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Resumen

La creciente demanda de estrategias sostenibles para el manejo de enfermedades
ha estimulado el interés en la explotacién de recursos microbianos nativos como
alternativas a los fungicidas sintéticos en los sistemas agricolas. El mucilago de cacao,
un subproducto abundante del procesamiento del cacao, alberga comunidades
microbianas diversas con potenciales aplicaciones biotecnolégicas. Este estudio
investigd la capacidad de bacterias acido-lacticas (BAL) nativas, aisladas de mucilago
de cacao fermentado, para suprimir el crecimiento de Nigrospora osmanthi, una
especie fungica asociada con dafios foliares en cultivos de banano. La
caracterizaciéon molecular se realiz6 mediante la secuenciacién del gen ARNr 16S
para los aislamientos bacterianos y el andlisis de la regién ITS para la identificacion
del hongo. El consorcio bacteriano estuvo dominado por Lentilactobacillus nagelii,
Levilactobacillus brevis y Limosilactobacillus fermentum. La actividad antifingica se
evalué utilizando ensayos de cultivo dual, mientras que la dindmica de crecimiento
fingico se examiné mediante modelado matematico. El consorcio de BAL restringio
significativamente el desarrollo fingico y modificé pardmetros clave de crecimiento,
lo que indica un efecto antagénico sostenido a lo largo del periodo de incubacién. Los
resultados sugieren que las poblaciones microbianas asociadas naturalmente con la
fermentacion del cacao constituyen una fuente valiosa de agentes de control biolégico
capaces de contribuir a la proteccién sostenible de los cultivos. Este estudio
proporciona evidencia que respalda la valorizacion de los subproductos del
procesamiento del cacao dentro de las estrategias de bioeconomia circular y destaca
el potencial de los consorcios de BAL nativos como componentes de programas de

manejo integrado de enfermedades para los sistemas de producciéon de banano.

Palabras clave: agricultura sostenible; bacterias acido-lacticas; bioeconomia circular;

control biolégico; fermentacion del cacao; microbiota nativa; Nigrospora osmanthi.
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Abstract

The increasing demand for sustainable disease management strategies has stimulated
interest in the exploitation of indigenous microbial resources as alternatives to
synthetic fungicides in agricultural systems. Cacao mucilage, an abundant by-product
of cocoa processing, harbors diverse microbial communities with potential
biotechnological applications. This study investigated the capacity of native lactic acid
bacteria (LAB) isolated from fermented cacao mucilage to suppress the growth of
Nigrospora osmanthi, a fungal species associated with foliar damage in banana crops.
Molecular characterization was performed through 16S rRNA gene sequencing for
bacterial isolates and ITS region analysis for fungal identification. The bacterial
consortium was dominated by Lentilactobacillus nagelii, Levilactobacillus brevis, and
Limosilactobacillus fermentum. Antifungal activity was evaluated using dual-culture
assays, while fungal growth dynamics were examined through mathematical
modeling. The LAB consortium significantly restricted fungal development and
modified key growth parameters, indicating a sustained antagonistic effect throughout
the incubation period. The results suggest that microbial populations naturally
associated with cacao fermentation constitute a valuable source of biological control
agents capable of contributing to sustainable crop protection. This study provides
evidence supporting the valorization of cacao-processing by-products within circular
bioeconomy strategies and highlights the potential of indigenous LAB consortia as
components of integrated disease management programs for banana production

systems.

Keywords: biological control; circular bioeconomy; cacao fermentation; indigenous

microbiota; lactic acid bacteria; Nigrospora osmanthi; sustainable agriculture.
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INTRODUCCION

La produccién de banano desempefia un papel fundamental en la seguridad
alimentaria mundial y en el comercio agricola internacional, particularmente en los
paises tropicales donde este cultivo representa un recurso econémico de primer
orden. Ecuador se mantiene como uno de los principales exportadores de banano
a nivel mundial, con extensas areas de cultivo concentradas en las provincias
costeras, las cuales se caracterizan por condiciones ambientales favorables para el
desarrollo del cultivo. Sin embargo, estas mismas condiciones promueven con
frecuencia el establecimiento y la propagaciéon de patégenos fingicos capaces de
reducir el rendimiento y la calidad de la fruta (Food and Agriculture Organization
of the United Nations [FAO], 2024; Dita et al., 2018).

