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Resumen

Las enfermedades causadas por Moniliophthora roreri (MR) y M. perniciosa
(MP) ocasionan en el pais pérdidas de produccién en cacao mayores al 60%.
El empleo de hongos endoéfitos antagonistas es una alternativa en el control
de enfermedades debido a los diversos mecanismos que poseen,
favoreciendo a las plantas. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la
capacidad de hongos enddfitos de cacao Nacional como candidatos a
agentes de control biolégico contra ambos patdgenos en condiciones
controladas. Se aislaron 126 hongos enddfitos de tejido foliar aparentemente
sano y se identificaron mediante secuenciacion de la region ADNr-ITS. La
totalidad de los aislados se enfrentaron mediante cultivo duala MRy MP y se
determind su capacidad antagénica (porcentaje de inhibicion del crecimiento
(PIC) y el resultado de la interaccién de las colonias) y la patogenicidad del
enddfito en hojas y frutos sanos de cacao. De esta etapa se preseleccionaron
17 cepas promisorias (antagonicas y no patogénicas) las cuales se evaluaron
mediante otros ensayos de enfrentamiento (micoparasitismo y accioén de los
metabolitos crudos), y se determiné su capacidad endofitica en hojas de
cacao. No hubo una especie o cepa que lograra satisfacer todos los
indicadores estudiados: Lasiodiplodia theobromae logré los mayores PICs y
niveles de micoparasitismo frente a ambos patdgenos; Colletotrichum spp.
inhibi6 a MR en mayor medida debido a la accion de sus metabolitos; y
Xylaria spp. mostré mayor capacidad de colonizar las hojas sanas de cacao
después de la inoculacién. Como promisorios para el control de ambos
patdogenos luego de estos ensayos, se destacaron las cepas Ec035 (L.
theobromae), Ec107 (Colletotrichum spp.) y Ec059 (Xylaria feejeensis).

Palabras clave: Moniliophthora roreri, Moniliophthora perniciosa, hongos
enddfitos, metabolitos, micoparasitismo.



1. INTRODUCCION

La produccion del cultivo de cacao en Ecuador y a nivel mundial se
encuentra afectada por la incidencia de enfermedades, entre las cuales se
encuentran: Mazorca negra (Phytophthora palmivora), Mal de machete
(Ceratocystis fimbriata) y principalmente las denominadas Moniliasis
(Moniliophthora roreri) y Escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa),
ocasionando bajos rendimientos y pérdidas totales de produccion. Los
patdogenos M. roreri y M. perniciosa son altamente agresivos una vez que
llegan a infectar al cultivo, en el caso de M. roreri afecta principalmente a los
frutos en cualquier estado de desarrollo, lo cual provoca bajos rendimientos
en la produccion. De igual manera M. perniciosa ocasiona considerables
pérdidas ya que afecta a hojas, ramas, cojinetes florales y frutos en todos sus
estados.

En la actualidad para controlar enfermedades en los cultivos agricolas se
estan combinado el control biolégico con el control cultural (Krauss &
Soberanis, 2002). El control biolégico consiste en el uso de microorganismos
antagonistas contra enfermedades y patéogenos especificos, en esta
investigacion se utilizaron hongos enddfitos asociados al mismo cultivo para
el control de las dos principales enfermedades en cacao. Estudios realizados
con microorganismos nativos como antagonistas, tanto bacterias como
hongos, han demostrado ser eficientes para el control de M. roreri y M.
perniciosa (Bailey et al., 2008; Hebbar, 2007; Hernandez-Rodriguez, Ruiz-
Beltran, Acebo-Guerrero, Miguélez-Sierra, & Heydrich-Pérez, 2014; Krauss et
al., 2010; Suarez & Cabrales, 2008). Los hongos mas promisorios han sido a
partir de Trichoderma. Sin embargo, la disponibilidad es limitada a nivel de
oferta de producto.

Por lo tanto, el presente trabajo es una respuesta a esa necesidad de
continuar con investigaciones que permitan conocer e identificar el potencial
de los hongos enddéfitos como agentes de control biolégico (ACB), cuya
finalidad es el reemplazo de los productos quimicos por los impactos
ecoldgicos que causan en los agroecosistemas, que sean de facil aplicaciéon
y sostenibles a través del tiempo (CATIE, 2011).

1.1 Antecedentes y justificacion

La produccion de cacao (Theobroma cacao L.) en Ecuador es un producto de
exportacién tradicional con mayor ingreso en la economia del pais. Sin
embargo, uno de los mayores problemas que presenta el cultivo del cacao,



es la amenaza de enfermedades fitosanitarias, siendo las enfermedades
moniliasis (M. roreri) y escoba de bruja (M. perniciosa) las de mayor interés,
con pérdidas de produccién del 60% (ANECACAO, 2016b).

Las practicas agricolas que realizan los agricultores para estas
enfermedades se basan en un sistema de manejo integrado, como la
siembra de variedades resistentes a enfermedades, practicas culturales,
control quimico y control biolégico (Bailey et al., 2008; Krauss & Soberanis,
2001; Phillips-Mora et al., 2006; Rodriguez, 2006; Sanchez-Mora & Garcés-
Fiallos, 2012; Sanchez F., Gamboa, & Rincén, 2003; Suarez, 2006; Suarez &
Cabrales, 2008; Suarez & Rangel, 2013). La constante aplicacion de
productos quimicos ha traido como consecuencia severos problemas de
contaminacion al medio ambiente, salud a los trabajadores, resistencia de
plagas y enfermedades (Bravo et al., 2006) y altos costos de produccién, que
limitan la produccion del cultivo de cacao.

Actualmente existen diversos estudios de hongos en base al control biolégico
como una estrategia para el manejo de enfermedades de gran importancia
en el cultivo de cacao, tales como: Cladobotryum amazonense, Hypomyces
spp, Verticillium lecanii, Penicillium spp, Clonostachys spp.(Gliocladium),
Trichoderma spp, Aspergillus niger, Acremonium spp, Didymella spp, Nectria
spp, y Didymostilbe spp, (Bateman et al., 2005; Krauss et al,
2013).Trichoderma stromaticum y T. koningiopsis son antagonistas que
evitan la formacion de basidiocarpos y parasitan las hifas de M. perniciosa
(Samuels et al., 2000). Ademas, para el control de M. roreri se han
determinado bacterias antagonistas como Pseudomonas aeruginosa,
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtillis y P. cepacia (Suarez & Rangel,
2013).

El empleo de hongos enddfitos en el cultivo de cacao puede llegar a ser una
eficiente alternativa para el manejo de la incidencia de enfermedades debido
a los mecanismos que estos poseen: competencia por el espacio y los
nutrientes, micoparasitismo, produccion de compuestos inhibidores,
inactivacion de enzimas del patdégeno y la induccidn de resistencia en la
planta (Hernandez-Rodriguez et al., 2014; Martinez et al., 2008; Shoresh,
Harman, & Mastouri, 2010; Tchameni et al., 2011).

1.2 Objetivo general
Evaluar la capacidad de hongos enddfitos de cacao Nacional como

candidatos a agentes de control biolégico contra M. roreri y M. perniciosa en
condiciones controladas.



1.3 Objetivos especificos

1. Identificar los especimenes enddéfitos hasta especie o género
mediante secuenciacion del gen ADNr-ITS y/o morfologia.

2. Determinar el nivel y tipos de antagonismo de las cepas enddfitas
contra M. roreriy M. perniciosa mediante ensayos de cultivo dual.

