeno.

4.2.3 Ensayo antagénico de hongos del bosque protector

Los hongos promisorios del bosque seco tropical lograron inhibir al patégeno
cuando actuaron en conjunto. También se observé este efecto antagonista de manera
individual e incluso potenciado. Los hongos promisorios inhibieron por completo al

patdgeno a partir del dia 3 (Anexo 3).

Los hongos del género Trichoderma fueron antagonistas con capacidad
biocontroladora. Este hallazgo se puede comparar con los controles del patdégeno L.

theobromae, el cual si creci6 completamente en toda la caja Petri. Esta capacidad
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biocontroladora puede ser el resultado de la produccion de metabolitos secundarios que

tienen propiedades inhibitorias de fitopatdgenos (Oyesola et al., 2024).

Figura 23. Hongos benéficos que inhibieron al patdgeno Lasiodiplodia theobromae en el dia 7 de
evaluacion.

Estos hongos promisorios Trichoderma spirale y Trichoderma inhamatum
presentaron gran capacidad antagonica contra L. theobromae , como lo demuestran algunos
autores, puesto que logran producir metabolitos secundarios como la gliotoxina y las
triconinas, que tienen propiedades antifungicas. Ademas, pueden degradar las paredes
celulares de fitopatdgenos, ya que utilizan enzimas como las quitinasas y las B-1,3-

glucanasasas (Oyesola et al., 2024).
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La confrontacion final de los tres hongos promisorios, Trichoderma spirale,
Trichoderma inhamatum y Gongronella butleri presentaron micoparasitismo contra el

fitopatégeno Moniliophthora roreri (Figura 24), inhibiendo al patégeno desde el dia 5

como se muestra en el anexo 6.

-~ : o A . e - /
Figura 24. Hongos benéficos que inhibieron al patdgeno Moniliophthora roreri en el dia 7 de
evaluacion.

Estos hongos presentaron antagonismo contra el patdégeno L. theobromae y contra
M. roreri, demostrando su alta capacidad antagdnica contra estos hongos fitopatdgenos
(Oyesola et al., 2024). De estos hongos, destaca el hongo Gongronella butleri, cuyos
estudios son limitados y escasos, por lo que su inclusion en esta investigaciébn como
biocontrolador sugiere una posible actividad micoparasitaria similar a Trichoderma spirale

y Trichoderma inhamatum (Borriss & Keswani, 2023).
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5.

Capitulo 5

Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Este estudio demostré el potencial de bacterias y hongos en la inhibicion del
crecimiento de los fitopatdgenos Lasiodiplodia theobromae y Moniliophthora roreri. En
los enfrentamientos duales contra L. theobromae, 20 bacterias provenientes de fermentados
de cacao y 2 hongos del bosque seco tropical mostraron actividad antagonica, mientras que
en los enfrentamientos finales, solo 16 bacterias de fermentados de cacao y los 2 hongos
promisorios mantuvieron esta capacidad inhibitoria. En los enfrentamientos duales frente
a Moniliophthora roreri, se identificé actividad inhibitoria en 12 bacterias de fermentados
de cacao, 7 bacterias antarticas y 3 hongos del bosque seco tropical. En los enfrentamientos
finales, 10 bacterias de fermentados de cacao, 1 bacteria de Antartida y 3 hongos del bosque

seco inhibieron el crecimiento micelial del fitopatogeno.

Se destaca principalmente las bacterias provenientes de fermentados de cacao, en
especial del género Acetobacter y Bacillus, y los hongos endéfitos Trichoderma
inhamatum y Trichoderma spirale, con mejores resultados para el control biolégico de
agentes infecciosos. ElI hongo Gongronella butleri también present6 actividad antagonica
en menor medida que los hongos del género Trichoderma, aun asi, se presenta como una
nueva alternativa de biocontrolador contra patdgenos. Ademas, hay que resaltar otras cepas
bacterianas que tuvieron actividad antagénica como Chryseobacterium sp.,

Lactiplantibacillus fabifermentans, Ralstonia sp. y Priestia megaterium.

Sobre los microorganismos antarticos, hubo bacterias que crecieron en

confrontacion dual, pero no en confrontacion directa. Por lo que, seria recomendable el uso
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de consorcios microbianos en las cepas que tuvieron menor actividad antagonica para
potenciar su efecto biocontrolador contra patégenos. También se deberia considerar
Chryseobacterium sp., Filibacter sp., Pseudomonas kitaguniensis, Pseudomonas
psychrophila, Pseudomonas yamanorum y Streptomyces nojiriensis como posibles nuevas

alternativas de biocontroladores contra patdgenos.