Entre los organismos fungicos asociados recientemente con sintomas de
enfermedades en cultivos tropicales, las especies pertenecientes al género Nigrospora
han captado una creciente atencién debido a su capacidad para colonizar una
amplia gama de hospederos y causar manchas foliares y enfermedades necroéticas
en cultivos de importancia econémica (Hao et al, 2020; Huang et al, 2024). Los
informes que describen especies de Nigrospora en diferentes sistemas agricolas
sugieren que estos hongos poseen una considerable adaptabilidad ecolégica y podrian
convertirse en problemas fitosanitarios importantes en los sistemas de producciéon
comercial. Los sintomas cominmente asociados con la infeccién incluyen lesiones
necroticas, deterioro del tejido y una reduccién progresiva en el vigor de la planta, lo
que en ultima instancia afecta la productividad del cultivo (Chen et al.,, 2019; Ismail
et al, 2022).

El manejo de enfermedades fungicas en las plantaciones de banano ha dependido
tradicionalmente de aplicaciones repetidas de fungicidas sintéticos. Aunque estos
productos suelen proporcionar una supresion rapida de la enfermedad, la
preocupacién por la contaminacién ambiental, la resistencia de los patégenos y los
impactos potenciales en la salud humana han estimulado el desarrollo de
estrategias alternativas de manejo de enfermedades (Ismaila et al.,, 2023; Du et al,,
2024). Por lo tanto, el control bioldégico basado en microorganismos benéficos ha

surgido como un componente clave de la agricultura sostenible y de los programas de

manejo integrado de enfermedades.
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Las bacterias Aacido-lacticas (BAL) constituyen un grupo diverso de
microorganismos reconocidos por su capacidad para producir metabolitos con
propiedades antimicrobianas. Evidencia reciente indica que las BAL producen
acidos organicos, acido fenillactico, reuterina, exopolisacaridos, bacteriocinas y
otros compuestos bioactivos capaces de inhibir el crecimiento de hongos
fitopatégenos (Saragoca et al., 2024; Hirozawa et al., 2023). Estos microorganismos
han atraido una atencién considerable como alternativas ecoldgicas a los
agroquimicos sintéticos debido a que pueden suprimir el desarrollo de patégenos
al tiempo que reducen los impactos ecoldgicos asociados con las practicas
convencionales de manejo de enfermedades.

El mucilago de cacao fermentado representa un nicho ecolégico particularmente
interesante para el descubrimiento de microorganismos benéficos. Durante la
fermentacion, este sustrato sustenta comunidades microbianas complejas
dominadas por levaduras, bacterias acido-lacticas y bacterias acido-acéticas que
interactiian a lo largo del proceso de transformacion. La diversidad microbiana
asociada con la fermentacién del cacao ha atraido un creciente interés cientifico
debido a que muchos de estos microorganismos poseen caracteristicas que pueden
ser explotadas en la biotecnologia, la agricultura y la produccién de alimentos (De
Vuyst & Leroy, 2020).

A pesar de la reconocida capacidad antimicrobiana de las BAL, se dispone de
informacién limitada sobre la efectividad de los consorcios bacterianos derivados
del mucilago de cacao contra patégenos fungicos emergentes que afectan a los
cultivos de banano. Ademas, la integraciéon de técnicas de identificacién molecular,
el perfil taxon6mico microbiano y el modelado cuantitativo del crecimiento brindan
una oportunidad para comprender mejor los mecanismos que subyacen a las
interacciones antagdnicas entre las bacterias benéficas y los hongos fitopatégenos.
Por lo tanto, el objetivo de esta investigacidon fue caracterizar bacterias acido-
lacticas nativas aisladas de mucilago de cacao y evaluar su actividad inhibitoria
contra Nigrospora osmanthi bajo condiciones controladas de laboratorio.
Adicionalmente, se emplearon la identificacién molecular y el modelado del
crecimiento fingico para evaluar el potencial de estas poblaciones bacterianas

autéctonas como candidatas para programas de control biolégico en

agroecosistemas de banano.




MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio y Procedimientos de Muestreo

Se recolect6 material vegetal que presentaba sintomas de necrosis foliar y lesiones
circulares en plantaciones comerciales de banano ubicadas en la provincia del
Guayas, Ecuador. El muestreo se llevd a cabo durante la estaciéon seca para
minimizar la variabilidad ambiental y facilitar la identificacién de sintomas activos

de la enfermedad. Las hojas sintomaticas se extirparon de forma aséptica, se
colocaron en bolsas de papel estériles, se transportaron bajo condiciones de
refrigeraciéon y se procesaron dentro de las 12 horas posteriores a su recoleccion.
Para el aislamiento de las bacterias acido-lacticas, se obtuvo mucilago de cacao
fresco a partir de unidades de fermentacion artesanal ubicadas dentro de la misma
region geografica. Las muestras se transfirieron a contenedores estériles, se
mantuvieron a baja temperatura durante el transporte y se procesaron
inmediatamente al llegar al laboratorio para preservar la viabilidad microbiana.
Aislamiento e Identificacion del Hongo Fitopatégeno

Se extirparon fragmentos de hoja (aproximadamente de 5mm) de la zona de transicién
entre el tejido sano y el enfermo. La esterilizacién superficial se realizé utilizando
etanol al 70%, seguido de un enjuague con agua destilada estéril. Los fragmentos
esterilizados se transfirieron a agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 28 °C hasta
que las colonias fungicas se hicieron visibles.

Las colonias representativas que exhibian caracteristicas morfoldgicas consistentes
con el género Nigrospora se purificaron mediante subcultivos sucesivos. E1 ADN
gendmico se extrajo a partir de micelio en crecimiento activo, y la region del espaciador
transcrito interno (ITS) se amplific6 utilizando cebadores (primers) flangicos
universales. La evaluacidn de la calidad de las secuencias, la edicion y la asignacién
taxondémica se realizaron mediante la comparacién con bases de datos de

nucleétidos curadas. La identificacion a nivel de especie se acept6 cuando la similitud

de la secuencia superd el 99% (Hao et al, 2020; Huang et al, 2024; Lee et al,,
2023).
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Aislamiento de Bacterias Acido-Lacticas

Se prepararon diluciones decimales seriadas del mucilago de cacao utilizando solucién
salina fisiolégica estéril (0.85% NacCl). Las alicuotas se sembraron por extensién en
agar de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) suplementado con cicloheximida para suprimir el
desarrollo fingico. Las placas se incubaron bajo condiciones microaerofilicas a 35 °C
durante 48 horas.

Las colonias que presentaron rasgos morfolégicos cominmente asociados con las
bacterias acido-lacticas, incluyendo apariencia cremosa, margenes circulares y
superficies lisas, fueron seleccionadas y purificadas mediante estriado repetido.
Los aislamientos puros se preservaron en caldo MRS con glicerol y se almacenaron
a —80 °C hasta su posterior caracterizacion.

Caracterizacién Molecular de las Bacterias Acido-LActicas

El ADN gen6mico de los aislamientos bacterianos purificados se extrajo utilizando
un protocolo comercial de extraccién de ADN bacteriano. La amplificacién del gen
ARNr 16S se realiz6 mediante el uso de cebadores bacterianos universales. Los
amplicones se secuenciaron y analizaron mediante la comparacién con bases de datos
de referencia para determinar su identidad taxondémica.

