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Resumen

Millones de microorganismos se asocian de manera positiva y negativa a las
plantaciones de cacao, los patdégenos de importancia economica disminuyen
anualmente su produccion, generando considerables perdidas en la industria
cacaotera. El objetivo de la investigacion consistio en evaluar el efecto antagonista
de microorganismos eficientes frente al hongo patdégeno Diaporthe longicolla a nivel
in vitro. Se realizd una caracterizacion morféloga e identificacibon molecular al
microorganismo mediante la técnica de Barcoding EF1-a. Se efectuaron 4
tratamiento con 5 réplicas y sus respectivos controles, sumando un total de 45
unidades experimentales. Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza
simple ANOVA, bajo un disefio experimental completamente aleatorizado (DCA), la
prueba de medias se efectué segun Tukey p=0.05. Se midié el crecimiento radial del
microorganismo cada 24 horas, ademas se analizo la longitud del halo de inhibicion
en cajas Petri, a los 10 dias post-siembra. Los resultados de la caracterizacion
morfolégica microscépica confirman que las muestras analizadas pertenecen al
género Diaporthe sp. La extraccion de ADN permiti6 amplificar una banda de
aproximadamente 1200 pares de bases para el marcador EF1-a. La secuenciacion
reveld que la muestra de D. longicolla (EF1-a) tiene un porcentaje de pureza del
98,41%. El Control Diaporthe longicolla tuvo un crecimiento superior en ambos
experimentos tanto para el antagonismo frente a T. harziaum y T. asperellum.
Ademas, el crecimiento micelial entre ellos fue similar en ambos casos. Se observd
un efecto inhibitorio de B. subtilis sobre D. longicolla, mientras que P. fluorescens no

mostro un efecto inhibitorio significativo.

Palabras Clave: Antagonista, cacao, Diaporthe longicolla, microorganismos,

patogenos.
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Abstract

Millions of microorganisms are positively and negatively associated with cocoa
plantations, pathogens of economic importance annually reduce their production,
generating considerable losses in the cocoa industry. The objective of the research
was to evaluate the antagonistic effect of efficient microorganisms against the
pathogenic fungus Diaporthe longicolla at an in vitro level. A morphological
characterization and molecular identification of the microorganism was carried out
using the EF1-a Barcoding technique. Four treatments were carried out with 5
replicates and their respective controls, adding a total of 45 experimental units. The
data were analyzed using a simple analysis of variance ANOVA, under a completely
randomized experimental design (DCA), the test of means was carried out according
to Tukey p=0.05. The radial growth of the microorganism was measured every 24
hours, and the length of the inhibition zone was analyzed in Petri dishes, 10 days
after sowing. The results of the microscopic morphological characterization confirm
that the analyzed samples belong to the genus Diaporthe sp. DNA extraction allowed
the amplification of a band of approximately 1200 base pairs for the EF1-a marker.
Sequencing revealed that the D. longicolla sample (EF1-a) has a purity percentage of
98.41%. The Control Diaporthe longicolla had superior growth in both experiments for
both the antagonism against T. harziaum and T. asperellum. Furthermore, the
mycelial growth between them was similar in both cases. An inhibitory effect of B.
subtilis on D. longicolla was observed, while P. fluorescens did not show a significant

inhibitory effect.

Keywords: Antagonist, cocoa, Diaporthe longicolla, microorganisms, pathogens.
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Introduccion

El cacao, cientificamente conocido como Theobroma cacao L., es un arbol de hoja
perenne originario de la region amazénica y clasificado dentro de la familia
Malvaceae (Martinez-Salvador & Flores Pacheco, 2022). Destaca como una de las
especies vegetales mas cultivadas y de mayor importancia econdmica en las zonas
tropicales globales (Rios-Moyano et al., 2023). Su fruto es ampliamente utilizado en
la industria alimentaria para la produccién de una variedad de productos de confiteria,
asi como en la industria cosmética y medicinal por sus propiedades grasas (Mufioz &
Lépez, 2022).

Los desafios fitosanitarios representan los principales elementos que han contribuido
a la disminucion en la produccién de cacao y a la reduccién en la calidad del
producto final, origindndose por enfermedades derivadas de hongos fitopatégenos
(Polanco et al., 2020). Esta situacion ha experimentado un aumento reciente, en
parte debido a la falta de practicas de manejo adecuadas en los cultivos y a las
alteraciones ambientales inducidas por actividades humanas (Ramos-Ramos et al.,
2020).

La produccion global de cacao se ve influenciada por una variedad de factores
bidticos, convirtiéndose en enfermedades ocasionadas por organismos fungicos y
oomycetes emergen como las mas significativas para el cultivo (Anzules Toala et al.,
2022). Entre las patologias se destacan la “escoba de bruja” causada
por Moniliophthora perniciosa, “la moniliasis” provocada por Moniliophthora roreri y la
“pudricion negra de la mazorca” atribuida por el género Phytophthora spp (Martinez-
Reina et al.,, 2023). Esta situacibn amenaza la sostenibilidad de la produccion
nacional del cultivo, requiriendo estrategias de manejo integrado que aborden
aspectos preventivos para mitigar su impacto en la industria cacaotera (Gerrero et al.,
2020).

En los ultimos afios, se han detectado la aparicion de nuevos hongos que conllevan
una amenaza considerable para la produccidon de cacao, impulsado un incremento
en la investigacion sobre estrategias de control y prevencion de enfermedades en los
campos del cultivo (Cedefio Moreira et al., 2020). Un estudio llevado a cabo en

Puerto Rico ha identificado dos nuevas especies de hongos, Diaporthe tulliensis y

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Diaporthe pseudomangiferae, como agentes causales de la pudricion de la mazorca
de cacao, este hallazgo marca el primer informe de estas especies de hongos,
enfatizando la importancia de la identificacion y comprension de nuevos patdgenos
en distintas especies vegetales para el desarrollo de medidas efectivas de control
(Serrato-Diaz et al., 2022).

Los hongos del género Diaporthe son conocidos por ser fitopatdgenos, lo que
significa que pueden causar enfermedades en plantas, y se encuentra comunmente
asociados con una amplia gama de especies vegetales, incluyendo arboles, arbustos,
y plantas herbaceas (Mena et al.,, 2024). Algunas especies de Diaporthe son
patdgenos primarios que pueden causar enfermedades graves, mientras que otras
actuan como patégenos oportunistas, aprovechando las debilidades de las plantas
huésped (Montoya et al., 2021). Los sintomas de las enfermedades causadas por
Diaporthe varian dependiendo de la especie de planta afectada y del hongo
especifico involucrado, incluyendo manchas foliares, marchitamiento, pudricion de

tallos, y la muerte de tejidos vegetales (Sanchez et al., 2015).

Ademas, resulta relevante destacar que los insecticidas quimicos son el principal
recurso empleado para el control de hongos fitopatdégenos, convirtiéndose en una
accion efectiva en los sistemas de produccion agricola, proporcionando una
estrategia de control de amplio espectro y accion rapida (Chirinos et al., 2020). Sin
embargo, este enfoque ha conllevado a una serie de consecuencias negativas en el
medio ambiente, puesto que la contaminacién resultante de la aplicacion de
productos quimicos ha generado efectos adversos, como la eliminacién de enemigos
naturales, la posible intoxicacién para la salud humana y el desarrollo de resistencia
en las plagas, lo que destaca la necesidad de considerar alternativas mas
sostenibles y respetuosas con el medio ambiente para el control de enfermedades

en los cultivos (Villa et al., 2022).

Considerando lo expuesto, es conveniente emplear alternativas de control mas
sostenibles para mitigar los impactos ambientales y los riesgos para la salud
asociados con el uso excesivo de insecticidas quimicos (Pilaloa David et al., 2021).
El control biologico, en particular, emerge como una alternativa viable y respetuosa
con el ambiente, fundamentada en el empleo de organismos vivos para combatir las

poblaciones de insectos plaga (Lopez-Barrera, 2021).
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En este contexto, los microorganismos entomopatégenos como Bacillus subtilis,
Trichorderma spp y Pseudomona fluorescen, se perfilan como antagonistas
biolégicos prometedores que pueden integrarse con facilidad en los planes de
manejo integrado de enfermedades (Guerrero et al., 2020). Estos microorganismos
poseen un alto potencial de control biolégico al reducir la esporulacién de los
patdgenos en las mazorcas y permanecer activos alrededor de cuatro meses en los
tejidos florales, proporcionando una defensa prolongada contra la infeccion por
hongos fitopatdégenos (F. C. Mora et al., 2024). El objetivo de este estudio se enfoco
en evaluar bajo condiciones in vitro el potencial antagonico de microorganismo

eficientes frente al hongo Diaporthe longicolla.
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Capitulo I: El problema de lainvestigacion

1.1 Planteamiento del problema

El cultivo del cacao es crucial para la economia de muchas regiones
tropicales. No obstante, enfrenta una amenazada constantemente por la
proliferacidon de hongos fitopatogenos. Estos organismos, tales como
Phytophthora spp., Moniliophthora spp., Lasiodiplodia spp., causan
enfermedades devastadoras como la pudricion de la planta y la mazorca

resultando pérdidas significativas de rendimiento y calidad.