3. Evaluar la patogenicidad de las cepas enddfitas en hojas y frutos
sanos de cacao en camara humeda.

4. Evaluar la capacidad enddfita de las cepas promisorias en hojas de
cacao bajo condiciones in vitro.

1.4 MARCO TEORICO
Produccion de cacao

Ecuador es el cuarto productor mundial de cacao y representa uno de los
principales ingresos en la economia del pais. Segun datos de la
Organizacion Internacional del Cacao (ICCO), representa el 60% de la
demanda internacional de produccion de cacao fino o de aroma
convirtiéndose como primer productor mundial. En 2016, Ecuador exportd
232 mil toneladas métricas de cacao (ANECACAO, 2016a). El tipo de cacao
conocido a nivel mundial es el denominado “Nacional”’, por producir un
chocolate de buen aroma y sabor. Su produccién se encuentra entre 0.3 y
0.5 t/h al afio (MAGAP, 2013).

Las zonas con mayor produccion son las provincias de la Costa debido a sus
favorables condiciones de suelos y clima, siendo la mas destacada Guayas y
Los Rios. En el afio 2014 la provincia del Guayas tuvo el rendimiento mas
alto (0.92 t/ha), seguida de Los Rios (0.53 t/ha) y Manabi con 0.24 t/ha
(MAGAP, 2015). En términos generales la mayor produccion se logra
mediante el monocultivo. Se estima que entre 2002-2015 se produjo de esta
forma 102.842,77 TM de cacao en comparacion a las 16.774,41 en cultivos
asociados (Montenegro, 2016). En el mismo periodo el mismo autor estima
una pérdida total de 25719,24 Ha por concepto de inundaciones, plagas,
enfermedades, entre otros.

Enfermedades causadas por Moniliophthora spp.

Moniliasis (M. roreri)

La enfermedad también se la conoce con los nombres de monilia, pudricion
acuosa, helada, mancha ceniza o enfermedad de Quevedo. Estudios
genéticos afirman que el origen de la enfermedad se localiza en los
departamentos de Santander y Antioquia de Colombia (Phillips-Mora, Aime,
& Wilkinson, 2007). Se reporté en Ecuador en 1917 y fue ascendiendo por



Sur y Centroamérica: Venezuela en 1941, Peru en 1950, Panama en 1959),
Costa Rica en 1978, Nicaragua en 1980, Honduras en 1997, Guatemala en
2002, Belice en 2004 y México en 2005 (Phillips-Mora et al., 2007). En la
actualidad, esta enfermedad es la mas importante en Colombia (Rodriguez,
2006) y Ecuador (Sanchez-Mora & Garcés-Fiallos, 2012) provocando
pérdidas mayores al 60%. El hongo ataca solo a los frutos de los géneros
Theobroma y Herrania.

El ciclo del agente causal dura entre 60 a 70 dias, las mazorcas menores a
dos meses son los mas susceptibles (H. Evans, 1981), produce
deformaciones o gibas y pérdidas totales del grano. El hongo continua su
desarrollo y aparecen unos puntos aceitosos que aumentan de tamafio en el
transcurso de 10 a 20 dias (Jaimes & Aranzazu, 2010). Luego se forman la
denominada “mancha chocolate”, al transcurrir de tres a ocho dias después
aparece un micelio blanquecino que luego se torna de color crema y sobre
ella se encuentran las esporas del hongo (conidios) (H. Evans, 1981). Las
esporas contagian a los demas frutos sanos por el viento, lluvia,
herramientas, etc., desarrollando nuevamente el ciclo de la moniliasis
(Evans, 1981; Wilbert Phillips-Mora, 2003). Las mazorcas pueden presentar
madurez prematura, en su interior se encuentran las almendras infectadas
que provocan su pérdida total.

El control cultural como la poda, quema de frutos infectados, regulacion de
sombrio y remocién de frutos cada siete dias ayudan a la disminucion del
patogeno y el control biolégico usando hongos parasiticos como
Clonostachys y Fusarium, se han utilizado como estrategia de control para
reducir la enfermedad (Krauss & Soberanis, 2002)

Escoba de bruja (M. perniciosa)

La enfermedad causada por el hongo M. perniciosa se encuentra distribuida
en Panama, Venezuela, Brasil, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Surinam y
Trinidad (Purdy & Schmidt, 1996). Este hongo ataca todas las partes activas
de crecimiento de la planta, principalmente los brotes nuevos, cojines
florales, frutos y flores (Evans & Bastos, 1980). Las ramas terminales y
axilares presentan hiperplasia e hipertrofia, en un tiempo transcurrido de seis
semanas empiezan a morir y van tomando la apariencia de escobas secas
(Meinhardt et al., 2008). Los cojines florales presentan crecimientos
anormales y yemas vegetativas con formas de escobas, las flores muestran
sintomas de “flor estrellada” (Parra, Contreras, & Pineda, 2008).

Se observan deformaciones en frutos jovenes (menores a tres meses) los
cuales son denominados como “fruto chirimoya”, se necrosan y luego
mueren. Si los frutos tienen mas de tres meses, adquieren una apariencia de



madurez prematura, presentando zonas verdes y amarillas, abultamientos e
hinchazones, luego se necrosan y las almendras infectadas forman una
masa gelatinosa (Jaimes & Aranzazu, 2010; Oliveira & Matins, 2005).
Cuando inician los periodos de lluvias, el hongo produce los denominados
“basidiocarpos”, que son la fuente de inéculo de la enfermedad y contagia a
los demas tejidos sanos (Meinhardt et al., 2008).

Las condiciones favorables para que se desarrolle la enfermedad son la alta
humedad relativa, precipitaciones, falta de regulacion de sombra, suelos
pesados y mal drenaje en la plantacion (Sanchez et al., 2003). Practicas
culturales como poda, raleo, deschuponado y mantenimiento de zanjas de
drenaje disminuye la incidencia de la enfermedad en el cultivo (Parra &
Sanchez, 2005).

Control Bioloégico

Es una alternativa de control para el manejo de enfermedades de plantas de
interés agricola (Serrano & Galindo, 2007), se basa en que un organismo
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de un fitopatdégeno o a la vez
destruirlo (Whipps & Lumsden, 2001). En el cultivo de cacao se han
identificado cepas de Trichoderma spp como micoparasitos sobre M. roreri,
M. perniciosa y Phytophthora spp., por poseer diversas caracteristicas como
su velocidad de crecimiento, produccion de metabolitos antifungicos, enzimas
hidroliticas y producir sustancias promotoras del crecimiento vegetal
(Hernandez-Rodriguez et al., 2014; Martinez et al., 2008; Shoresh et al.,
2010; Tchameni et al., 2011).

Bacterias del género Bacillus y Pseudomonas se ha demostrado que son
antagonistas de P. palmivora en la utilizacion de productos realizados a base
de caldos libres de células que son aplicados como biofungicidas para
controlar la infeccion de la enfermedad en las mazorcas de cacao (Koranteng
& Awuah, 2011). En Ecuador se estan aplicando productos comerciales
elaborados a partir de Trichoderma harzianum, tales como “Neocontrol” y
“TrichoD”, que actuan como bioestimulantes y como antagonistas de hongos
del suelo (INIAP, 2017).