Finalmente, este estudio proporciona informacion de la evaluacion in vitro de estas
cepas bacterianas para el biocontrol de fitopatdgenos para futuras investigaciones con la
finalidad de que estas cepas bacterianas puedan ser aprovechadas para el desarrollo de

futuros productos biotecnoldgicos a base de microorganismos.

5.2 Recomendaciones

Se sugiere realizar mas confrontaciones duales que incluyan diferentes arreglos de cepas
que en esta investigacion no hayan demostrado actividad inhibitoria contra ambos
patogenos, con el fin de explorar su potencial en consorcios microbianos antes de
descartarlos.

Evaluar nuevas condiciones contraladas de ensayo tales como temperatura y concentracion,
para las pruebas con bacterias provenientes de la Antartida, en busqueda de profundizar el

potencial de estos microorganismos.
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ANEXos:

Anexo 1: Hongos y bacterias preliminares reactivadas.

Procedencia

Cadigo

Identificacion

Fermentados de cacao

CCMCIBE-B683

Acetobacter ghanensis

CCMCIBE-B953

Acetobacter papayae

CCMCIBE-B681

Acetobacter pasteurianus

CCMCIBE-B972

Bacillus altitudinis

CCMCIBE-B753

Bacillus amyloliquefaciens

CCMCIBE-B963

Bacillus cereus

CCMCIBE-B841

Bacillus licheniformis

CCMCIBE-B878

Bacillus siamensis

CCMCIBE-B703

Bacillus sp.

CCMCIBE-B952

Lactiplantibacillus fabifermentans

CCMCIBE-B659

Priestia megaterium

CCMCIBE-B670

Acetobacter oryzoeni

CCMCIBE-B660

Bacillus paramycoides

CCMCIBE-B715

Acetobacter tropicalis

CCMCIBE-B652

Bacillus subtilis

CCMCIBE-B873

Paenibacillus vulneris

CCMCIBE-B859

Paenibacillus acanthi

CCMCIBE-B866

Liquorilactobacillus mali

CCMCIBE-B915

Brevibacillus formosus

CCMCIBE-B872

Lactobacillus plantarum

CCMCIBE-B997

Levilactobacillus brevis

CCMCIBE-B689

Acetobacter sp.

CCMCIBE-B869

Bacillus velezencis

CCMCIBE-B858

Lactiplantibacillus plantarum

CCMCIBE-B857

Leuconostoc pseudomesenteroides

CCMCIBE-B722

Paenibacillus yunnansis

CCMCIBE-B700

Ralstonia sp.

CCMCIBE-B682

Sphingomonas panni

CCMCIBE-B992

Staphylococcus capitis

CCMCIBE-B864

Staphyloccocus epidermis

Antartida

CCMCIBE-B762

Arthrobacter livingstonensis

CCMCIBE-B051 Arthrobacter sp.
CCMCIBE-B775 Chryseobacterium sp.
CCMCIBE-B132 Filibacter sp.

CCMCIBE-B006

Janthinobacterium lividum

CCMCIBE-B062

Janthinobacterium sp.
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CCMCIBE-B095 Janthinobacterium tructae
CCMCIBE-B138 Leifsonia antartica
CCMCIBE-B135 Pseudomonas antartica
CCMCIBE-B126 Pseudomonas brenneri
CCMCIBE-B1031 Pseudomonas caspiana
CCMCIBE-B053 Pseudomonas fluorescens
CCMCIBE-B057 Pseudomonas frederiksbergensis
CCMCIBE-B052 Pseudomonas kitaguniensis
CCMCIBE-B089 Pseudomonas munensis
CCMCIBE-B082 Pseudomonas paraversuta
CCMCIBE-B1007 Pseudomonas psychrophila
CCMCIBE-B124 Pseudomonas rhodesiae
CCMCIBE-B088 Pseudomonas silesiensis
CCMCIBE-B139 Pseudomonas sp.
CCMCIBE-B081 Pseudomonas yamanorum
CCMCIBE-B041 Pseudomonas glacincola
CCMCIBE-B065 Pseudomonas pickettii
CCMCIBE-B764 Rhodoccus sp.
CCMCIBE-B761 Streptomyces nojiriensis
Bosque seco tropical CCMCIBE-H721 Talaromyces liani
CCMCIBE-H722 Trichoderma inhamatum
CCMCIBE-H725 Absidia sp.
CCMCIBE-H736 Trichoderma spirale
CCMCIBE-H738 Cladosporium cladosporioides
CCMCIBE-H746 Gongronella butleri
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Anexo 2: Registro de los dias de crecimiento bacteriano en cepas de fermentados de cacao
con el hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae. Junto al control del patégeno.