A consecuencia de la deficiencia del desarrollo y productividad del cultivo,
investigadores han descubierto nuevas especies de fitopatdogenos, se ha
observado un aumento de nuevos organismos derivando una amenaza
significativa para la salud de diversas especies vegetales. Para Serrato-
Diaz et al., (2022) el hongo Diaporthe longicolla es un patégeno fungico
recientemente identificado con afectaciones a plantaciones de cacao en
Puerto Rico, provocando la pudricibn de la mazorca, derivando

devastadores mermas en el rendimiento de la planta afectada.

A pesar de los intentos de la industria y los agricultores por controlar estas
enfermedades, los enfoques tradicionales que se apoyan en fungicidas
qguimicos han demostrado ser inviables a largo plazo debido al desarrollo
de resistencia por parte de los patégenos. Este proceso, desencadenado
por la presion selectiva generada por el uso repetido de los mismos
fungicidas, ha propiciado la emergencia de cepas de hongos
fitopatdgenos que muestran resistencia, lo que reduce la efectividad de

los tratamientos y agrava la situacion.

Por lo tanto, existe una necesidad apremiante de desarrollar alternativas
efectivas y sostenibles para el control de hongos fitopatégenos en
plantaciones de cacao. Una prometedora estrategia es la utilizacion de
microorganismos eficientes con actividad antagonista contra estos
patéogenos. Los microorganismos son organismos beneficiosos que,
mediante la produccién de compuestos antimicrobianos y la competencia

por nutrientes y espacio, pueden suprimir el crecimiento y la propagacién
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de los hongos fitopatdégenos.

Entender como estos microorganismos afectan positivamente el
crecimiento de las plantas de cacao enfrentando a hongos patogenos,
proporcionara a agricultores y cientificos la capacidad de tomar decisiones
fundamentadas sobre la implementacién de estos métodos bioldgicos
como parte de las practicas de gestion agricola. Esta medida podria influir
notablemente en la eficiencia productiva y la sostenibilidad a largo plazo

de las plantaciones de cacao.

1.2 Delimitacion del problema.

Dado el limitado numero de reporte sobre la incidencia del hongo
patogeno Diaporthe longicolla en las plantaciones de cacao, amerita el
estudio biotecnolégico enfocado en la utilizacion de microorganismos
eficientes como estrategia de control biolégico sostenible. Ademas, la
aplicacion de herramientas biotecnolégicas ofrece una aproximacion
innovadora y efectiva para abordar esta problematica, permitiendo el
desarrollo de soluciones personalizadas y adaptativas a las condiciones

especificas de industria cacaotera.

El estudio se enfoca en investigar el efecto antagonista de
microrganismos eficientes en condiciones in vitro frente al hongo
Diaporthe longicolla, aislado de muestras de tejidos vegetal infectado en
cacao CCN-51.

1.3 Formulacién del problema

¢ Cual sera el efecto inhibitorio de crecimiento del hongo fungico Diaporthe
longicolla frente a los microorganismos eficientes (Trichoderma harzianum,

Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis, Pseudomona fluorescens)?.

1.4 Preguntas deinvestigacion
¢ Cual es el objetivo principal al evaluar el efecto antagonista in vitro de

microorganismos eficientes frente al hongo Diaporthe longicolla?

¢ Qué caracteristicas hacen que Trichoderma harzianum, Trichoderma

asperellum, Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens sean candidatos
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prometedores para este tipo de evaluacion?

¢Cual es la importancia practica de evaluar estos microorganismos en

condiciones in vitro antes de realizar pruebas en el campo?

¢Cuales son los posibles mecanismos mediante los cuales estos
microorganismos pueden ejercer su efecto antagonista contra Diaporthe

longicolla?

¢, Como se pueden optimizar las condiciones de cultivo para maximizar la

actividad antagonista de estos microorganismos?

¢ Qué implicaciones podria tener el uso de estos microorganismos como
agentes biocontroladores en términos de sostenibilidad ambiental y

seguridad alimentaria?

¢ Cual es el impacto de los microorganismos frente al crecimiento del hongo
Diaporthe longicolla?

¢ Cual es el mecanismo de accidn de los microorganismos en el desarrollo

del crecimiento del hongo Diaporthe longicolla?

1.5 Determinacion del tema

El tema de investigacion propuesto es “Evaluar el efecto antagonista in
vitro de microorganismos eficientes (Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum, Bacillus subtilis, Pseudomona fluorescens) frente al hongo

Diaporthe longicolla.

En esta investigacidbn, se busca determinar estrategias de control
biolégico efectivas para combatir las enfermedades en cultivos de cacao.
Esta evaluacion es fundamental para comprender la viabilidad y eficacia
de estos agentes de gestion biologica en la supresion del crecimiento del
hongo patégeno, lo que a su vez podria proporcionar una base solida para
el desarrollo de medidas preventivas y de manejo preventivo en la

agricultura.

Esta investigacion ampliard el conocimiento sobre el empleo de




microorganismos eficientes en practicas agricolas, asi como su capacidad

para potenciar la productividad en especies vegetales.

1.6 Objetivo general
Evaluar el efecto antagonista in vitro de microorganismos eficientes
(Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis,

Pseudomona fluorescens) frente al hongo Diaporthe longicolla.

1.7 Objetivos especificos

% Caracterizar morfolégica y molecularmente al hongo Diaporthe longicolla a

partir de aislados de tejido vegetal infectado de cacao CCN-51.

% Medir el crecimiento radial de las colonias del microorganismo patégeno
Diaporthe longicolla y antagonistas (Trichoderma harzianum, Trichoderma

asperellum) cada 24 horas durante 10 dias.

X/

% Analizar la longitud del halo de inhibicion, entre la cepa fitopatégena
Diaporthe longicolla sobre (Bacillus subtilis y Pseudomona fluorescens)

cada 24 horas durante 10 dias.

1.8 Hipotesis
Al menos uno de los microorganismos eficientes tendra un efecto

inhibitorio in vitro sobre el hongo Diaporthe longicolla.

1.9 Declaracion delas variables (operacionalizacion)

Se detalla en la tabla 1 el cuadro de operacionalizacion de variables

Tabla 1. Tabla de operacionalizacién de variables.

Aplicacion de microorganismos eficientes
(Trichoderma harzianum, Trichoderma

asperellum, Bacillus subtilis, Pseudomona

Variable independiente
fluorescens)

v' Caracteristica  morfolégica de hongo

Diaporthe longicolla.
Variable dependiente

v Caracteristicas moleculares del hongo
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Diaporthe longicolla.
v" Crecimiento de las colonias

v" Medir el crecimiento inhibitorio de las cepas

1.10 Justificacion

El objetivo de este estudio consistio en evaluar el efecto antagonista in
vitro de microorganismos eficientes (Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum, Bacillus subtilis, Pseudomona fluorescens) frente al hongo
Diaporthe longicolla. En este contexto los microorganismos eficientes
incrementan la diversidad microbiana de los suelos, secretan sustancias
utiles que incluyen aminoacidos, acidos nucleicos, sustancias bioactivas y
azucares que promueven el crecimiento de las plantas logrando suprimir

la presencia de patogenos.

Es importante destacar que el cultivo de cacao es un sistema productivo
agricola de interés creciente a nivel mundial, con un interés en constante
aumento. No obstante, se enfrenta a diversos desafios, especialmente
relacionados con la presencia de enfermedades fitopatogenas que han
sido reportadas como limitantes en numerosas regiones productoras de
cacao en todo el mundo. Por lo tanto, resulta fundamental llevar a cabo de
forma precisa, la dinamica de estas enfermedades en campo, con el fin de
desarrollar estrategias de manejo adecuadas que puedan mitigar su

impacto negativo en la produccién.

Estudios de Jaizme-Vega & Rodriguez-Romero (2008), manifiestan que el
control biolégico en la agricultura mediante el empleo de microorganismos
eficientes ofrece una solucion prometedora en este sentido. En relaciones
suelo - plantas estos microrganismos son fundamentales por ejemplo en
el ciclo del “fosforo”, gobiernan las transformaciones y son solubilizadores
de fosfato y hacen que sean disponibles para la nutricion de la planta.

La evaluacion del efecto antagonista in vitro proporciona una plataforma
controlada y reproducible para estudiar las interacciones entre los
microorganismos eficientes y los hongos fitopatogenos. Esto permite

investigar aspectos fundamentales de la dinamica de estas interacciones
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y la capacidad de colonizacién del hospedador. Ademas, los ensayos in
vitro pueden ser el primer paso en la seleccion de cepas de
microorganismos eficientes con potencial para aplicaciones en

condiciones de campo.

Por ultimo, el empleo de organismos benéficos, puede tener un impacto
positivo en la productividad y calidad del cultivo de cacao. Estos
organismos positivos, establecen un equilibrio microbiolégico del suelo y
mejoran su calidad, lo que incrementa la produccidn y proteccion de los
cultivos, conserva los recursos hnaturales y crea una agricultura

sustentable.