Hongos endodfitos

Son aquellos microorganismos que se encuentran en los tejidos internos de
las plantas sin causar sintomas de enfermedad (Arnold, 2005). Establecen
una relacion de simbiosis; los endéfitos se alimentan de los nutrientes que
sintetiza la planta y ésta a la vez se beneficia de los metabolitos bioactivos
que ellos producen (alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides,
glucésidos, lignanos, lactonas, etc.) (Salgado & Caridad, 2005) con un amplio



rango de actividades bioldgicas (antifungica, antibidtica e insecticida)
(Chowdhary & Kaushik, 2015). De esta manera aumenta el desarrollo de la
planta huésped y productos naturales que tienen un rol importante en su
defensa (Gunatilaka, 2006) frente a tolerancia al stress, cambios de
temperatura, salinidad, y resistencia frente a enfermedades causadas por
herbivoros, insectos, nematodos, bacterias y hongos patégenos (Kaul et al.,
2012).

Existen algunos hongos que actuan como patégenos en unas especies de
plantas y de manera endofita en otras especies. Algunas veces se
encuentran de forma saprdfita y también como hongos patégenos latentes y
pueden producir sintomas cuando la planta se debilita 0 empieza su estado
de senescencia (Arnold et al., 2003; Promputtha et al., 2007). En el grupo de
los hongos enddfitos de la familia Clavicipitaceae su transmisidn es vertical.
En el grupo de enddfitos no-clavicipitaceae que comprende a la familia de las
Malvaceas, su transmision es horizontal (Partida-Martinez & Heil, 2011).

Mecanismos de accidon de los agentes biocontroladores

Entre los mecanismos de accidbn que poseen los microorganismos
antagonistas, se encuentran: Antibiosis: producciéon de sustancias toxicas
(enzimas hidroliticas, metabolitos secundarios volatiles y pequefias
moléculas toxicas) de un microorganismo y que tienen efectos dafinos para
otros microorganismos (Pérez, 2004). En ensayos de aislamientos de
endofitos en cacao se han encontrado a especies de Trichoderma como
buenos inhibidores del crecimiento de los patégenos M. roreri y M.
perniciosa. Ademas especies como Botryosphaeria, Xylaria, Pestalotiopsis y
Colletotrichum también se han encontrado con efectos inhibitorios para el
crecimiento de M. perniciosa (Bailey et al., 2008; Rodriguez, Flores, Leon, &
Arévalo, 2011).

Competencia por sustrato o nutrientes: cuando dos o mas organismos
requieren del mismo alimento y uno de ellos reduce la cantidad o espacio
disponible para el otro. La competencia mas comun es por nutrientes:
nitrogeno, azucares y polisacaridos como almidon, celulosa, quitina,
laminarina, pectinas y microelementos (Robles, 2010). Se han identificado a
cepas de Gliocladium, Trichoderma, Verticillium y Paecilomyces con mayores
porcentajes de inhibicion de crecimiento radial del patégeno M. roreri (Suarez
& Rangel, 2013).

Micoparasitismo: accion antagoénica entre dos hongos, el uno (hiperparasito)
parasita al otro (micoparasito) a través de una sintesis de exoenzimas
hidroliticas para facilitar la degradacién de la pared celular del hospedante



(Pérez, 2004). En el cultivo de cacao aislados endoéfitos de Trichoderma
presentaron agresividad para micoparasitar M. roreri (Bailey et al., 2008).

Caracteristicas de seleccion de agentes de control biolégico

Los microorganismos endofiticos para considerarlos como agentes de control
biolégico deben poseer ciertas caracteristicas mencionadas por Hernandez y
Escalona (2003) (Hernandez-Montiel & Escalona-Aguilar, 2003):
a) Que no sea patdgeno de plantas, hombres o animales.
b) Elevada capacidad de colonizacion y reproducciéon en los tejidos
internos después de su inoculacion en las plantas
c) Capacidad de reducir o suprimir eficientemente la poblacién de
nematodos por debajo del nivel critico.
d) Capacidad de reproducirse en condiciones in vitro para asegurar su
reproduccion y conservacion a nivel comercial; ademas, debe ser de
facil aplicacion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Recoleccidén de muestras

Se realiz6 un muestreo dirigido en plantaciones de cacao Nacional de
diferentes localidades (Figura 1). Se colectaron hojas sin manifestacion de
sintomas ni dafios fisicos en diferentes cantones del Guayas y en la provincia
del Azuay entre los meses de Enero y Febrero de 2014.

@® Balaol

® Balao2
@® Molleturo
@ Naranjal

Figura 1. Mapa del Ecuador indicando las localidades muestreadas para el
aislamiento de los hongos enddfitos y patégenos.



2.2 Cepas de M. roreriy M. perniciosa

Se emplearon las cepas CIBE-MP22 (M. perniciosa) y CIBE-A12.1 (M. roreri)
conservadas en la coleccion de cultivos microbianos del CIBE-ESPOL. Las
mismas fueron aisladas en 2010 en las provincias de Los Rios y de la
Amazonia, respectivamente. Estas cepas son los estandares para ensayos
de laboratorio en varios trabajos que se encuentran realizando.

2.3 Aislamiento, purificacion y preservacion de hongos endéfitos

Las hojas sanas de cacao se lavaron con agua corriente, luego se corté la
lamina foliar en fragmentos de 1 cm? de cada lado de la nervadura central, se
desinfectaron de manera consecutiva con etanol (70%/2 min), hipoclorito de
sodio (0.5%/2 min) y enjuagados con agua destilada estéril por tres veces.
Posteriormente se secaron los fragmentos sobre papel toalla estéril, se
sembraron en medio de cultivos papa-dextrosa agar (PDA) y agar extracto de
malta 2% (MEA) (Arnold & Herre, 2003). En cada caja de Petri se sembraron
ocho fragmentos de hoja y se incubaron a 26°C en oscuridad. Se aislaron
todas las colonias con morfologia diferente durante 10 dias y se purificaron
en PDA. La cantidad de aislados se encontraron distribuidas de la siguiente
manera: en el cantén Balao, con la presencia de 51 aislados, seguidas por
Naranjal con 41 aislados y Molleturo con 34 aislados.

El micelio de las colonias de aislados purificados se conservaron bajo
congelacion (-80°C) en el CIBE-ESPOL. Previamente se esterilizé medio
caldo de papa dextrosa (PDB) y glicerol al 25% como crioprotector.

PARTE 1: IDENTIFICACION DE ESPECIES
2.4 Identificacion molecular de los aislados endéfitos (126)

Para la identificacion de los especimenes se secuencio la region ITS del
ADNr. La extraccion de ADN se realizd a partir de micelio raspado de la
superficie de las colonias en medio PDA siguiendo el protocolo de Cenis
(Cenis, 1992). Luego se amplificd la regién ITS1, 5.8S, ITS2 por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores universales ITS1
(6'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG3I") e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). El volumen de la reaccion final fue de 25
MI; conteniendo la siguiente mezcla a concentracion final: 1X soluciéon tampén
(Invitrogen), dNTPs 0,2 mM, Mg2Cl 1,5 mM, iniciadores 0,4 uyM cada uno,
Taq polimerasa 0,5 U por reaccién (Invitrogen) y 2 yl de ADN (10-50 ng). La
PCR fue realizada bajo las condiciones siguientes: desnaturalizacion a 94°C
por 1 minuto; seguidos por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto
y 68°C por 1 minuto; una extensién final de 68°C por 3 minutos. El producto



amplificado se visualizé en gel de agarosa al 2%. La cuantificacion del ADN
se realizd por espectrofotometria.

Los productos amplificados fueron secuenciados en el Interdisciplinary
Center for Biotechnology Research de la Universidad de Florida (ICBR). La
calidad de las secuencias se analizé con el programa FinchTV (Version 1.4.0,
http://www.geospiza.com/finchtv). Las secuencias obtenidas se compararon
con la informacién existente en la base de datos del banco de genes del
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/),
utilizando las busquedas BLAST y se alinearon utilizando el programa MEGA
6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013). Se consideré una
similitud = 97% de la secuencia con las ingresadas en el GenBank para la
identificacion de la especie (O’Brien, Parrent, Jackson, Moncalvo, & Vilgalys,
2005). Se analizaron las relaciones filogenéticas entre el total de cepas
secuenciadas mediante el método Maxima Parsimonia, usando Bootstrap
con 1000 réplicas. Como grupo externo se uso Aspergillus niger (LC105682).