Confrontacion directa bacterias fermentado de cacao vs Lasiodiplodia theobromae

Crecimiento antagonico de microorganismos (cm)

Bacteria Dia 1 Dia 3 Dia5 Dia 7
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Acetobacter 18 | 16 | 17 | 13 | 13 1 11 1 09 | 09 1 0,9

ghanensis

Lactiplantibacillus | 4 & | 47 | 94 | 11 | 12 | 12 | 09 | o8 1 06 | 06 | 04

fabifermentans

Bacillus 17 | 17 | 16 | 08 | 13 | 11 | o5 1 09 | 05 1 0,9

amyloliquefaciens

Acetobacter 16 | 22 2 12 | 16 | 15 | 09 | 13 | 09 - 0,5 .

oryzoeni

Bacillus velezencis 1,1 15 1,3 0,9 1 0.9 0,7 0,6 0,7 0,3 0,6 0,5

Acetobacter

tropicalis 1,8 1,4 1,6 1,2 1,2 1,2 0,8 0,7 0.8 0,6 0,5 0,8

Paenibacillus 12 0.4 0.6 _ ) . . ) _ _

vulneris

Ralstonia sp. 1,9 1,7 1,7 1,3 1 1,1 0,9 0,8 0,8 0,9 0,8 0,7

Bacillus sp. 1,7 1,9 1,8 1 1,1 1,3 0,7 0,7 0,5 0,7 0,6 0,5

Levilactobacillus 0.9 0.6 0.6 ) ) . . ) _

brevis

Priestia 18 13 1,4 12 0,9 09 09 07 06 08 07 0,6

megaterium

Acetobacter 2.1 1,7 1,8 1,7 1,4 14 1 0,8 0,8 0,9 0,8 0,8

pasteurianus

Bacillus siamensis 1,7 15 15 1,1 1 1 0,6 0,6 0,6 0,7 0,6 0,6

;‘g;i‘or"acmbac”'us 18 1,7 17 07 1,1 1,2 05 08 1 0,4 03 05

Acetobacter sp. 14 1,2 14 0,8 0,85 1 0,8 0,9 0,9 0,4 0,3 -

Lactobacillus 15 | 16 | 18 | 09 1 14 | 07 | o5 | o5 | 05 | 05 | 05

plantarum

Bacillus

licheniformis 1 1.1 c Ui i ud i i i i i i

Bacillus cereus 1,8 1,8 1,7 1,1 1 1,3 0,7 1,1 1,2 0,2 11 0,1

Bacillus altitudinis 1 1,4 0,8 - - - - - - -

Acetobacter 1,7 1,7 15 14 1,3 1 09 08 0,9 0,9 1 1

papayae

Nota: Las bacterias que se encuentran con el color gris significan que no presentaron crecimiento
antagonico con el hongo fitopatogeno, por lo cual quedaron descartadas en la investigacion.
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Control de patégeno Lasiodiplodia theobromae

Crecimiento de patogeno (cm)

Lasiodiplodia Dia 1 Dia 3 Dia5 Dia7
theobromae — — — — — — — — — — — —
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Control 2,3 2,1 2,2 4,5 52 51 7 6,8 7,1 8,5 8,5 8,5
Nota: Control diario del crecimiento del fitopatégeno.
Anexo 3: Registro de los dias de crecimiento del bosque seco tropical con el hongo
fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae. Junto al control del patdgeno.
Confrontacion directa hongos bosque seco tropical vs Lasiodiplodia theobromae
Crecimiento antagonico de microorganismos (cm)
Bacteria Dial Dia 3 Dia5 Dia7
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
T_rlchoderma 32 31 3.1 0.1 ) ) _ . . . . -
inhamatum
Trichoderma | 36 | 31 | 32 | 05 | 01 | - - : - : : :
spirale

Nota: El hongo fitopatdgeno inhibid las cepas del hongo con potencial benéfico.

Crecimiento de tratamiento control de patégeno
(cm)

Dias R1 R2 R3
1 2,5 2,7 2,8
2 6,2 6,6 7
3 8,5 8,5 8,5
4 8,5 8,5 8,5
5 8,5 8,5 8,5
6 8,5 8,5 8,5
7 8,5 8,5 8,5

Nota: Control diario del crecimiento del fitopatogeno.