1.11 Alcancey limitaciones

1.11.1. Alcance

El objetivo de esta investigacion se enfoca en la evaluacion rigurosa y
sistematica del efecto antagonista in vitro de microorganismos eficientes
(Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis,
Pseudomona fluorescens) frente al hongo Diaporthe longicolla. Esta
seleccién de microorganismos se basa en su reconocida capacidad para
actuar como agentes de control biolégico en cultivo agricolas de interés
econdmico, y su capacidad potencial para suprimir el crecimiento y la

propagacion de hongos fitopatégenos.

En cada uno de los grupos se mediran diferentes variables relacionadas
en el desarrollo inhibitorio de las cepas, como caracterizacién morfologica,
caracterizacién molecular, crecimiento de las colonias, medicién del halo
inhibitorio, etc. Estas mediciones se realizaran de forma periodica al largo

del desarrollo experimental de las cepas.

Se aplicaran métodos estadisticos para analizar los datos recopilados y
determinar si hay diferencias significativas entre los grupos de tratamiento
y control. La presentacion de los resultados se llevara a cabo mediante
figuras y tablas, junto con un andlisis de varianza para identificar la
capacidad potencial de los microorganismos en la supresiéon de hongos

patégenos durante el cultivo de cacao.
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El alcance de la investigacion abarcara la realizacion de pruebas in vitro
para determinar la capacidad de los microorganismos eficientes para
inhibir el crecimiento y desarrollo del hongo Diaporthe longicolla. Se
llevaran a cabo experimentos en condiciones controladas, utilizando

diferentes combinaciones de los microorganismos.

Los resultados de esta investigacion podrian tener un impacto significativo
en la agricultura, ya que podrian proporcionar alternativas mas sostenibles
y respetuosas con el medio ambiente para el control del hongo Diaporthe
longicolla. Si se demuestra que los microorganismos eficientes tienen un
efecto antagonista efectivo, se podrian desarrollar productos bioldgicos
basados en ellos, lo que reduciria la dependencia de los productos
quimicos tradicionales y sus efectos negativos en la salud humana y el

medio ambiente.

1.11.2.Limitaciones

En base al tema propuesto y los objetivos planteados se puede detallar

las principales limitaciones de la investigacion:

» Disponibilidad limitada de muestras: La obtencion de muestras
adecuadas tanto de los microorganismos como del hongo puede
ser un desafio, especialmente si se busca una variacidn genética

especifica.

» Contaminacién cruzada: Existe el riesgo de contaminacion cruzada
entre las diferentes cepas de microorganismos y el hongo obijetivo,
lo que podria afectar los resultados y dificultar la interpretacion de
los efectos antagonistas.

» Factores ambientales: Los resultados de un estudio in vitro pueden
no reflejar necesariamente las condiciones reales del ambiente en
el que los microorganismos y el hongo interactuan, lo que podria

limitar la aplicabilidad de los resultados a situaciones de campo.

» Variabilidad bioldgica: Los microorganismos y el hongo pueden

exhibir una variabilidad bioloégica inherente, lo que dificulta la
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extrapolacion de los resultados obtenidos en un estudio a otras

situaciones o especies relacionadas.

> Resistencia del hongo: ElI hongo Diaporthe longicolla puede
desarrollar resistencia a los microorganismos antagonistas a lo
largo del tiempo, lo que podria afectar la efectividad de estos en

futuras aplicaciones.

» Interacciones complejas: La interaccion entre los microorganismos
y el hongo puede ser influenciada por una serie de factores, como
la composiciéon del medio de cultivo, la densidad celular y las
condiciones de crecimiento, lo que puede dificultar la interpretacion

de los resultados.

» Generalizacion de resultados: Los resultados obtenidos en un
estudio in vitro pueden no ser directamente aplicables a la realidad
de campo, donde existen una serie de factores adicionales que
pueden influr en la efectividad de los microorganismos

antagonistas.

» Evaluacion a corto plazo: Los estudios in vitro suelen tener una
duracion limitada, lo que puede dificultar la evaluacion de los
efectos a largo plazo de los microorganismos antagonistas sobre el

hongo y su persistencia en el tiempo.

» Disponibilidad limitada de recursos: La investigacion requiere de
recursos como equipos de laboratorio, insumos y materiales
especificos, asi como personal especializado. La falta de acceso a

estos recursos puede limitar la realizacion de estudios exhaustivos.

» Variabilidad de los resultados: Los resultados obtenidos en un
entorno in vitro pueden no reflejar fielmente lo que sucede en la
naturaleza. Debido a las condiciones controladas del experimento,
existe la posibilidad de que los efectos observados en el laboratorio

no se traduzcan directamente en el campo.

» Dificultad para reproducir los resultados: La investigacion cientifica
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se basa en la reproducibilidad de los resultados para validar las
conclusiones. Sin embargo, la evaluacién in vitro de la actividad
antagdnica de los microorganismos puede ser complicada de

replicar en diferentes condiciones experimentales.

» Efectos sinérgicos o0 antagonicos: La interaccion entre los
microorganismos evaluados y el hongo Diaporthe longicolla podria
verse influenciada por la presencia de otros organismos presentes
en el medio ambiente. Estos efectos adicionales pueden ser

dificiles de controlar y comprender completamente.

> Limitaciones éticas: Algunos estudios in vitro pueden requerir el
uso de animales o la manipulacion de organismos vivos, lo cual
puede plantear preocupaciones éticas. Estas limitaciones pueden
afectar la realizacion de estudios a gran escala o la obtencion de

aprobaciones regulatorias.

» Sensibilidad a las condiciones ambientales: Los microorganismos
eficientes y el hongo Diaporthe longicolla pueden ser sensibles a
las condiciones ambientales como la temperatura, la humedad y el
pH. Estas variaciones pueden afectar la estabilidad de los

resultados y dificultar la comparacion entre diferentes estudios.

» Limitaciones de tiempo: La evaluacion in vitro de la actividad
antagonica de los microorganismos puede requerir un periodo de
incubacion prolongado para observar los efectos deseados. Esto
puede generar limitaciones en términos de tiempo y recursos

disponibles para llevar a cabo el estudio.

> Influencia de otros factores bidticos y abidticos: Ademas de los
microorganismos evaluados y el hongo objetivo, existen otros
factores bidticos y abidticos presentes en el medio ambiente que
podrian influir en la interaccion. Estos factores pueden ser dificiles

de controlar y pueden afectar los resultados del estudio.

» Complejidad de los mecanismos de accion: Los microorganismos
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eficientes pueden ejercer su actividad antagonica a través de
diversos mecanismos, como la competencia por nutrientes o la
produccion de metabolitos secundarios. La comprension completa
de estos mecanismos puede ser un desafio y puede requerir

estudios adicionales.

» Limitaciones en la extrapolacion de resultados: Los estudios in vitro
proporcionan informacion valiosa, pero es importante considerar
que los resultados pueden no ser directamente aplicables en el
campo. Las condiciones del laboratorio y la interaccion simplificada

entre los organismos pueden limitar la extrapolacién de los

resultados obtenidos.
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CAPITULO II: Marco tedrico referencial

2.1 Antecedentes

Segun Lopez Medina & Gil Rivero (2017), el cacao es un cultivo de gran
importancia econdmica y social en varias regiones tropicales del mundo.
Sin embargo, su produccion se ve amenazada por diversas enfermedades,
una de ellas causada por el hongo fitopatégeno Diaporthe longicolla, este
microorganismo provoca antracnosis en numerosas especies de plantas y
diversos cultivos, provocando pérdidas significativas en la produccion y
calidad afectando negativamente a los productores y a la industria en

general, asi es como informa Serrato-Diaz et al (2022).

El creciente interés en el control biolégico de patégenos vegetales surge
principalmente como respuesta a la preocupacién creciente de la
sociedad sobre el uso de agridefensivos quimicos en la agricultura
(Suarez Contreras & Rangel Riafo, 2013). Tanto los gobiernos de
diversos paises como agricultores y consumidores de productos agricolas
estan cada vez mas conscientes de los problemas asociados con los
productos quimicos, incluyendo su impacto en la seguridad alimentaria, el
medio ambiente, los recursos naturales y la biodiversidad (M. C. Mora et
al., 2023).

Desde el punto de vista de Infante et al., (2009), el uso de
microorganismos eficientes (MOE) como agentes de control biologico ha
surgido como una alternativa prometedora y sostenible para manejar las
enfermedades en plantas y cultivos de interés. Estos organismos positivos
poseen la capacidad de colonizar el sistema radicular, promover el
crecimiento y salud de las plantas, ademas de poseer propiedades
antagonistas contra fitopatdogenos

Estos microorganismos producen una amplia variedad de metabolitos
secundarios, muchos de los cuales exhiben propiedades antimicrobianas,
siendo capaces de secretar enzimas como celulasas, quitinasas y

glucanasas, que actuan descomponiendo las paredes celulares de los
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hongos patdgenos debilitandolos y facilitando su eliminacion, reduciendo

la incidencia de enfermedades en las plantas. (Reinaldo, 2020).