2.5 Analisis de Filogenia

Con el objetivo de diferenciar los aislados previamente identificados como
Colletotrichum spp. se considerd inferir su relacion genética basado en
regiones parciales de los genes GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), usando los primers GDF1 (5'-
CAACGGCTTCGGTCGCATTG-3") y GDR1 (5'-
GCCAAGCAGTTGGTTGTGC-3'), y TEF-1a (Factor de elongacion uno alfa)
con los primers EF1F (5-TGCGGTGGTATCGACAAGCGT-3') y EF2R (5'-
AGCATGTTGTCGCCGTTGAAG-3'). Para este analisis se usaron nueve
aislados de Colletotrichum spp. provenientes de las provincias Guayas y
Azuay. Reacciones de PCR para los dos genes fueron generadas siguiendo
las condiciones de amplificacion siguientes: desnaturalizacion a 94°C por 3
minutos; seguidos por 6 ciclos de 94°C por 30 segundos, 72°C por 45
segundos y 29 ciclos de 94°C por 30 segundos, 59°C por 45 segundos y
72°C por 45 segundos; una extension final de 72°C por 10 minutos. Los
productos de PCR fueron secuenciados en el ICBR. La edicién y el
alineamiento de secuencias se realiz6 usando los softwares Genious v11
(Kearse et al., 2012) y MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

La inferencia filogenética, para cada uno de los genes en mencioén, se basé
en el método de maxima parsimonia (MP) usando el software MEGA 6. Los
arboles mas parsimoniosos fueron obtenidos usando el algoritmo de
“Subtree-pruning regrafting” (SPR) con un solo nivel de busqueda. La
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robustez de cada clado fue evaluada con un bootstrapping (error de
muestreo) de 1000 réplicas.

También se realizo la inferencia filogenética del set de datos resultante de la
concatenacion de los genes ITS y GAPDH. Para este analisis se
consideraron los métodos de maxima verosimilitud (ML), maxima parsimonia
(MP), y Bayesianos, usando los softwares MEGA 6 y MrBayes (Ronquist et
al., 2012).

Para construir el arbol con la maxima verosimilitud se usé Kimura-2 como el
modelo mas apropiado para explicar la sustitucion de nucleétidos observado
en el set de datos. Se us6 una busqueda heuristica con un error de muestreo
de 1000 réplicas. En el caso del analisis Bayesiano, se us6 el método de
cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) con una longitud de cadenas de
1.000.000. Se empled el modelo general reversible de sustitucion de
nucledtidos (GTR) con una distribucion gamma. La frecuencia de muestreo
fue cada 400 arboles, y se obvi6 las primeras 10.000 interaciones como
valores no estacionarios. La convergencia de la distribucion y el tamafo
efectivo de muestra fue considerado apropiado si los valores obtenidos eran
mayores a 300.

Con fines comparativos se incluyeron secuencias de cepas de referencia del
complejo C. gloeosporioides estudiadas por Weir et. al (Weir, Johnston, &
Damm, 2012), Cannon et. al (Cannon, Damm, Johnston, & Weir, 2012) vy
Rojas et. al (Rojas et al.,, 2010). Ademas, se incorporaron cepas enddfitas
aisladas de Venezuela identificadas como C. gloeosporioides mediante la
region ADNr-ITS. C. boninense y C. hippeastri fueron usados como
outgroups.

PARTE 2: ENSAYOS DE ANTAGONISMO Y PATOGENICIDAD CON EL
TOTAL DE AISLADOS (126)

2.6 Antagonismo in vitro mediante cultivos duales
2.6.1 Porcentaje de inhibicion de crecimiento del patégeno

Cada enddfito se enfrentd con ambos patdgenos por la técnica de cultivos
duales (Calvo-Araya et al., 2012), segun se muestra en la Figura 2. Las
placas se incubaron a 26°Ct1, bajo oscuridad y se tomaron mediciones
diarias de crecimiento (mm) del patégeno durante 10 dias. Se realizaron dos
repeticiones por cada tratamiento. Debido a la cantidad de combinaciones
para las evaluaciones se realizaron lotes y en cada uno se incluyeron los
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respectivos controles. Como control, se sembraron en cajas separadas el
patdgeno y en otra caja el enddfito.

Figura 2. Ejemplo de confrontacion dual patdégeno M. roreri (MR) vs. Endéfito

(E).

M. perniciosa se sembrd siete dias antes debido a su lento crecimiento
respecto a los endodfitos. Los datos obtenidos fueron expresados en
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del micelio (PIC) mediante la
formula: PICR= ((R1-R2) /R1) * 100 donde R1 corresponde al radio mayor
(radio patogeno testigo) y R2 es el radio menor (radio del patégeno en
enfrentamiento) (Ezziyyani et al., 2004).

El PIC de cada interaccion endofito-patégeno se determind desde la siembra
hasta el momento del contacto, lo cual sucedid entre los 4-10 dias
dependiendo de las interacciones. Una vez que las cepas hacian contacto se
dejo de medir el crecimiento y se dejaron las colonias hasta los 10 dias,
momento en el que se determind el tipo de interaccidon entre ambas colonias.
El resultado de esa interaccidon se evalué como: i) Antibiosis: Inhibicion de
crecimiento por presencia de una zona de inhibicidon sin existir contacto
(interaccion neutral); ii) competencia por sustrato: sobrecrecimiento de un
hongo por otro (se determind si gana o pierde el enddfito y/o patdgeno); iii)
contacto de micelios sin existir sobrecrecimiento (interaccion neutral). La
interaccion se considerd mixta cuando las dos repeticiones del mismo
enddfito mostraron diferentes interacciones contra el mismo patégeno (Mejia
et al., 2008).

Se registrd el tiempo de contacto antagonista-patégeno (numero de dias en
el cual las cepas antagonistas y patégenas entran en contacto (Calvo-Araya
et al., 2012).

2.7 Patogenicidad en hojas sueltas y frutos de cacao

Se emplearon hojas y frutos sanos en una plantacion de cacao Nacional
procurando la mayor similitud posible de tamafo y edad. Fueron lavadas con
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agua corriente y desinfectada con etanol 95%. En las hojas, se realizaron
cuatro puntos de inoculacion (heridas), dos en cada lado de la nervadura
central para colocar de lado derecho discos de 5 mm de diametro de la cepa
endofita y en el lado izquierdo dos discos de PDA (control) (Figura 3A)
(Newhouse, Spitzer, Maynard, & Powell, 2014). Se realizaron dos réplicas
por cada tratamiento. Se inocularon frutos en fase de madurez técnica, por
cada fruto se inocularon tres cepas endodfitas y un control a razén de tres
discos por tratamiento (Figura 3B). Se realizaron perforaciones de 0,5 cm de
profundidad para colocar la cepa endodfita o de PDA (Tahi et al., 2007). Las
hojas y frutos fueron colocados en bolsas plasticas conteniendo papel filtro
humedo para mantener 100% de humedad y se incubaron a 26 +1°C en
oscuridad. En el caso de las hojas se registré la presencia/ausencia de
necrosis y/o clorosis a los cuatro dias después de la inoculacion. Los frutos
se incubaron durante 8 dias y se registré presencia/ausencia de necrosis al
final del periodo.