Para caracterizar la composiciéon microbiana del consorcio bacteriano, los datos de
secuenciacion de amplicones se sometieron a un filtrado de calidad, clasificacion
taxonémica y andlisis de abundancia relativa. Los perfiles resultantes permitieron
la identificacibn de los taxones bacterianos dominantes y la estimacién de su
contribucion a la estructura del consorcio.

Ensayo Antifungico In Vitro

La actividad antagoénica del consorcio de BAL contra Nigrospora osmanthi se evalud
mediante un ensayo de cultivo dual. Un disco de micelio obtenido del borde en
crecimiento activo de la colonia fingica se colocé en el centro de una placa de PDA.
Posteriormente, se inocularon suspensiones bacterianas estandarizadas a
aproximadamente 10® UFC mL™" en posiciones equidistantes alrededor del in6culo
fingico.

Las placas se incubaron a 28 °C, y el crecimiento radial del hongo se monitoreé
diariamente a lo largo del periodo experimental. Los tratamientos de control

consistieron en cultivos fUngicos desarrollados en ausencia de la suspension

bacteriana.
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Analisis Cinético del Crecimiento

Los datos de crecimiento temporal obtenidos tanto de los cultivos de control como de
los tratados se analizaron utilizando el modelo de crecimiento de Baranyi-Roberts
(Baranyi & Roberts, 1994). El modelo se empled para estimar la tasa de crecimiento
maxima (umax), la duraciéon de la fase de latencia o adaptacién (A) y la expansiéon
maxima de la colonia (Nmax).

La estimacion de los pardmetros se realiz6 mediante procedimientos de regresion
no lineal implementados en el software R. La adecuaciéon del modelo se evalué a través
de los coeficientes de determinaciéon (R?) y el analisis de residuos.

Analisis Estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando tres réplicas biolégicas
independientes. La normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza se
evaluaron antes de realizar las pruebas estadisticas. Las diferencias entre los
tratamientos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via,
seguido de la prueba de comparacién miultiple de Tukey cuando se detectaron
efectos significativos.

La significancia estadistica se establecié con un nivel de confianza del 95% (p <

0.05). Todos los andlisis se realizaron utilizando el software RStudio.

RESULTADOS

Identificacion del Hongo Patégeno Asociado con Lesiones Foliares en Banano
Las observaciones morfolégicas de las colonias flingicas recuperadas de hojas de
banano sintomaticas revelaron un rapido desarrollo micelial acompanado de una
pigmentacién oscura y una abundante esporulacion. El analisis molecular de la
region ITS confirmé la identidad taxonémica del aislamiento como Nigrospora
osmanthi.

La secuenciacion de amplicones generd un alto numero de lecturas filtradas por
calidad, lo que permitié una asignacién taxondmica robusta. El andlisis demostré
que aproximadamente el 97% de las secuencias fungicas correspondian a N.
osmanthi, indicando que esta especie era el microorganismo dominante asociado

con las lesiones analizadas. Las lecturas restantes representaron taxones fingicos
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menores presentes en bajas abundancias relativas y no se consideraron
contribuyentes relevantes en el desarrollo de los sintomas.

La predominancia de N. osmanthi respalda su asociacién con el dafo foliar
observado en las plantas de banano muestreadas y es consistente con informes
recientes que describen la creciente aparicion de esta especie en sistemas de cultivo
tropicales y subtropicales (Huang et al., 2024; Lee et al., 2023).

Composicién Taxonémica del Consorcio de Bacterias Acido-Lacticas

El perfil taxonémico microbiano del consorcio bacteriano obtenido de mucilago de
cacao fermentado revel6 una comunidad fuertemente dominada por bacterias
acido-lacticas. La clasificacion de las secuencias identificé tres taxones principales
que, en conjunto, representaron mas del 90% de las lecturas bacterianas totales.
La especie mas abundante fue Lentilactobacillus nagelii, que representé el 56.03%
de las secuencias detectadas. A esta especie le siguieron Levilactobacillus brevis
(12.31%) y Limosilactobacillus fermentum (8.11%). Juntos, estos microorganismos
constituyeron la estructura central del consorcio utilizado en los ensayos de
antagonismo posteriores.