Paredes-Escalante et al., (2009), en este contexto plantea que, los
microorganismos antagonistas, actuan mediante diversos mecanismos,
como la competencia por nutrientes, el hiperparasitismo y la produccién
de sustancias antibioticas contra los patdégenos, siendo capaces de
prevenir el desarrollo de hongos o nematodos durante el desarrollo de

especies en plantaciones.

2.2 Contenido tedrico que fundamenta lainvestigacion

2.2.1.Introduccion al control fitopatégeno en
plantaciones de cacao

En el contexto del cultivo del cacao, el control fitopatologico emerge como
una disciplina primordial en la gestion integral de la sanidad vegetal
(Chavez et al., 2024). El cacao es una especie altamente susceptible a
diversas enfermedades causadas por agentes fitopatdégenos, incluyendo
hongos, virus y bacterias, que pueden incidir significativamente en la

produccion y materia prima.

La fitopatologia es la rama de la biologia vegetal encargada del estudio de
enfermedades de las plantas e implementa un conjunto de estrategias y
técnicas encaminadas a prevenir, reducir o controlar los efectos de estos
patégenos en miles y cientos de especies de cultivos diferentes en todo el
mundo (Tena et al., 2015). Estas estrategias van desde enfoques
preventivos, como la seleccion de genotipos resistentes y la
implementacion de buenas practicas agricolas, hasta enfoques
terapéuticos, como el uso de productos fitosanitarios y el uso de métodos

fitosanitarios integrados (Alvarez Hernandez, 2012).

El control fitopatoldégico de las plantaciones de cacao se basa en un
enfoque multidisciplinario que combina conocimientos de fitopatologia,
fisiologia vegetal, genética, agricultura y agroecologia (Guaman et al.,
2022). Esta integracion de disciplinas permite desarrollar estrategias de

manejo adaptadas a las condiciones especificas de cada plantacién,
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tomando en cuenta factores como el clima, el suelo, la diversidad genética

de los cultivos y las practicas culturales.

La identificacidn temprana de fitopatdgenos y el monitoreo continuo de su
aparicion son aspectos clave en el control de la patologia de las plantas
de cacao (Ricano-Rodriguez, 2018). Para ello, el uso de métodos de
diagnostico molecular como la PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) y ELISA (Enzyme Immunosorbent Assay) permite Ia
deteccion rapida y precisa de la presencia de patdgenos, facilitando la
toma de decisiones sobre medidas de manejo (Llanes-Alvarez et al.,
2017).

En el estudio del control biolégico se ha observado la capacidad potencial
que tienen los microorganismos antagonistas, como ciertas cepas de
bacterias y hongos, con el fin de controlar y minimizar enfermedades
comunes y severas en el cultivo de cacao (Vinchira-Villarraga & Moreno-
Sarmiento, 2019). Estos organismos beneficiosos funcionan compitiendo
con patogenos vegetales por recursos o produciendo metabolitos que
inhiben su crecimiento, proporcionando una alternativa sostenible y

respetuosa con el medio ambiente al uso de productos quimicos agricolas.

Ademas del control bioldgico, el control cultural juega un papel importante
en el manejo de enfermedades de los cultivos mencionados utilizando
meétodos agrotécnicos especiales como la poda sanitaria, la eliminacion
de residuos vegetales infectados, la rotacion de cultivos y el manejo
optimo de la sombra de los cultivos, ayudando a reducir la presion de
enfermedades en las plantaciones y mantener el equilibrio en los

ecosistemas forestales (AnzulesToala et al., 2019).

La resistencia genética es un elemento esencial en el control de la
patologia vegetal, esta resistencia genética puede ser inducida por
procesos evolutivos naturales y programas de mejora genética especificos
destinados a identificar y promover genes de resistencia en zonas
cacaoteras (Freire et al., 2017). La incorporacion de genotipos de

resistencia en las practicas de mejoramiento no sélo reducira la
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vulnerabilidad de las plantaciones a las enfermedades, sino que también
reducira la necesidad de intervenciones fitosanitarias, contribuyendo asi a

la sostenibilidad y rentabilidad a largo plazo de la industria.

2.2.2.Microorganismos eficientes como agentes de
control biolégico
Las especies microbianas en los ecosistemas tienen amplias
interrelaciones, como sinergia, antagonismo, competencia fisica y
bioquimica, y estan reguladas por una serie de factores bibticos y
abidticos complejos (Guzman Duchen & Montero Torres, 2021). La
rizosfera es uno de los principales sitios donde aparecen microorganismos
con funciones especificas como fijadores de nitrogeno, potenciadores de
fésforo, promotores del crecimiento de las plantas, agentes de biocontrol y
bacterias patdgenas, que a menudo compiten por espacio y nutrientes

(Meléndez-Jacome et al., 2021).

El control biolégico se basa en el uso de microorganismos altamente
eficientes y se basa en la capacidad que poseen estos organismos para
colonizar el ambiente agricola y competir con sustancias nocivas
produciendo metabolitos antimicrobianos, activando respuestas de
defensa de la planta huésped o adquiriendo directamente sustancias

nocivas (Vega-Torres et al., 2019).

Los microorganismos benéficos mas estudiados son algunas cepas de
bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas y hongos de los
géneros Trichoderma y Beauveria, que han demostrado ser eficaces para
combatir enfermedades fungicas como la pudricién de la raiz y pudricion
de las hojas, asi como para suprimir plagas, acaros y gusanos (Cano,
2011).

Trichoderma spp: Debido a sus conocidos mecanismos de control
biolégico, han sido ampliamente utilizados en la agricultura (Khan et al.,
2020). El uso de este inoculante microbiano en especies esta relacionado
con enfermedades vegetales, crecimiento de plantas, procesos de

descomposicién y biorremediacion.
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Bacillus spp: Tiene la capacidad de fijar nitrogeno y disolver fosfato con la
ayuda de enzimas como la nitrogenasa y la fitasa (Corrales-Ramirez MSc
et al., 2017). Estas propiedades tienen un efecto positivo sobre el

crecimiento de las plantas y la mejora de la productividad agricola.

Pseudomona spp: Estas bacterias promueven el crecimiento, inducen
resistencia sistémica (RSI) y controlan los patégenos que invaden a las
plantas a través de una variedad de mecanismos de accidn, incluidos
varios compuestos antimicrobianos como el 2,4-dietilfluorotriol y enzimas
celuloliticas y otras enzimas metabdlicas que mejoran la absorcidon de

nutrientes por formando sideréforos (Marrero et al., 2015).

En comparacion con los métodos tradicionales de control de plagas, el
uso de microorganismos altamente eficaces como agentes de control
biologico tiene varias ventajas, puesto que, es respetuoso con el medio
ambiente y no genera residuos téxicos en el suelo y cultivo (Rivera-
Méndez, 2016). Ademas, ayuda a preservar la biodiversidad al reducir la

dependencia de productos quimicos sintéticos.

La efectividad de estos microorganismos puede variar dependiendo de
varios factores, incluidas las condiciones ambientales, la tasa y frecuencia
de aplicacion y las interacciones con otros organismos presentes en el
agroecosistema (Alfonso et al., 2005). Por tanto, los estudios de
compatibilidad y eficacia son muy importantes ante la generalizacion del

uso de estos microorganismos en los sistemas agricolas.

La formulacion y uso de estos organismos generalmente se realiza a
través de productos comerciales como biofungicidas, biopesticidas y
biofertilizantes que contienen cepas seleccionadas y concentradas de
microorganismos especificos (Cruz-Cardenas et al., 2021). Estos
preparados pueden aplicarse via foliar, radicular o riego dependiendo de

las necesidades y caracteristicas del cultivo y agroecosistema.

Ademas de su papel en el control de plagas y enfermedades, también
pueden mejorar la calidad y la productividad de los cultivos al promover el

crecimiento de las plantas y aumentar la resistencia al estrés abiotico
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(Ferrer Wurs, 2021). Este efecto beneficioso puede atribuirse a la
capacidad de algunos microorganismos para fijar nitrdgeno atmosférico,

disolver fosfato y producir hormonas de crecimiento vegetal.

2.2.3.Mecanismos de accién de los microorganismos
antagonistas in vitro
Los microorganismos que luchan contra hongos patégenos son una parte
importante del control biolégico y tienen varios mecanismos de accion que
les permiten inhibir el crecimiento y la propagacién de patégenos in vitro
(Alcivar et al.,, 2023). Estos mecanismos son fundamentales para
comprender como interactian los microorganismos beneficiosos con sus
competidores y cdmo utilizarlos eficazmente en la agricultura para

combatir las enfermedades de las plantas.

Entre los mecanismos mas comunes se encuentran la produccién de
metabolitos antimicrobianos, antibidticos (p. ej., antibidticos, &acidos
organicos), produccion de enzimas hidroliticas y péptidos antimicrobianos
(Melgoza et al., 2024). Estos factores inhiben el crecimiento de
microorganismos patdogenos al alterar sus procesos metabdlicos,

estructuras celulares o su comunicacion quimica.

Ademas de producir metabolitos antimicrobianos, estos organismos
pueden competir con los patdgenos por nutrientes y espacio, limitando asi
su capacidad de crecer y colonizar el medio ambiente, otorgando ventaja
competitiva y reduciendo la supervivencia de fitopatdogenos. (Reinaldo,
2020).