Figura 3. Hoja inoculada con discos de micelio de la cepa enddfita del lado
derecho de la nervadura, y del izquierdo disco de PDA como control (A),
Fruto inoculado con discos de micelio en perforaciones de 0,5 cm (B).

Analisis estadisticos

Los resultados de PIC respecto a los enfrentamientos hacia M. roreri se
agruparon mediante un Analisis de Conglomerados con el método de Ward y
distancia Euclidea, con el patégeno M. perniciosa los valores obtenidos de
PIC se utilizé el método Centroide Ponderado con distancia Manhattan. Los
diferentes métodos y distancias usadas fueron por representar valores altos
de correlacion cofenética al realizar los analisis. Para identificar si los grupos
conformados por el Analisis de Conglomerados eran diferentes de manera
significativa se utilizd la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, debido a
que los datos del PIC no presentaron una distribucion normal usando la
prueba de Shapiro-Wilks (Anexo 1). Se utilizé el software Infostat (Di Rienzo
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et al., n.d.). Los resultados de la patogenicidad fueron evaluados mediante
estadistica descriptiva.

2.8 Preseleccion de cepas endoéfitas promisorias

La estrategia general de seleccion de cepas promisorias fue partir de los
mayores PIC frente a ambos patdgenos de los experimentos anteriores. Se
preseleccionaron 17 cepas con elevados PIC y que no provocaran sintomas
en hojas ni frutos.

PARTE 3: DETERMINACION DEL MICOPARASITISMO Y CAPACIDAD
ENDOFITICA

A las cepas preseleccionadas se les evaluaron capacidad micoparasitica
hacia M. roreri y M. perniciosa y endofitica mediante pruebas
complementarias.

2.9 Sobrevivencia de Moniliophthora spp. luego de la interaccion con
los endéfitos (micoparasitismo)

Se enfrentaron patégenos-endofitos en cultivo dual durante 13 dias (Condori,
Leon, & Zapana, 2016), transcurrido este tiempo se extrajeron diez discos de
la zona de la interaccion (Figura 4) y se sembraron en PDA. A los siete dias
se registraron el numero de discos con crecimiento del endodfito y/o del
patdogeno de cada interaccién. Se determiné el porcentaje de sobrevivencia
del patégeno a partir de 10 discos por interaccion. Se realizaron dos
repeticiones por cada tratamiento.

Figura 4. Enfrentamiento M. perniciosa vs Endéfito (A) durante 13 dias y
distribucion de discos de 0,5 mm sembrados aparte (B) para evaluar
crecimiento del patdégeno a los 7 dias.
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2.10 Actividad antifungica de los metabolitos crudos de los endéfitos

Los filtrados crudos se obtuvieron en medio Czapeck liquido. En frascos de
250 ml se vertieron 150 ml de medio y fueron inoculados con cuatro discos
de micelio+agar de cada cepa crecidas previamente (PDA/ 7d/ oscuridad). Se
taparon con papel de aluminio e incubaron a temperatura ambiente del
laboratorio (= 25°C+2) en agitacion (110 rpm/ 21d). Se emplearon tres
réplicas por cada tratamiento (cepa). Transcurrido el tiempo de incubacion se
filtré6 por gasa estéril y se esterilizd por filtracion (0,22 um) en un sistema al
vacio. Posteriormente, se esterilizé el medio de cultivo con el volumen exacto
para las cajas Petri a utilizar, luego se adicioné el volumen de metabolitos
calculado para cada una de las concentraciones (50 y 75%) y se usé agua
destilada estéril como control. Una vez que el medio de cultivo y el filtrado
fungico habian solidificado, se realizé la siembra de un disco de 5 mm del
patogeno correspondiente (PDA/ 7d/ oscuridad) en el centro de la caja Petri.
Se incubd a 26°C y se evalué cada 24 horas el crecimiento micelial
(Rodriguez et al., 2011). El PIC fue determinado mediante la formula descrita
anteriormente.

Anidlisis estadisticos

Los porcentajes de sobrevivencia y los PIC obtenidos en el ensayo de
micoparasitismo y extractos crudos, respectivamente, fueron comparados
utilizando un analisis de varianza no paramétrica (Kruskal Wallis) ya que
luego de varias transformaciones no presentaron distribucion normal (Anexo

1).

2.11 Colonizacién de hojas sueltas de cacao por las cepas endéfitas

Este ensayo pretendié determinar la habilidad de cada cepa de colonizar
tejido foliar sano de cacao Nacional de dos meses de edad. El indculo de las
17 cepas preseleccionadas se obtuvo en PDA en condiciones similares a las
descritas previamente. A los siete dias se colocdé Tween 20 al 0.05% y se
rasparon las placas con un asa estéril, se macerd el micelio y se ajusté la
concentracion a 108 - 107 UFC ml" en agua destilada estéril. Las hojas fueron
desinfectadas con hipoclorito de sodio (2%/2 min) y lavadas con agua
destilada estéril (Mayek Pérez, 2008). Posterior al lavado fueron asperjadas
hasta la saturaciéon de la superficie e incubadas en bandejas con papel filtro
humedo (100% HR), selladas con envoltura plastica (26°C/ 7d/ oscuridad).

Posterior a la incubacién las hojas se lavaron con agua corriente, se
extrajeron seis discos de 5 mm de cada lado de la nervadura central
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(extremo superior, centro y extremo inferior) y se desinfectaron con lavados
consecutivos de etanol (70%/2 min), hipoclorito de sodio (0.5%/2 min), y
enjuagadas tres veces con agua estéril (Ruiz et al., 2014). Los discos de
hojas se sembraron en AM (2%) y se incubaron tal como se describié antes.
Al tercer dia de incubaciéon se aislaron en PDA pedazos de micelio de las
colonias que emergieron de cada disco de hojas y segun la morfologia que
presentaron se compardé con las cepas promisorias inoculadas. Se determiné
el porcentaje de colonizacion de cada aislado enddfito dividiendo la cantidad
de hongos crecidos en el medio AM con respecto al total de los discos
sembrados y el resultado multiplicado por 100.

3. RESULTADOS
PARTE 1: IDENTIFICACION DE ESPECIES

3.1 Abundancia y riqueza de especimenes endoéfitos

Del total de 126 aislados se obtuvieron 24 géneros agrupados en 18 familias
y 10 ordenes. Del total de especies identificadas, 17 fueron Ascomycetes, 6
Basidiomycetes y 1 Deuteromycete. Los géneros que mayormente se
aislaron fueron Fusarium, Colletotrichum, Xylaria y Pestalotiopsis. Otros
géneros se presentaron raramente con un solo aislado cada vez (Figura 5).
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Figura 5. Géneros de hongos enddfitos encontrados en cacao tipo Nacional
en las tres localidades. Se muestra la frecuencia absoluta. NI indica aislado
no identificado (cepas Ec053, Ec110 y Ec180) debido a que no pudieron ser
identificados en la base de datos.
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La Figura 6 muestra la diversidad de colonias de los géneros mas comunes
en PDA. Es de destacar que las colonias obtenidas fueron poco propensas a
esporular en este medio, razon por la cual para las inoculaciones se uso6
fundamentalmente el micelio.

Figura 6. Colonias de los hongos endofitos mas comunes aislados de hojas
sanas de cacao. A) Fusarium, B) Colletotrichum, C) Xylaria, D)
Pestalotiopsis, E) Lasiodiplodia, F) Nigrospora, y G) Phomopsis. Placas
cultivadas en PDA (10 d/ 26+1°C/ oscuridad).