No se detect6 evidencia de microorganismos potencialmente patégenos o de
taxones comunmente asociados con determinantes de resistencia antimicrobiana
en el conjunto de datos analizado. Esta observacién respalda la inocuidad
microbioldgica del consorcio y destaca su idoneidad para una posterior evaluaciéon
como agente de control bioldgico.

La predominancia de estas especies bacterianas es particularmente relevante
porque previamente se les ha asociado con la produccién de acidos organicos,
bacteriocinas y otros metabolitos capaces de suprimir el desarrollo flngico
(Krishnan et al,, 2025; Vasundaradevi et al., 2025).

Supresion de Nigrospora osmanthi por el Consorcio de BAL

Los ensayos de cultivo dual demostraron un claro efecto inhibitorio del consorcio
bacteriano sobre el desarrollo fungico a lo largo del periodo de incubaciéon. Las
diferencias entre los cultivos tratados y los no tratados se hicieron evidentes
durante los primeros dias de incubaciéon y aumentaron progresivamente con el tiempo.
Después de diez dias, las colonias desarrolladas sin interferencia bacteriana

alcanzaron una expansién radial promedio de 29.8 mm, mientras que las colonias
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expuestas al consorcio de BAL lograron solo 21.0 mm (Tabla 1). Esta reduccién refleja
una restriccidn sustancial del desarrollo fingico bajo las condiciones experimentales
evaluadas.

La inspeccidn visual de las placas de interaccion revel6 una marcada disminucién
en la densidad micelial y en la expansién de la colonia en presencia del inéculo
bacteriano. Ademdas del crecimiento radial reducido, las colonias tratadas
exhibieron un retraso en la colonizaciéon del medio de cultivo en comparacién con
el tratamiento de control.

La respuesta inhibitoria observada in vitro sugiere que los metabolitos producidos por
el consorcio bacteriano interfirieron con el establecimiento del hongo y el posterior
desarrollo micelial.

Tabla 1

Crecimiento radial de Nigrospora osmanthi durante los ensayos de antagonismo in

vitro

Dia Control (mm) Tratamiento BAL (mm)
1 12.4 11.4
2 16.2 12.8
3 18.6 13.8
4 23.6 16.4
5 24.4 17.4
6 26.0 18.4
7 27.0 19.4
8 27.8 20.2
9 28.8 20.8
10 29.8 21.0

Cinética de Crecimiento de N. osmanthi Bajo Antagonismo Bacteriano

10
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El modelado matematico mediante la ecuacién de Baranyi-Roberts proporcioné
evidencia cuantitativa de los efectos inhibitorios ejercidos por el consorcio de BAL. Los
modelos ajustados mostraron una excelente concordancia con los datos observados,
como lo reflejan los coeficientes de determinacién superiores a 0.98 para ambos
tratamientos.

La tasa de crecimiento maxima estimada del patégeno disminuy6 de 3.28 mm dia—* en
el tratamiento de control a 1.91 mm dia* cuando se expuso al consorcio bacteriano.
Esta reduccién representa una limitacién sustancial en la capacidad de crecimiento
fingico.

Asimismo, la duracién de la fase de latencia aumenté de 0.8 dias en los cultivos no
tratados a 1.7 dias en los cultivos tratados con BAL, lo que indica que el
antagonismo bacteriano retrasé la adaptaciéon del hongo al entorno de cultivo. El
desarrollo maximo de la colonia también disminuyé de 29.2 mm a 21.3 mm en
presencia del consorcio (Tabla 2).