Se ha descubierto en estudios realizados para dilucidar los mecanismos
de accidon de los microorganismos antagonistas, llegando a la conclusion
de que estos organismos destacan la produccion de antibidticos y la
competencia por los nutrientes, pero es importante seguir abordando
aspectos fundamentales de las interacciones antagonista-patégeno in

vitro (Hernandez-Lauzardo et al., 2007).

2.2.4.Mecanismos de accion de los microorganismos
antagonistas
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Los microorganismos antagonistas utilizan varios mecanismos de accion
especializados que les permiten suprimir el crecimiento y la propagacion
de fitopatogenos (Camelino et al., 2023). Estos mecanismos son una
combinaciéon de estrategias bioquimicas, fisicas y metabdlicas que han
evolucionado para competir en ambientes que coexisten con diversas

especies de hongos.

Uno de los mecanismos mas visibles es la produccion de péptidos
antimicrobianos y compuestos volatiles, capaces de inhibir el crecimiento
y reproduccion de hongos negativos para los cultivos (Patifio et al., 2020).
Estos metabolitos pueden interferir con la sintesis de la pared celular, la
divisiéon celular o la respiracion del hongo, provocando que este se debilite

y muera (Guédez et al., 2009).

Otro mecanismo importante es la produccién de enzimas hidroliticas,
como quitinasas, proteasas y celulasas, que son capaces de degradar las
estructuras celulares de hongos patdgenos (Vargas-Hoyos & Gilchrist-
Ramelli, 2015). Estas enzimas descomponen la quitina de la pared celular
del hongo, destruyendo su integridad estructural y reduciendo su
viabilidad.

Ademas, los microorganismos antagonistas pueden inducir respuestas de
defensa de la planta huésped, activar sistemas de sefializacidn molecular
e inducir la produccion de fitoalexinas y otras moléculas de defensan
(Soto et al., 2018). Estas respuestas inmunes aumentan la resistencia de

la planta y ayudan a limitar el dafio causado por la infeccion.

La competencia por el espacio es también un mecanismo esencial por el
cual los microorganismos antagonistas pueden colonizar el mismo nicho
ecoldgico que los hongos patégenos, ocupando su espacio y limitando su
capacidad para establecerse y reproducirse (Acosta et al., 2021). Esta
competencia puede ocurrir en la rizosfera, las hojas u otros tejidos
vegetales, donde los microorganismos antagonistas pueden desplazar al

patogeno.

2.2.5.1dentificacion y caracterizacion de los
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microorganismos eficientes

La identificacion y caracterizacion de microorganismos (ME) eficaces en la
agricultura y la biotecnologia aplicada es un proceso de investigacion
multifacético esencial, llevandose a cabo en laboratorios especializados,
comienza con la recoleccion cuidadosa de muestras de suelo, tejidos
vegetales u otras matrices agricolas para registrar la riqueza microbiana

del ambiente agroecolégico (Suarez Contreras & Rangel Riafo, 2013).

La caracterizacion morfologica es uno de los primeros pasos en la
identificacion de los ME, ya que, mediante técnicas de microscopia oOptica
y electronica, se examinan caracteristicas celulares de los
microorganismos, tales como; tamafio, forma, capsulas, presencia de
flagelos y otros organulos celulares que pueden derivar informacién util

sobre la taxonomia y la fisiologia microbiana (Tena et al., 2015).

Otro aspecto crucial en el proceso de identificacion de los ME, es la
caracterizacidn genética y molecular, debido a que se emplean técnicas
de biologia molecular como la PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa), la secuenciacion de ADN y el andlisis de restriccion para
investigar los perfiles genéticos y la diversidad genomica de los
microorganismos, identificando su clasificacion taxondmica y la
identificacion de genes de importancia (Vinchira-Villarraga & Moreno-
Sarmiento, 2019).

La evaluacion de la actividad antagénica es un componente critico en la
caracterizacién de dichos organismos, llevando a cabo diversos ensayos
in vitro, en el cuales estos microorganismos se enfrentan a patégenos
oportunistas para determinar su capacidad de inhibir su crecimiento y
desarrollo (Ferrer Wurs, 2021). Estos ensayos pueden comprender la
medicidn de zonas de inhibicién, la cuantificacion de biomasa o la

observacion de efectos morfologicos de los fitopatdgenos.

Referente a lo antes mencionado, ademas de evaluar su actividad
antagonica, son estudiados por otros atributos beneficiosos, como su
capacidad para estimular el crecimiento vegetal mediante la produccion
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de hormonas de crecimiento, la solubilizacion de nutrientes inorganicos y
la induccion de respuestas defensivas en las plantas hospederas
(Camelino et al., 2023).

Es esencial considerar la seguridad y la inocuidad de los microorganismos
durante su caracterizacion, con la implementacién de pruebas de
toxicidad y evaluaciones de riesgo para garantizar que su aplicacion en el
campo no tenga efectos adversos en el medio ambiente, la salud humana

o la biodiversidad.

Una vez completada la identificacibn vy caracterizacién, los ME
seleccionados pueden ser formulados y aplicados en programas de
manejo integrado de plagas y enfermedades en la agricultura (Alvarez
Hernandez, 2012). Estos microorganismos beneficiosos representan una
alternativa prometedora hacia los agroquimicos convencionales,

contribuyendo a la sostenibilidad y resiliencia de sistemas agricolas.

2.2.6.Factores que afectan la eficacia de los
microorganismos eficientes
Los microorganismos eficientes establecen un equilibrio microbiolégico en
el suelo y mejoran su calidad, incrementando la produccion y proteccién
de cultivos, conservando los recursos naturales y creando una agricultura
sustentable (Melgoza et al., 2024). Con base en Castro-Barquero &
Gonzélez-Acuina (2021) existen varios factores que pueden afectar la
eficacia de estos organismos y limitar la capacidad para cumplir su

funcion. A continuacion, se mencionaran aquellos:

pH del suelo: Si el pH es muy acido o alcalino, tiene la posibilidad de
afectar negativamente la supervivencia y el mecanismo de accion, puesto

que es importante mantener un pH equilibrado para asegurar su eficacia.

Temperatura: Ciertos microorganismos son mas activos en temperaturas
mas calidas, mientras que otros son adaptables en temperatura mas
templadas, por lo tanto, un cambio brusco en la temperatura puede

afectar su actividad y supervivencia.
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Nutrientes: La falta de nutrientes puede limitar su crecimiento y actividad,
disminuyendo asi su eficacia, puesto que es importante asegurar que el

suelo esté bien fertilizado para proporcionarles los nutrientes necesarios.

Competencia microbiana: En el suelo existen una gran diversidad de
organismos vivos, algunos de los cuales pueden competir entre ellos por
recursos y espacio, generando un antagonismo inhibiendo el desarrollo y

crecimiento de los microorganismos eficientes.

Contaminantes quimicos: La presencia de contaminantes quimicos en el
suelo, como fertilizantes y pesticidas y herbicidas sintéticos, puede afectar
negativamente su eficacia, dado que estos productos quimicos pueden
ser toxicos, reduciendo su poblacién y su capacidad para llevar a cabo

sus funciones.

Aplicacion incorrecta: Las formulaciones mal disefiadas influye en la
viabilidad y la estabilidad de los ME, lo que resulta en una menor eficacia
posterior de la aplicacion, siendo fundamental optar por formulaciones que
garanticen su proteccion durante el almacenamiento y la aplicacion,

facilitando su liberacion y colonizacién en el medio ambiente.

Variaciones genéticas y de cepas: Los microorganismos eficientes estan
compuestos por diferentes cepas y variaciones genéticas, puesto que
algunas cepas pueden tener una mayor eficacia en ciertos suelos y

condiciones ambientales que otras.

2.2.7.Perspectivas futuras y aplicaciones potenciales
de microorganismos eficientes

Las perspectivas futuras y las aplicaciones potenciales de los
microorganismos eficientes (MOE) abren un amplio espectro de
posibilidades en diversos campos cientificos y profesionales, dado que la
continua investigacion en el area de microbiologia ambiental y agricola ha
revelado la potencial capacidad en mejora de la salud del suelo,
produccion agricola y la mitigacion de los impactos ambientales negativos
asociados con la agricultura intensiva (Alcivar et al., 2023).

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




En el ambito agricola, los MOE ofrecen una alternativa sostenible y
amigable con el medio ambiente, debido a su capacidad para fijar
nitrégeno, solubilizar fésforo y descomponer materia organica, logrando
potenciar la fertilidad del suelo y promoviendo un crecimiento saludable en
los cultivos, reduciendo asi la dependencia de insumos agricolas
sintéticos y optimizando la eficiencia de los sistemas de produccion
(Infante et al., 2009).

Ademas, tienen el potencial de ser utilizados en la biorremediacion de
suelos contaminados y restauracién de ecosistemas degradados, ya que
la potencialidad para degradar contaminantes organicos e inorganicos,
tales como; hidrocarburos y metales pesados, puede contribuir a la
recuperacion de areas afectadas por la contaminacion industrial y agricola,
asi como la conservacion de la biodiversidad y salud del suelo (Montoya
et al., 2021).