El arbol filogenético muestra las secuencias de 119 aislados obtenidos en
este estudio, mas una secuencia del GenBank como grupo externo (Figura
7). No se consideraron siete aislados porque sus secuencias de ITS no
presentaron buena calidad para el analisis y los aislados Ec053, Ec110 y
Ec180 no pudieron ser identificados en la base de datos y se nombraron
como N.I. Se formaron grupos monofiléticos que corresponden a las
especies. Los grupos filogenéticos formados no muestran una relacion con la
localidad de origen. Se observan 32 especies diferentes en las distintas
localidades, las cuales se agruparon en grupos similares, existen unas
especies que se formaron pequefios subgrupos. Se destacan las que
resultaron promisorias en la capacidad de inhibir el crecimiento de
Moniliophthora spp. En el caso de las poblaciones de Xylaria, la cepa Ec099
tuvo mayor capacidad inhibitoria en comparacién con las demas del grupo
conformado en el arbol filogenético. En el grupo conformado por las especies
de Colletotrichum, que fueron las especies mas numerosas, solo dos cepas
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mostraron la mayor capacidad de control sobre los patdogenos, a pesar de
encontrase dentro de un mismo grupo en sus relaciones filogenéticas
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Ec031 Nigrospora oryzae™
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Ec019 Nigrospora sphaerica™

Fc069 Pestalotiopsis microspara

33 Ec054 Pestalotiopsis microspora™
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Ec149 Pestalotiopsis microspora

Ec197 Pestalotiopsis microspora™
Ec159 Pestalotiopsis microspora™™
Ec038 Pestalotiopsis microspora™
98| Ec162 Pestalotiopsis microspora™™
Ec063 Pestalotiopsis microspora™™

c060 Pestalotiopsis microspora™

Ec177 Pestalotiopsis microspora™

Figura 7. Relaciones filogenéticas entre los aislados endofitos de hojas de
cacao basados en el analisis de Maxima Parsimonia usando la region ADNr-
ITS (bootstrap 1000 repeticiones). La secuencia de Aspergillus niger
corresponde al outgroup. (*) Balao, (**) Molleturo, (***) Naranjal.
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3.2 Analisis de filogenia

Los aislados provenientes de Ecuador no presentaron relacion genética con
aquellas reportadas por Weir et. al (Weir et al., 2012) como C.
gloeosporioides (sensu stricto) al considerar las regiones parciales de los
genes ITS y GAPDH, tanto de manera independiente como concatenada.

En el primer analisis realizado con el gen ITS se observé la conformacion de
tres grupos diferenciados (Figura 8). Un primer grupo se conformé de tres
cepas enddfitas de Ecuador (Ec133, Ec160 y Ec115) con seis especies
dentro del complejo C. gloeosporioides propuestas por Weir (C.
queenslandicum, C. aenigma, C. alienum, C. clidemiae, C. ti y C. tropicale).
Dentro de este grupo se encontraron también 12 cepas de Venezuela (1C,
2C,4C, 5C, 7C, 8C, 11C, 14C, 16C, 19C, 20C y 23C).

Un segundo grupo fue conformado por las cepas endofitas Ec065 y Ec163,
provenientes de Ecuador, Unicamente asociadas con C. theobromicola.

Un tercer grupo incluyé cuatro cepas de Ecuador (Ec082, Ec083, Ec146 y
Ec109) y seis cepas de Venezuela (3C, 6C, 9C, 10C, 17C y 18C), las cuales
estaban relacionadas genéticamente con las especies C. siamense, C.
aeschynomenes'y C. fructicola.
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En un segundo analisis realizado con el gen GAPDH (Figura 9) se observo
que los aislados Ec082, Ec083 y Ec109 ademas de guardar relacion con las
mismas especies reportadas en el analisis previo (ITS), también
compartieron relacion genética con la especie C. nupharicola.

El aislado Ec065 se volvio a agrupar con la especie C. theobromicola,
mientras que el aislado Ec163 se agrupo con el aislado Ec146 en un clado
diferenciado compartiendo incluso ancestria con cepas de la especie C.
tamarilloi obtenidos del cultivo de tamarillo (Solanum betaceum) de Ecuador.

Los aislados Ec133 y Ec160 formaron un solo clado compartiendo ancestria
con las especies C. siamense y C. aeschynomenes nuevamente. Sin
embargo, el aislado Ec115, el cual segun la region ITS pertenecia al mismo
grupo, fue separado en un solo taxén.

En un tercer analisis con el gen TEF (Figura 10) solo el aislado Ec163 guarda
relacion con C. theobromicola. Los aislados Ec082, Ec083 y Ec109 se
muestran en un clado diferenciado sin agruparse con los otros aislados.

Los aislados Ec133 y Ec160 al igual que con el gen ITS y GAPDH muestran
que son de la misma especie, sin relacionarse con las especies propuestas
por Weir et. al (Weir et al., 2012), por lo tanto, sugiere la presencia de dos
nuevas especies dentro del complejo C. gloeosporioides

El aislado Ec065 no guarda relacién genética con los demas aislados al igual
que Ec115y Ec146.

El analisis concatenado (Figura 11) sugiere que los individuos Ec082, Ec083
y Ec109, podrian pertenecer a la especie C. fructicola. Su similaridad
genética también demostrada con el gen TEF soporta esta hipétesis. A pesar
de que el aislado Ec146 fue agrupado dentro del mismo clado, la
inconsistencia observada en los analisis individuales con los genes ITS,
GAPDH y TEF, amerita cautela y la necesidad de considerar otros genes
para mayor resolucion.

La agrupacion de los aislados Ec065 y Ec163 en un mismo clado con la cepa
tipo ICMP17099 y con valores de bootstrap significativos es indicativo de su
identidad como C. theobromicola.

Por otro lado, los aislados Ec133, Ec160 y Ec115, agrupados en clados
separados y diferenciados del resto de aislados ecuatorianos y de cepas tipo,
sugiere la presencia de dos nuevas especies dentro del complejo C.
gloesporoides.
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Figura 8. Arbol filogenético obtenido a partir del analisis de MP. Se muestra
1 de los 3 arboles mas parsimoniosos obtenidos del analisis de la region ITS
de endofitos de Colletotrichum spp. analizadas en este estudio en conjunto
con cepas del complejo de especies “gloeosporioides” propuestas por Weir et
al. (2012), cepas enddfitas procedentes de Venezuela y otras especies
aisladas de Panama (Rojas et al. 2010). C. boninense y C. hippeastri fueron
usados como outgroups. (*) Aislados procedentes de Balao, (**) Molleturo,
(***) Naranjal. Los simbolos a color representan: ® Aislados de Venezuela;

® Ajslados de Ecuador; % Cepas tipo de Rojas et. al; & &'4 & Cepas
tipo de Cannon et. al.