66




Anexo 4: Registro de los dias de crecimiento bacteriano en cepas de fermentados de cacao
con el hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri y control del patégeno.

Confrontacidn directa bacterias fermentado de cacao vs Moniliophthora roreri
Crecimiento antagonico de microorganismos (cm)
Bacteria Dial Dia 3 Dia5 Dia7

R1 R2 R3 Rl | R2 | R3|R1 | R2| R3|R1|R2|R3

Priestina megaterium 2,2 2,3 2,4 1,6 2 0 1 (15| 0 |07 |11]| O

Bacillus paramycoides 2,4 2,2 2,3 2 18117107 (13/09|04/01| O
Acetobacter oryzoeni 2,3 2,2 1,9 1,2 12105/08(08|08|08]|0,7]0,2
Bacillus sp. 2.1 2,2 2 16 (18 |16 |15(18 1309|1612
Acetobacter tropicalis 1,6 1,3 1,1 0,8 12113051209 ]| O 1 |05
Leuconostoc pseudomesentorioides 2,4 2,4 2,4 0 11114 0 (08|11] 0 |05|0,9
Sphingomonas panni 2,5 2,4 2,4 1,9 19 (171211 1 {(02]03]0,5
Bacillus velezencis 15 1,6 1,1 05 (08|06|05|/08|05|04)|08]0,5
Bacillus siamensis 2,4 2,4 2,3 1,6 1711611141509 |14 0,5

Brevibacillus formosus 2 2,3 2.1 12 | 222 11|18 |13|0,7|15| O

Acetobacter papayae 2,2 2,1 2,3 17 (16| 0 {21211 0 |11]09| 0O
Bacillus cereus 1,6 1,9 18 o7 | 11|07 0 |05]09]| 0 |03]0,8

Control de patdgeno vs bacterias de fermentados de cacao
Halos de inhibicion promisorio en patdgeno (cm)
M. roreri Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
R1 R2 | R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Control - - - 3,768 3,925 3,611 6,594 6,908 7,222 8,949 9,577 10,362
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Anexo 5: Registro de los dias de crecimiento bacteriano en cepas de la Antartida con el
hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri y control del patdégeno.

Confrontacién directa bacterias de Antartida vs Moniliophthora roreri

Crecimiento antagonico de microorganismos (cm)
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Peeudomonas | 52 | 21 | 23 | 21 | 19 | 2 | 14 | 12 | 13 | 03 | 05 | 06
kitaguniensis
Janthinobacterium 21 i 2 18 i 18 12 i 12 0.3 0 0.4
tructae
Filibacter sp. 2,2 2,1 18 2 2 1,8 1,2 15 1,2 0,7 0,8 0,7
Pseudomonas | 4 q 2 19 | 18 | 1,7 | 19 1 08 | 11 0 0 0
yamanorum
Streptomyces |, 2 22 | 21 2 19 | 15 | 13 | 12 | 02 | o8 0
nojiriensis
Chryseost;Jacterlum 2.4 23 2 2,3 2,2 19 1.8 1,6 15 1 0,9 1,4
Pseudomonas 23 22 24 2.1 2,2 2,4 1,4 1,2 19 0,3 0,5 0,9
psychrophila
Control de patdgeno vs bacterias de Antartida
- Halos de inhibicion promisorio en patégeno (cm
Moniliophthora P patdgeno (cm)
roren Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Control - - - - - - - 2,1 2 0 43 41
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Anexo 6: Registro de los dias de crecimiento micelial del bosque protector con el hongo
fitopatdgeno Moniliophthora roreri y control del patdgeno.

Confrontacion directa hongos bosque seco tropical vs Moniliophthora roreri

Crecimiento antagoénico de microorganismos (cm)

Bacteria Dia 1l Dia 3 Dia 5 Dia7
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Trichoderma

; 3,4 3,6 3,6 1 1,9 1,3 - - - - R
inhamatum

Trichoderma

. 3,7 3,6 3,8 1,5 1,6 1,6 - - - - -
spirale

Gongronella

. 43 4,1 4,2 3,1 3,3 2,8 2,6 2,2 2,1 - -
butleri

Control patégeno Moniliophthora roreri
(cm)

Dia R1 R2 R3
1 0,9 0,9 0,9
2 1 1,1 11
3 1,4 15 1,4
4 2,1 2,2 2,2
5 2,7 2,5 3
6 3 3 3
7 3 3 3
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