Tabla 2

Pardmetros cinéticos de crecimiento estimados mediante el modelo de Baranyi-

Roberts
Parametro Control Tratamiento BAL
pmax (mm dia™) 3.28 191
A (dias) 0.8 1.7
Nmax (mm) 29.2 21.3
R? 0.994 0.981

Analisis Comparativo de las Curvas de Crecimiento
Las curvas de crecimiento generadas a partir de las mediciones diarias revelaron
patrones de desarrollo distintos entre los tratamientos. Las no tratadas exhibieron

una rapida expansiéon de la colonia a lo largo del periodo de incubacién,

11
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caracterizada por una trayectoria de crecimiento empinada y un alcance temprano
del tamafio maximo de la colonia.

Por el contrario, los cultivos expuestos al consorcio de BAL mostraron un aumento mas
lento y gradual en el crecimiento radial. La separaciéon entre ambas curvas se hizo
progresivamente mayor a medida que avanzaba la incubacidén, lo que indica una
actividad inhibitoria sostenida durante todo el periodo experimental.

Los analisis de tendencia lineal confirmaron ain mas el efecto supresor del
consorcio bacteriano, ya que los cultivos tratados exhibieron una pendiente de
crecimiento sustancialmente menor que el control. Estos hallazgos demuestran
colectivamente que el consorcio de BAL no solo redujo el tamaiio final de la colonia,
sino que también alteré la dindmica general de crecimiento de N. osmanthi.
Resumen de los Hallazgos Principales

La combinacién de identificacién molecular, perfil taxonémico microbiano, ensayos de
antagonismo y modelado cinético del crecimiento proporcioné evidencia convergente
que respalda la actividad antifingica de las bacterias acido-lacticas nativas aisladas
del mucilago de cacao. Los analisis de secuenciacion de amplicones confirmaron la
predominancia de N. osmanthi en los tejidos enfermos de banano e identificaron un
consorcio bacteriano dominado por L. nagelii, L. brevis y L. fermentum. Los ensayos
experimentales demostraron una inhibicién constante del desarrollo fingico, mientras
que el modelado del crecimiento cuantificé las reducciones en la tasa de crecimiento y
los retrasos en la adaptacién del hongo. Juntos, estos resultados respaldan la aplicacién
potencial de los consorcios de BAL nativos como componentes de estrategias
sostenibles de manejo de enfermedades para los sistemas de producciéon de banano.
Discusion

El presente estudio demuestra que las bacterias acido-lacticas nativas aisladas del
mucilago de cacao poseen una capacidad medible para suprimir el crecimiento de
Nigrospora osmanthi bajo condiciones controladas de laboratorio. La integracion de
la identificacion molecular, el perfil taxonémico de la comunidad microbiana y el
analisis cuantitativo del crecimiento proporcionaron un marco integral para
evaluar el potencial de control bioldégico de estos microorganismos. La reduccion

observada en el desarrollo fungico respalda el creciente cuerpo de evidencia que

12
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indica que las BAL pueden servir como antagonistas efectivos contra hongos
fitopatégenos que afectan a cultivos de importancia econdémica.

La dominancia de Nigrospora osmanthi en los tejidos sintomaticos de banano
sugiere que este hongo puede desempefiar un papel significativo en el desarrollo
de las lesiones foliares observadas en los sistemas de producciéon evaluados.
Aunque las especies del género Nigrospora histéricamente han sido consideradas
organismos oportunistas, estudios recientes han documentado su creciente asociacién
con enfermedades de las plantas en diversos entornos agricolas (Hao et al., 2020;
Huang et al., 2024; Lee et al, 2023). La alta abundancia relativa observada en la
presente investigacion refuerza la hipotesis de que N. osmanthi puede representar una
amenaza fitopatégena emergente que requiere mayor atenciéon dentro de los sistemas
tropicales de producciéon de banano.