22

Colletotrichum gloeosporioides ICMP12066
Colletotrichum gloeosporioides ICMP19121
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18678
Colletotrichum gloeosporioides ICMP17821
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18697
r—{ Colletotrichum gloeosporioides ICMP18730 C. gloeosporioides sensu stricto
Colletotrichum gloeosporioides ICMP12938
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 12939
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18738
43| | Colletotrichum gloeosporioides ICMP18695
Colletotrichum gloeosporioides ICMP 18694
Colletotrichum aotearoa ICMP18537
Colletotrichum aotearoa ICMP 17324
Colletotrichum horii ICMP 10492
81! Colletotrichum horii ICMP 12942
Colletotrichum nupharicola ICMP18187
A Colletotrichum theobromicola GJS08 45
A Colletotrichum theobromicola GJS08 51
A Colletotrichum theobromicola GJS08 48
<, | & Colletotrichum theobromicola GJS08 46
A Colletotrichum theobromicola GJS08 43
Colletotrichum theobromicola ICMP 18649
A Colletotrichum theobromicola GJS08 50
s A Colletotrichum theobromicola GJS08 47
@ Colletotrichum sp. Ec65***
Colletotrichum theobromicola ICMP 17099
@ Colletotrichum sp. Ec163***
Colletotrichum musae ICMP19119
ﬁ Colletotrichum musae ICMP17817
— Colletotrichum siamense ICMP 18578
@ Colletotrichum sp. EcO83*
@ Colletotrichum sp. Ec146***
@ Colletotrichum sp. 9C
@ Colletotrichum sp. 6C
41 @ Colletotrichum sp. 3C
@ Colletotrichum sp. 10C
51 —— @ Colletotrichum sp. 18C
Colletotrichum aeschynomenes ICMP17673
Colletotrichum fructicola ICMP18581
@ Colletotrichum sp. Ec082*
|— @ Colletotrichum sp. Ec109*
Colletotrichum fructicola ICMP 17789
@ Colletotrichum sp. 17C
7 | Colletotrichum kahavwae ICMP17816
Colletotrichum kahawae ICMP18539
’j Colletotrichum cordylinicola ICMP18579
Colletotrichum psidii ICMP19120
A Glomerella graminicola CBS 130836
A Colletotrichum truncatum CBS151.35
Colletotrichum hippeastri ICMP17920
@ Colletotrichum sp. 15C
Colletotrichum boninense ICMP 17904
92| A Colletotrichum boninense CBS123755

o

67

28
90
70

i A Colletotrichum dematium CBS125.25
59 Colletotrichum spaethianum CBS:167.49
Colletotrichum acutatum CBS112996

Colletotrichum orbiculare CBS514.97

Figura 8. (Continuacion).
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Figura 9. Arbol filogenético generado con analisis de MP. Se muestra 1 de
los 8 arboles mas parsimoniosos obtenidos de secuencias de aislados
enddfitos de Colletotrichum spp. de Ecuador con el gen GAPDH, aislados
referencias o tipo de Weir et al. (2012) y dos cepas patégenas de tamarillo
(Solanum betaceum) procedentes de Ecuador. C. boninense y C. hippeastri
fueron usados como outgroups. (*) Balao, (**) Molleturo, (***) Naranjal. Los
simbolos a color se detallan en la Figura 8.
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Figura 10. Filogenia con secuencias de Colletotrichum spp. aisladas de este
estudio incluyendo secuencias de Rojas et al. (2010) para comparar los
analisis usando el método de Maxima Parsimonia. Se muestra 1 de los 9
arboles mas parsimoniosos. (*) Balao, (**) Molleturo, (***) Naranjal. Los
simbolos a color se detallan en la Figura 8.
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Figura 11. Arbol filogenético con valores de soporte (MP/BS/ML) de la
concatenacion de las secuencias de las regiones ITS y GAPDH de nueve
especies de endofitos del género Colletotrichum aislados de Ecuador y
secuencias de referencias del complejo de especies C. gloeosporioides
reportadas por Weir et al. (2012). C. boninense y C. hippeastri fueron usados
como outgroups. (*) Balao, (**) Molleturo, (***) Naranjal. Los simbolos a color
se detallan en la Figura 8.

PARTE 2: ENSAYOS DE ANTAGONISMO Y PATOGENICIDAD CON EL
TOTAL DE AISLADOS (126)

3.3 Competencia por sustrato frente a M. roreri y M. perniciosa en
cultivos duales

A los 10 dias de evaluacién de los cultivos duales, cada una de las cepas
enddfitas presentd variaciones en el dia de contacto de las colonias y PIC
frente a los patégenos correspondientes (Figura 12).

Figura 12. Interaccion endéfito-patégeno en cultivo dual (PDA/10 d/26 +1°C)
de la cepa Ec008 (Phanerochaete chrysosporium) frente a los patégenos M.
perniciosa (A) y M. roreri (B). Patdégenos testigos sin el antagonista (C) y (D).
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Endofitos vs M. roreri

Mediante el analisis de conglomerados de los PICs entre los 2-10d de todos
los aislados se conformaron de tres grupos homogéneos utilizando el método
de Ward (Anexo 2, correlacion cofenética de 0,63). Los grupos fueron
denominados MR-1, MR-2 y MR-3. El grupo MR-1 lo integraron 18 UTOs
(Unidades Taxondémicas Operativas) y 52 aislados; el MR-2, 10 UTOs y 34
aislados; y MR-3 12 UTOs y 40 aislados (Anexo 4). El grupo MR-1 siempre
inhibié el crecimiento de MR (Ver Figura 13, los valores positivos), en cambio
los aislados de los grupos MR-2 y MR-3 estimularon al patdbgeno hasta el 5to
y 6to dia de enfrentamiento (ver valores negativos de las curvas (Figura 13).
A partir del dia nueve (PIC 9) los tres grupos no muestran diferencias
estadisticamente significativas, presentando 100% de inhibicion (Anexo 3).

Tiempo de contacto

Otra caracteristica deseable de un antagonista que presenté MR-1 fue el
corto tiempo de contacto (tres dias). Los grupos MR-2 a los seis dias y MR-3
a los ocho dias (Anexo 3).

100

80

60

== VIR-1
40 MR-2
MR-3

20

% Inhibicion de crecimiento

PIC Z PIC3 PIC 4 PICSS PIC & PIC 7 PIC 8 PICS PIC10

-20

Figura 13. Grupos de cepas enddfitas conformados de acuerdo con el PIC
evaluados en cultivos duales contra M. roreri durante 10 dias a 26°C.

Endofitos vs M. perniciosa

Se conformaron tres grupos homogéneos mediante el analisis de
conglomerados: MP-1, MP-2 y MP-3 (Anexo 5). Se observd 100% de
inhibicién de crecimiento en algunos grupos a partir del dia seis (PIC6)
(Figura 14). Los aislados del grupo MP-3 presentaron mayor inhibicién en el
dia seis (100%), mientras que los grupos restantes presentaron valores
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negativos (Anexo 3). El grupo MP-1 se encuentra conformado por ocho
UTOs, 15 en MP-2 y 15 en el grupo MP-3 (Anexo 6). La mayoria de las
cepas enddfitas del grupo MP-3 consideradas como las promisorias debido a
su mayor PIC, coinciden con las cepas del grupo MR-1.

Tiempo de contacto

El menor tiempo de contacto fue el dia cinco, correspondiente al grupo MP-3,
mostrando diferencias significativas entre los demas grupos (Anexo 3).
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Figura 14. Dinamica de los Porcentajes de inhibicion del crecimiento de los
grupos de endofitos contra M. perniciosa en cultivos duales.

3.4 Actividad Antagonista

-20

Del total de enddfitos evaluados en el ensayo de cultivos duales, el 8%
(10/126) y 14,3 % (18/126), mostraron antagonismo in vitro contra M. roreri 'y
M. perniciosa, respectivamente (Tabla 1). El contacto de micelio, sin
sobrecrecimiento fue el mas comun (Figura 15A), para M. roreri, se presentd
el 73,0% (92/126) y para M. perniciosa 80% (101/126). La competencia por
sustrato fue 8% (10/126) y 14,2 % (18/126) contra M. roreri y M. perniciosa,
respectivamente (Figura 15B). El sobrecrecimiento de M. roreri sobre los
endofitos fueron 18,2% (23/126), mientras que M. perniciosa solo gano en
dos interacciones 2% (2/126) (Figura 15C). Antibiosis se present6 4% (5/126)
contra M. perniciosa y un aislado 0,8% (1/126) para M. roreri (Figura 15D).