En el ambito de la biotecnologia, se esta investigando el potencial de los
organismos eficientes como agentes para controlar enfermedades en
plantas, asi como los patégenos en humanos y animales, ademas de su
capacidad para colonizar las raices en plantas y competir con
microorganismos patdogenos puede ser beneficiosa para prevenir
enfermedades y fortalecer la resistencia de las plantas frente a
condiciones de estrés, tanto bidticas como abibticas, provocando una
reduccion en la dependencia de tratamientos quimicos y en el riesgo

asociado al desarrollo de resistencia a los pesticidas (Villa et al., 2022).

Ademas, tienen el potencial de ser utilizados en la produccion de
bioproductos y biofertilizantes de alto valor agregado, puesto que su
capacidad para producir enzimas, metabolitos secundarios y compuestos
bioactivos puede ser aprovechada en la industria farmacéutica, cosmética
y alimentaria, asi como en la produccion de biocombustibles y productos

quimicos renovables, contribuyendo a la diversificacion de la bioeconomia

y la reduccion hacia la dependencia de recursos no renovables (Rios-
Moyano et al., 2023).
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En el ambito de la investigacion cientifica, estos organismos representan
una herramienta invaluable para el estudio detallado de la ecologia
microbiana y los procesos biogeoquimicos en ecosistemas terrestres y
acuaticos (Guerrero et al.,, 2020). Sin embargo, su capacidad para
interactuar con otros microorganismos y organismos hospedadores, asi
como para adaptarse a cambios ambientales y climaticos, puede
proporcionar informacion crucial sobre la dindmica de los ecosistemas y
los efectos del cambio global en la biodiversidad y salud ambiental
(Mufioz & Lépez, 2022).

2.2.8.Pérdidas econOmicas y ambientales a causa de
hongos patdégenos que afectan al cacao
La industria cacaotera enfrenta considerables pérdidas econdmicas
debido a la presencia y proliferacion de hongos patégenos que afectan la
produccion y calidad del cultivo (Polanco et al., 2020). Estos hongos,
conocidos como Moniliophthora spp., Phytophthora spp., Lasiodiplodia
spp., son responsables de enfermedades devastadoras como la moniliasis
y la escoba de bruja, que provocan perdidas muy alta en plantaciones
enteras del cultivo (F. C. Mora et al., 2024). El dafio econdmico resultante
que derivan estas enfermedades incluyen; la disminucién de rendimiento,
pérdida de calidad y el aumento de los costos de produccion asociados

con la gestion de las enfermedades.

La moniliasis, causada por el hongo Moniliophthora spp., es una de las
enfermedades mas destructivas del sector cacaotero logrando provocar
pérdidas econOmicas significativas en diferentes regiones productoras.
conllevando a una disminucién significativa tanto en el rendimiento como

en la calidad del producto final (Anzules Toala et al., 2022).

La escoba de bruja, causada por el hongo Phytophthora spp., es otra
enfermedad devastadora, causando pérdidas economicas y ambientales
significativas, afectando los brotes y las hojas jévenes de los arboles,
provocando la formaciéon de estructuras anormales similares a escobas en

lugar de vainas y flores normales (Lopez-Barrera, 2021).
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Ademas de las pérdidas economicas, los hongos patdogenos también
tienen impactos ambientales significativos, dado que la necesidad de
controlar estas enfermedades con productos quimicos puede resultar la
contaminacion del suelo y del agua, asi también la degradacion de
ecosistemas circundantes (Cruz-Cardenas et al., 2021). El uso excesivo
de fungicidas también puede generar resistencia en los hongos patégenos,
dificultando su control y aumentando su dependencia de productos

quimicos sintéticos.

Ademas, las practicas agricolas intensivas asociadas con la gestion de
enfermedades fungicas pueden conducir a la deforestacion y la pérdida de
biodiversidad en las regiones productoras (Paredes-Escalante et al.,
2009). La expansion de las plantaciones de cacao a expensas de los
habitats naturales puede tener consecuencias devastadoras para la flora 'y

fauna local, asi como para la salud de los ecosistemas en general.

Las pérdidas econémicas y ambientales causadas por microorganismos
patogenos que afectan al cacao, subrayan la importancia de desarrollar
estrategias de manejo integrado de enfermedades que sean ecoamigable
con el medio ambiente (Alvarez Hernandez, 2012). Esto incluye Ia
promocion de practicas agricolas agroecoldgicas que fomenten la
diversidad genética y bioldgica en plantaciones de cacao, asi como el
desarrollo y la promocion de variedades resistentes a enfermedades y

meétodos de control biolégico de plagas y enfermedades.

Ademas, es fundamental mejorar la capacidad de los agricultores para
identificar y gestionar eficazmente las enfermedades fungicas del cacao a
través de educacidn, capacitacion y el acceso a recursos y tecnologias
adecuadas, con el fin de reducir las pérdidas econémicas asociadas con
las enfermedades fungicas y promover una produccién de cacao mas

sostenible y resiliente en el futuro (Paredes-Escalante et al., 2009).

2.2.9.Consideraciones econdmicas y ambientales del
control biolégico

El control bioldgico implica la introduccién artificial de microorganismos
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antagonistas en un ecosistema particular para regular la poblaciéon de un
patogeno o plaga (Rivera-Méndez, 2016). Esta practica se inspira en la
estrategia empleada por los entomédlogos, que consiste en introducir
depredadores para controlar las plagas de insectos (Infante et al., 2009).
A diferencia del control quimico, el control bioldgico tiende a tener efectos
mas especificos, afectando solo al microorganismo patogeno o la plaga
principal, mientras respeta a otros microorganismos beneficiosos y la

fauna util.

Uno de los principales impulsores del desarrollo actual de sistemas de
control bioldgico es la reduccion en el uso de plaguicidas quimicos de
sintesis (Chirinos et al., 2020). La creciente preocupacion por la salud,
seguridad y medio ambiente, asi como los efectos adversos de los
productos quimicos agricolas en el agua, suelo y alimentos, demanda una

disminucion en su aplicacion.

Desde una perspectiva econdmica, el control biolégico puede ofrecer una
alternativa rentable a los métodos tradicionales de control de plagas,
como el uso de pesticidas quimicos (Jaizme-Vega & Rodriguez-Romero,
2008). Aunque los costos iniciales de implementacion del control biolégico
pueden ser mayores que los de los productos quimicos, a largo plazo, el
control biolégico puede ser mas rentable debido a la reduccion de los

costos de aplicacion y la menor necesidad de tratamiento repetido.

Desde una perspectiva ambiental, el control biolégico ofrece numerosos
beneficios en términos de reduccion del uso de productos quimicos
sintéticos y la contaminacion asociada, al evitar el uso de pesticidas
quimicos, se logra prevenir la contaminacién del suelo, el agua y el aire,
asi como proteger la salud de los ecosistemas y la biodiversidad (Llanes-
Alvarez et al., 2017).

Ademas, el control microbiolégico es compatible con practicas agricolas
sostenibles, como la agricultura organica y la agroecologia, puesto que al
promover la biodiversidad y el equilibrio natural de los ecosistemas

agricolas, ayuda a contribuir a la conservacion de los recursos naturales y
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la salud del suelo, asi como a la resiliencia de los sistemas agricolas
frente a los cambios climaticos y ambientales (Vinchira-Villarraga &

Moreno-Sarmiento, 2019).

Otro aspecto importante es que el control biolégico puede reducir los
riesgos para la salud humana y animal asociados con el uso de pesticidas
quimicos (Marrero et al., 2015). Al minimizar la exposicion a sustancias
toxicas y carcinogénicas presentes en los productos quimicos puede
contribuir a la proteccion de los trabajadores, consumidores vy

comunidades rurales.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que el control biolégico no
estd exento de desafios y limitaciones, puesto que la efectividad puede
verse afectada por diversos factores, tales como; las condiciones
climaticas, la disponibilidad de habitats adecuados para los organismos y
la presencia de especies invasoras que compiten con los organismos de

control (Cruz-Cardenas et al., 2021).

Ademas, algunos organismos positivos pueden tener efectos no deseados
en especies no objetivo, o que puede conducir a impactos negativos en la
biodiversidad y los servicios ecosistémicos, siendo fundamental realizar
evaluaciones de riesgo y un monitoreo meticuloso para asegurar la

implementacion segura y efectiva del control biologico (Ferrer Wurs, 2021).

2.2.10. Resistenciadelos hongos patégenos en las
plantaciones de cacao
El uso de fungicidas quimicos como método de control de enfermedades
es una practica ampliamente empleada en la agricultura moderna, ya que
estos productos son esenciales para garantizar una produccion de
alimentos eficiente, pero en muchas ocasiones, el uso de estos
compuestos fungicos se considera una medida eficaz, rapida, practica y
economicamente viable (Carmona & Sautua, 2017). Sin embargo, al igual
gue sucede con las malezas e insectos, las poblaciones de hongos
objetivo del control pueden desarrollar resistencia, lo que hace que los

productos fitosanitarios destinados a la proteccién de las plantas sean
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menos efectivos, generando serios problemas hacia los productores,

empresas y la comunidad en general (Samaniego-Gamez et al., 2017).