Uno de los hallazgos mas relevantes de este estudio fue la inhibicién constante del
crecimiento radial fingico en presencia del consorcio de BAL. Efectos antagdnicos
similares se han reportado para bacterias acido-lacticas aisladas de frutas,
productos fermentados y entornos asociados a plantas, donde la supresion de
patégenos flingicos se ha atribuido a multiples mecanismos bioquimicos (Hirozawa
et al., 2023; Kowalska & Wrzodak, 2025). A diferencia de los fungicidas quimicos,
que generalmente se dirigen a vias metabdlicas especificas, las BAL a menudo
ejercen su actividad inhibitoria mediante una combinacién de produccién de acidos
organicos, acidificacibn ambiental, exclusién competitiva, agotamiento de
nutrientes y sintesis de metabolitos antimicrobianos. Este modo de accién
multifactorial puede reducir la probabilidad de desarrollo de resistencia y
contribuir al manejo de enfermedades a largo plazo.

La composicién microbiana del consorcio también es digna de menciéon. La
predominancia de Lentilactobacillus nagelii, acompafiada de L. brevis y L. fermentum,
sugiere la existencia de interacciones metabdlicas complementarias que podrian
potenciar la eficacia antifungica. Investigaciones previas han demostrado que los
consorcios microbianos mixtos frecuentemente superan a las cepas individuales
debido a que diferentes especies aportan distintas funciones metabdlicas que, de
manera colectiva, fortalecen la actividad antagénica (Krishnan et al, 2025;

Vasundaradevi et al., 2025). Por lo tanto, la coexistencia de estos
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taxones puede generar un espectro mas amplio de compuestos de inhibicién de lo
que se esperaria de aplicaciones con una sola cepa.

El modelado cinético del crecimiento aport6 una perspectiva adicional sobre la
naturaleza de la interaccidon antagénica. La marcada reduccién en la tasa de
crecimiento maxima, junto con la extension de la fase de latencia, indica que el
consorcio bacteriano interfirié con las etapas tempranas del establecimiento del
hongo. El retraso en la adaptaciéon es particularmente importante desde el punto
de vista agricola porque puede reducir la capacidad del patégeno para colonizar
rapidamente los tejidos vegetales e iniciar el desarrollo de la enfermedad.
Alteraciones similares en la dindmica de crecimiento se han observado en estudios
que evalian antagonistas microbianas contra hongos filamentosos, donde la
exposicién a metabolitos inhibitorios resultd en estrés fisioldgico y retraso en la
expansion micelial (Baranyi & Roberts, 1994; Du et al., 2024).

Otro aspecto importante se refiere al origen de los aislamientos bacterianos. El
mucilago de cacao es un subproducto agricola abundante en Ecuador y
frecuentemente se subutiliza a pesar de su rica diversidad microbiana. Los
resultados obtenidos aqui respaldan informes previos que indican que la
microbiota asociada a la fermentacidon representa un valioso reservorio de
microorganismos con aplicaciones que se extienden mas alla de la produccién de
alimentos (Guzman-Armenteros et al., 2025; Llerena et al., 2023). La explotacion
de los recursos microbianos nativos puede contribuir simultdneamente a la
valorizacion de residuos, a la agricultura sostenible y al desarrollo de soluciones
biotecnolégicas adaptadas localmente.

Desde una perspectiva ambiental, el uso de agentes de control bioldogico basados
en BAL se alinea con los esfuerzos actuales para reducir la dependencia de los
fungicidas sintéticos. Las preocupaciones respecto a la resistencia a los fungicidas,
la contaminaciéon ambiental y las crecientes restricciones regulatorias han acelerado
el interés en estrategias alternativas de manejo de enfermedades en todo el mundo
(Ismaila et al, 2023; Du et al, 2024). Los productos bioldgicos derivados de
microorganismos que ocurren de forma natural ofrecen el potencial de minimizar
los impactos ecoldgicos al tiempo que mantienen la productividad del cultivo, lo que
los convierte en componentes atractivos para los programas de manejo integrado de

plagas y enfermedades.
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Limitaciones del estudio

Los resultados se obtuvieron en condiciones controladas de laboratorio y, por tanto,
no pueden generalizarse directamente a condiciones de campo. No se evalud la
eficacia del consorcio en plantas vivas ni la persistencia del antagonismo bajo
condiciones ambientales tropicales. Tampoco se identificaron los metabolitos
especificos responsables de la actividad inhibitoria. El estudio se restringié a un
aislamiento de Nigrospora osmanthi y a un consorcio bacteriano especifico; ademas, no
examiné la compatibilidad del consorcio con otras practicas agricolas ni sus posibles
efectos sobre la microbiota nativa del suelo. Estas limitaciones justifican ensayos
posteriores en invernadero y campo, analisis metabolémicos y evaluaciones de
bioseguridad ecoldgica antes de recomendar una aplicaciéon productiva.

En general, los hallazgos de esta investigacién contribuyen a la creciente evidencia
que respalda el uso de microorganismos nativos como agentes de control biolégico
en la agricultura. Al combinar la caracterizacién molecular mediante secuenciacion
de amplicones con la validacién experimental, este estudio proporciona una base
cientifica para el desarrollo de tecnologias basadas en BAL capaces de sustentar el
manejo sostenible de enfermedades en los agroecosistemas de banano.
Conclusiones

Las bacterias acido-lacticas nativas recuperadas de mucilago de cacao fermentado
demostraron una actividad antagoénica significativa contra Nigrospora osmanthi bajo
condiciones controladas de laboratorio. Los andlisis moleculares confirmaron la
predominancia de Lentilactobacillus nagelii, Levilactobacillus brevis 'y
Limosilactobacillus fermentum dentro del consorcio evaluado, mientras que la
identificacion basada en ITS verificé a N. osmanthi como la especie fingica dominante
asociada con los tejidos sintomaticos de banano.

El consorcio bacteriano redujo de manera constante el crecimiento radial del hongo y
alter6 parametros cinéticos clave del crecimiento, incluyendo la tasa de crecimiento
maxima y la duracion de la fase de latencia. Estas respuestas indican que el
antagonismo mediado por BAL afecta tanto al establecimiento del hongo como al
desarrollo posterior de la colonia. La integracion del perfil taxonémico microbiano con

el modelado cuantitativo del crecimiento fortaleci6 la interpretacion
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de estos efectos inhibitorios y proporcioné evidencia adicional sobre los posibles
mecanismos involucrados.

Los resultados destacan al mucilago de cacao como una fuente valiosa de
microorganismos benéficos con aplicaciones potenciales en la proteccion sostenible de
cultivos. La utilizacién de recursos microbianos nativos puede ofrecer alternativas
ambientalmente compatibles a los fungicidas convencionales, al tiempo que
contribuye al desarrollo de estrategias de manejo de enfermedades adaptadas
localmente para los sistemas de produccién de banano.

Perspectivas Futuras

La investigacion futura deberia enfocarse en validar la efectividad del consorcio de
BAL bajo condiciones de invernadero y de campo para determinar su aplicabilidad
practica en la produccién comercial de banano. Los estudios que aborden el
desarrollo de formulaciones, la estabilidad en almacenamiento (vida util), la
frecuencia de aplicacién y la compatibilidad con las practicas agronémicas
existentes seran esenciales para la transferencia de tecnologia y la implementacion
a gran escala.

Ademas, se podrian emplear enfoques metabolémicos y transcriptomicos para
identificar los compuestos especificos responsables de la inhibicién fungica y para
dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen a las interacciones entre las
BAL y el hongo. Ampliar la evaluacién de los consorcios microbianos derivados del
cacao contra otros fitopatégenos de importancia econémica podria revelar ain mas el
potencial de este subproducto agroindustrial como fuente de agentes de control
biolégico multifuncionales.

Finalmente, la integracién de recursos microbianos nativos dentro de los marcos
de la bioeconomia circular representa una estrategia prometedora para mejorar
simultdneamente la sostenibilidad agricola, reducir la dependencia de
agroquimicos y promover la valorizacion de los residuos de la produccién de cacao

ecuatoriano.
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