La resistencia a los fungicidas se refiere a la disminucion adquirida y
heredable que posee un hongo hacia un agente antifungico especifico, ya
que esta propiedad, heredable y estable en los organismos fungicos, les
permite adaptarse a condiciones agronémicas adversas y sobrevivir
(Castillo-Arévalo, 2022). Durante este proceso de adquisicion de
resistencia, algunos individuos de la poblacion fungica logran multiplicarse
y propagarse, a pesar de haber sido expuestos a un fungicida que
normalmente los controlaria, debido a que en este proceso implica la
sustitucion genética de la poblacion originalmente susceptible por una
nueva poblacién genéticamente y bioquimicamente distinta que posee

resistencia.

Las cepas resistentes surgen de mutaciones genéticas con una baja tasa
de ocurrencia, ya que la predominancia de las cepas resistentes se debe
a su mayor capacidad de reproduccion en presencia del fungicida, lo que
hace que este ultimo pierda su eficacia, llegando a dominar la poblacion,

volviendo completamente ineficaz al fungicida (Carranza & Salinas, 2024).

La resistencia de los fitopatégenos hacia un fungicida especifico suele
surgir de una modificacion genética que afecta el sitio de acciéon dentro de
la célula del microorganismo (Alcivar et al., 2023). Esta modificacidn esta
determinada por cambios heredables en la molécula de ADN y esta
influenciado directamente por la biologia y la variabilidad inherente del
patégeno, asi como por el modo o mecanismo bioquimico de accion del

fungicida en la célula fungica (Freire et al., 2017).

La biologia y epidemiologia de los hongos son determinantes importantes
a considerar al estudiar la resistencia, por ejemplo, un patégeno que
experimenta muchas generaciones durante el ciclo de cultivo, tiene una
alta tasa epidemioldgica, periodos de incubacion y latencia cortos, una
amplia variabilidad genética, afecta a una amplia gama de hospedantes y

sus esporas se dispersan facilmente, tendra una mayor probabilidad de
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desarrollar resistencia (Lopez-Bautista et al., 2020).

La rapida evolucion de la resistencia en los hongos representa un desafio
importante para la industria cacaotera, resaltando la necesidad de adoptar
enfoques integrados y sostenibles para el manejo de enfermedades
(Cedefio Moreira et al.,, 2020). Esto implica promover la diversidad
genética y biolégica en plantaciones de cacao y emplear estrategias de
control de plagas y enfermedades que combinen métodos culturales,

biolégicos y quimicos de manera efectiva.

Ademas, es crucial impulsar la investigacion y el desarrollo de nuevos
fungicidas y técnicas de control menos propensos a inducir resistencia en
hongos patégenos. Esto podria incluir la exploracion de productos
quimicos con modos de accion alternativos o el uso de agentes biolégicos

de control especificos para estos microorganismos, siendo menos

susceptibles a la resistencia.
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CAPITULO lII: Disefio metodoldgico

3.1 Tipo ydisefio deinvestigacion

El estudio es de tipo experimental, se efectud en el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias e Ingenierias de la Universidad Estatal de Milagro
(UNEMI).

Se procedid a realizar un confrontamiento entre microorganismos eficientes
(Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis, Pseudomona
fluorescens) cepas adquiridas del laboratorio Microbiolab S.A. con ruc
1793170374001, frente a replica de una cepa secuenciada de Diaporthe
longicolla N2 de Accesiéon OP753556.1.

El experimento se efectué bajo 4 tratamiento, 5 réplicas con sus respectivos

controles, sumando un total de 45 unidades experimentales, ver tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos

Tratamientos Enfrentamientos y Controles Replicas
T1 Trichoderma harzianum v.s Diaporthe longicolla 5
T2 Trichoderma asperellum v.s Diaporthe longicolla 5
T3 Bacillus subtilis v.s Diaporthe longicolla 5
T4 Pseudomona fluorescens v.s Diaporthe longicolla 5
T5 Trichoderma harzianum 5
T6 Trichoderma asperellum 5
T7 Bacillus subtilis 5
T8 Pseudomona fluorescens 5
T9 Diaporthe longicolla 5

Total 45

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

3.2 Lapoblacionylamuestra

3.2.1 Caracteristicas de lapoblacion

Se realiz6 una caracterizaciéon morfoldégica con azul de lactofenol a las

réplicas de D. Longicolla. Ademas, se realizo la identificacion molecular de
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la cepa madre.

3.2.2 Delimitacion de la poblacién

La poblacién objeto de estudio en esta investigacion se compone de
cuatro microorganismos eficientes seleccionados por su potencial
antagonista contra el hongo D. longicolla. Los microorganismos evaluados

son: T. harzianum, T. asperellum, B. subtilis, P. fluorescens, D. longicolla

3.2.3 Tipo de muestra

Las muestras utilizadas en esta investigacion incluyen tanto los

microorganismos antagonistas como el hongo patégeno objetivo. Los
tipos de muestras son:

Microorganismos Antagonistas:

» T. harzianum: Cepa especifica seleccionada por su potencial
biocontrolador.

» T. asperellum: Cepa conocida por su eficacia en la inhibicion de
patégenos fungicos.

> B. subtilis: Bacteria grampositiva con propiedades antagonistas y
promotora de crecimiento vegetal.

» P. fluorescens: Bacteria gramnegativa, reconocida por su

capacidad de producir metabolitos antibidticos.

Microorganismos Patdgeno:

» D. longicolla: Hongo fitopatdgeno causante de enfermedades en
diversas plantas de cultivo.

3.2.4 Tamaifno de la muestra

Para asegurar la validez estadistica y la reproducibilidad de los resultados,

se selecciond un tamafio de muestra adecuado para los experimentos in
vitro:

Numero de Replicados:
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Cada tratamiento (combinacién de microorganismo antagonista con D.

longicolla) se realizd con 5 réplicas.

Los controles negativos D. longicolla y positivos con microorganismo

antagonista también se realizaron en 5 replicados cada uno.

Total de Muestras:

Considerando los 4 microorganismos antagonistas, 1 control negativo D,
longicolla y 4 positivos con microorganismos antagonista, con 5 replicados
por tratamiento, se realizd6 un total de 45 placas por experimento (20

placas de tratamiento + 25 placas de control).

3.2.5 Proceso de seleccidon de la muestra

Se seleccionaron cepas de microorganismos reconocidos por su
capacidad biocontroladora y previamente estudiados en ensayos de
antagonismo contra diversos fitopatogenos. Las cepas utilizadas
provienen de colecciones microbioldgicas del laboratorio Microbiolab S.A.
RUC. 1793170374001, mientras que la cepa patdogena corresponde a
réplicas de una cepa secuenciada de Diaporthe longicolla N2 de Accesion
OP753556.1.

3.3 Los métodos y las técnicas

Inicialmente se realizo el pesaje del medio de cultivo, utilizando Agar Papa
Dextrosa (PDA) en dosis de 39 g/L'de agua destilada, esterilizando el medio de
cultivo a calor humedo dentro de la autoclave marca Yamato modelo SM311 a
1212C por 15 minutos. Las placas de vidrio fueron esterilizadas en el mismo
equipo a calor en seco. La dispension del medio en las placas de vidrio con un
didmetro de 100 mm se efectudé dentro de una cadmara de flujo laminar marca
BIOBASE modelo FH1200(X), con el fin de mantener el area aséptica,

dispensando 20 ml de medio de cultivo por placa.

Para la siembra de los hongos T. harzianum y T. asperellum frente a D.
longicolla se procedié con la técnica de corte 5 mm?de la cepa madre y ubicarlos
a extremos de la placa a una separacion de 2 cm del borde. Para la siembra de

bacterias B. subtilis y P. fluorescens se procedio a diluir una muestra de la cepa
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en agua pectonada dentro de un tubo de ensayo de vidrio y con una micropipeta
succionar 100 microlitros para vertirlo dentro de la placa y con la ayuda de un
asa de siembra de vidrio Digralsky se dispersa en toda la superficie de la placa y
se sembro en punto central de la placa los 5 mm?de la cepa de D. longicolla. La
siembra de los tratamientos controles correspondié en el punto central de las

placas 5 mm? para hongos y cobertura en toda la placa para bacterias.

Una vez sembrada todas las cepas, fueron incubadas a 28 - 30°C. EI
crecimiento radial de las colonias se midi6 cada 24 h durante 10 dias. Las

mediciones se realizaron con la ayuda de un calibrador vernier mecanico.

3.4 Procesamiento estadistico de lainformacion.

Para la tabulacion de datos, se efectu6 un analisis de varianza simple ANOVA,
bajo un disefio experimental completamente al azar DCA, la comparacién de
medias se realizé mediante la prueba de Tukey con probabilidades de error de p

0,05. El procesamiento estadistico, fue realizado bajo el software InfoStat,

version 2020.
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CAPITULO IV: Andlisis e interpretacién de resultados

4.1 Andlisis e interpretacion de los resultados

En la caracterizacidon morfolégica microscopica, se resalta la presencia del
micelio del hongo con sus hifas, asi como la observacion de sus
conidioforos y conididosporas, cuyas caracteristicas confirman que
pertenecen al género Diaporthe sp., ver figrura 1, datos similares a lo

propuesto por Gao et al., (2017).

Figura 1. Caracteristica morfologica de D. longicolla.

Fuente: Elaboracion propia de los autores.

También de efectud la extraccion de ADN, permitié la amplificaciéon a 1200
pares de bases de banda aproximadamente para el marcador EF1-q, ver
figura 2. La secuenciacion segun Sanger revel6 que D. longicolla (EF1-a)
posee un porcentaje de pureza de 98,41% y fue confirmada en la base de
datos de nucledtidos de GenBank del NCBI.

Figura 2. Resultado de electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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Fuente: IDgen-ldentificacion Molecular (2024).
Como describe Sun et al. (2021) quienes comunicaron el primer reporte de
D. longicolla en China, provocando manchas foliares en un grupo de
plantas medicinales.

En la figura 3 se muestra el crecimiento radial de las colonias Th:
Trichoderma harsianum; D: Diaporthe longicolla; ThC: Control Trichoderma

harzianum; DC: Control Diaporthe longicolla. cada 24 horas durante 10 dias.

Figura 3. Crecimiento radial de los hongos Trichoderma harzianum & Diaporthe
longicolla.
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Th: Trichoderma harsianum; D: Diaporthe longicolla; ThC: Control Trichoderma
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harzianum; DC: Control Diaporthe longicolla.
Fuente: Elaboracién propia del autor

Analizando la grafica y la prueba de medias segun Tukey con p 0,05 (ver
anexo 1) existio diferencias significativas para el Control Diaporthe
longicolla, alcanzando un crecimiento exponencial hasta los 31,06 mm en
promedio. Sin embargo, el crecimiento antagonico entre Trichoderma
harzianum y Diaporthe longicolla fueron a la par alcanzandose a topar a los
10 dias post siembra. Como sostiene Lopez-Valenzuela et al., (2022), los
Trichodermas, ademas de ser productoras de acidos organicos vy
fitohormonas, son potenciales para futuras evaluaciones sobre cultivos
agricolas por el control biolégico a enfermedades por su capacidad

antagodnica contra fitopatdgenos.

Se logra observar en la figura 4 el crecimiento radial de las colonias Th:
Trichoderma asperellum; D: Diaporthe longicolla; ThC: Control Trichoderma
asperellum; DC: Control Diaporthe longicolla. cada 24 horas durante 10

dias.

Figura 4. Crecimiento radial de los hongos Trichoderma asperellum & Diaporthe
longicolla.
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asperellum; DC: Control Diaporthe longicolla.

Fuente: Elaboracién propia del autor




Como se figura en la grafica el Control Diaporthe longicolla fue el que
mantuvo un mayor crecimiento micelial con respecto a los otros
microorganismos, a pesar de esto la prueba de medias segun Tukey con p
0,05 (ver anexo 2) no presento diferencias significativas. El crecimiento
micelial del antagonismo entre T. asperellum y D. longicolla fue muy similar
hasta los 10 dias post siembra en relacién a los microorganismos controles.
Para Celis-Perera et al (2021), el T. asperellum tiene una capacidad de
biocontrol al inhibir el crecimiento micelial en, al menos, 60 % en tres de los

cinco fitopatdégenos.

La figura 5 identifica la longitud del halo de inhibicion de la cepa
fitopatégena Diaporthe longicolla sobre Bacillus subtilis cada 24 horas

durante 10 dias.

Figura 5. Crecimiento radial del micelio del hongo Diaporthe longicolla sobre Bacillus
subtilis.
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Fuente: Elaboracion propia del autor

La grafica indica que el microorganismo B. subtilis inicia un proceso
inhibitorio sobre la cepa de D. longicolla a partir del sexto dia impidiendo
su desarrollo alrededor de la placa. El efecto biocontrolador y estimulante
del B. subtilis, sugiere que su aplicacion resultaria beneficiosa a los
cultivos pudiendo considerarse como estrategia tecnoldgica para adicionar

al momento de la siembra (llla et al., 2020).
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La figura 6 muestra la longitud del halo de inhibicibn de la cepa
fitopatdégena D. longicolla sobre P. fluorescens cada 24 horas durante 10

dias.

Figura 6. Crecimiento radial del micelio del hongo Diaporthe longicolla sobre
Pseudomona fluorescens.
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La figura muestra que no existe un efecto inhibitorio del microorganismo
patéogeno D. longicolla sobre la bacteria P. fluorescens, permitiendo
expandirse exponencialmente alrededor de la placa hasta los 10 dias de
evaluacion. Afirmaciones de Truijillo et al., (2007) demostré que cepas de
P. fluorescens producian diferentes tipos de sideréforos, los que podrian
estar involucrados en el antagonismo microbiano y en la resistencia

sistémica inducida (RSI) en diferentes sistemas planta de la planta.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

En base a los resultados presentados, se pueden obtener las siguientes

conclusiones:

Los resultados de la caracterizacion morfolégica microscépica confirman
que las muestras analizadas pertenecen al género Diaporthe sp. Esto se
basa en la observacion del micelio del hongo con sus hifas, asi como la

presencia de conidioforos y conididsporas.

La extraccion de ADN permitié6 amplificar una banda de aproximadamente
1200 pares de bases para el marcador EF1-a. La secuenciacion reveld que
la muestra de D. longicolla (EF1-a) tiene un porcentaje de pureza del
98,41% y fue confirmada en la base de datos de nucleotidos de GenBank
del NCBI.

Los resultados indican que el Control Diaporthe longicolla tuvo un
crecimiento superior en ambos experimentos tanto para el antagonismo
frente a T. harziaum y T. asperellum. Ademas, el crecimiento micelial entre
ellos fue similar en ambos casos. Estos hallazgos pueden ser utiles para
comprender el comportamiento de los hongos analizados en relacién con

su crecimiento y la interaccion con otros microorganismos.

Se observd un efecto inhibitorio de Bacillus subtilis sobre D. longicolla,
mientras que Pseudomonas fluorescens no mostré6 un efecto inhibitorio
significativo. Estos hallazgos pueden tener implicaciones en la comprension
de las interacciones entre diferentes microorganismos en el contexto

fitopatoldgico.

5.2 Recomendaciones

Los resultados indican que la muestra de D. longicolla tiene un alto

porcentaje de pureza y mostro un crecimiento superior en los experimentos
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de antagonismo frente a T. harziaum y T. asperellum. Esto sugiere que D.
longicolla podria ser una cepa de preocupacién econdmica para el sector
cacaotero ya que posee una alta resistencia frente a macroorganismos
antagonicos fitopatdogenos. Con excepcion del efecto inhibitorio de Bacillus
subtilis sobre D. longicolla, podria ser utilizado como un agente de control

bioldgico.

Estos hallazgos son utiles para comprender el comportamiento de los
hongos analizados en relacion con su crecimiento y la interaccion con otros
microorganismos. Esto puede tener implicaciones importantes en la
comprension de las interacciones entre diferentes microorganismos en el

contexto fitopatoldgico tanto a nivel in vitro como in situ.
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Anexos
Anexo 1. Tabla de ANOVA para Trichoderma harsianum & Diaporthe longicolla
Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento micelial ThxD 20 0,79 0,67 7,47

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 177,83 7 25,40 6,40 0,0027

Tratamiento 160,00 3 53,33 13,44 10,0004

Repeticion 17,83 4 4,46 1,12 0,3910

Error 47,64 12 3,97

Total 225,46 19

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,74109
Error: 3,9696 gl: 12
Tratamiento Medias n E.E.

T2 23,45 5 0,89 A
Tl 25,18 50,89 A
T3 27,05 50,89 A
T4 31,065 0,89 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
T1l: Trichoderma harsianum; T2: Diaporthe longicolla; T3: Control Trichoderma harsianum; T4:
Control Diaporthe longicolla.

Anexo 2. Tabla de ANOVA para Trichoderma asperellum & Diaporthe longicolla
Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento micelial TaxD 20 0,47 0,16 17,54

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 279,98 7 40,00 1,52 0,2508

Tratamiento 88,99 3 29,606 1,13 0,3777

Repeticion 190,99 4 47,75 1,81 10,1915

Error 316,35 12 26,36

Total 596,33 19

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9, 64088
Error: 26,3622 gl: 12
Tratamiento Medias n E.E.

T2 26,10 5 2,30 A
T1 28,62 5 2,30 A
T4 31,10 5 2,30 A
T3 31,26 5 2,30 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Tl: Trichoderma asperellum; T2: Diaporthe longicolla; T3: Control Trichoderma asperellum; T4:
Control Diaporthe longicolla.
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Anexo 3. Antagonismo entre Trichoderma asperellum & Diaporthe longicolla
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Anexo 5. Inhibicion de Diaporthe longicolla & Pseudomona fluorescens
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Anexo 7. Control de Trichoderma harsianum
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Anexo 9. Control de Diaporthe longicolla
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Anexo 11. Control de Pseudomona fluorescens
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