La antibiosis contra M. perniciosa observadas en cinco aislados pertenece a
Ec057 (Colletotrichum spp.), Ec129 (Nigrospora sphaerica), Ec177 y Ec197
(Pestalotiopsis microspora). El aislado Ec059 (Xylaria feejeensis) presentd
antibiosis para ambos patdgenos.
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Los mejores colonizadores de sustrato frente a M. roreri fueron especies de
Xylaria (6 aislados), Lasiodiplodia (2 aislados), Bionectria (1 aislado) y el
aislado no identificado y contra M. perniciosa especies de Xylaria (10
aislados), Ceriporia (3 aislados), Bionectria, Pestalotiopsis, Hypoxylon vy
Nigrospora (1 aislado cada uno), y un aislado N.I.

Figura 15. Tipos de interaccion endofito-patdgeno observadas en este
estudio (PDA/10d/26+1°C/oscuridad). Las cepas mostradas son Ec076
(Psathyrella sp) (A), Ec046 (Xylaria multiplex) (B), Ec036 (Phoma sp.) (C),
Ec059 (X. feejeensis) (D). Gana enddfito (B), Pierde enddfito (C), Neutral (A:
Contacto sin sobrecrecimiento, D: Antibiosis).
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Tabla 1. Resumen de la actividad antagonista de las interacciones de los 126
enddfitos contra los patdgenos M. roreriy M. perniciosa.

Actividad Resultado de la interaccion M. roreri
Antagonista Gana® Pierde Neutral®
Competencia 10 23 0

Antibiosis 0 0 1

Qontacto de rrnc;eho, 0 0 92
sin sobrecrecimiento
Total 10 23 93
Resultado de la interaccion M. perniciosa
Competencia 18 2 0
Antibiosis 0 0 5
Qontacto de rplc?ello, 0 0 101
sin sobrecrecimiento
Total 18 2 106

a Endofitos ganan cuando sobrecrecen al patdogeno y pierden cuando son
sobrecrecidos por el patégeno.

b a interaccion es neutral cuando existe una zona de inhibicion de 1 cm entre
el margen de la colonia del enddfito y el patdgeno o cuando existe contacto
entre micelios sin sobrecrecimiento.

3.5 Patogenicidad de cepas endéfitas en hojas y frutos de cacao

En este ensayo un total de 30 cepas enddfitas presentaron sintomas en
hojas y/o frutos después de la inoculacion. Las hojas presentaron clorosis de
una magnitud aproximada de 0,4-1,5 cm, en los puntos de inoculacién del
enddfito en comparacion al control (Figura 16) conformando cuatro unidades
taxondmicas diferentes. Los aislados Ec013 (Phomopsis) y Ec076
(Psathyrella) presentaron ademas sintomas de necrosis de 0,2-0,3 cm. En
frutos, 26 aislados presentaron necrosis (1,0-3,7 cm), conformando 10
unidades taxondmicas diferentes (Figura 17).

Los géneros que mayormente se destacaron en presentar sintomas en hojas
y frutos fueron Colletotrichum (11 aislados), Fusarium (5 aislados) vy
Phomopsis (3 aislados) (Anexo 7).
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Figura 16. Sintomas en hojas de cacao: A) Inoculacion de cepa Ec124
(Nigrospora sphaerica) mostrando clorosis y B) Inoculacion de cepa Ec013
(Phomopsis sp.) con sintomas de clorosis y necrosis en los puntos de
inoculacion con respecto al control (lado izquierdo del limbo) a los 4 dias de
incubacion a 26°C.

Figura 17. Sintomas provocados por la inoculacion en frutos sueltos de
cacao: Presencia de necrosis luego de la inoculacion de la cepa Ec066
(Colletotrichum spp.) (A), parte interna del fruto con presencia de necrosis en
los puntos de inoculacién (B), fruto sin inoculo usado como control (C). A los
8 dias de incubacion a 26°C.
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3.6 Cepas promisorias en el biocontrol de M. roreriy M. perniciosa

A partir de la identificacion de los mejores grupos conformados por el analisis
de conglomerados debido a que sus aislados presentaron los mayores
valores del PIC en un tiempo corto, se identificaron 17 cepas enddfitas
promisorias, y que ademas no presentaron sintomas después de la
inoculacién en hojas y frutos. Las cepas Ec008, Ec027, Ec035, Ec059,
Ec060, Ec067, Ec069, Ec071, Ec084, Ec098, Ec099, Ec107, Ec113, Ec120,
Ec129, Ec151 y Ec157 mostraron ambas caracteristicas deseadas (ver en
anexo 8 detalles de las cepas). Las cepas Ec013, Ec081, Ec135, Ec139,
Ec156 y Ec160 también presentaron buena inhibicion contra los dos
patdgenos, sin embargo, luego de la inoculacién presentaron sintomas.

PARTE 3: ANALISIS DE CEPAS PRE-SELECCIONADAS

3.7 Sobrevivencia de M. roreri y M. perniciosa después de interactuar
con los endoéfitos preseleccionados (Micoparasitismo)

El porcentaje de recuperacion a partir de la zona de interaccion (Figura 18)
permitié seleccionar 13 cepas (Ec027, Ec035, Ec067, Ec069, Ec071, Ec084,
Ec098, Ec099, Ec107, Ec113, Ec120, Ec151 y Ec157) que inhibieron
completamente a M. roreri. Las otras cepas inhibieron del 20-70%. Contra M.
perniciosa fueron 10 las promisorias (Ec027, Ec035, Ec067, Ec084, Ec098,
Ec107, Ec113, Ec120, Ec151, Ec157) y siete inhibieron del 20-85%.
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Figura 18. Sobrevivencia de M. roreri después de 13 dias de la interaccién
con endofitos. Las placas D-F fueron inoculadas con discos cerca del punto
de indculo del patégeno de las colonias de A-C.

3.8 Evaluacion de extractos fungicos

El porcentaje de inhibicidon de crecimiento de M. roreriy M. perniciosa fueron
significativamente diferentes entre los extractos de los enddéfitos promisorios
(Anexo 9, 10).

Los metabolitos crudos de 11 de las 17 cepas lograron inhibir el crecimiento
de M. roreri al 50% y 75% (v/v). La cepa Ec107 al 75% presento la mayor
inhibicién con respecto a los demas antagonistas (Figura 19A, 20A).

De la misma manera se observa la inhibicion de los metabolitos crudos
contra M. perniciosa (7/17) al 50% y 75%. La cepa Ec035 al 75% presento la
mayor inhibicidén con respecto a los demas extractos (Figura 19B, 20C).

El extracto de Ec084 (Daldinia eschscholtsii) fue el menos efectivo para el
control de ambos patdgenos a las concentraciones empleadas, mostrando
valores negativos del porcentaje de crecimiento, es decir que los metabolitos
producidos por el hongo promovieron el crecimiento de ambos patégenos.
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Figura 19. Inhibicion del crecimiento de M. roreri (A) y M. perniciosa (B) en
presencia de metabolitos de hongos enddfitos de cacao.
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Figura 20. Crecimiento diferenciado de M. roreri en medio PDA envenenado
con metabolitos crudos de Ec107 (Colletotrichum spp.) al 75% (A) y de M.
perniciosa con metabolitos crudos de Ec035 (L. theobromae) (C) y del propio
patdégeno (controles B y D).

3.8 Colonizacion de hongos endoéfitos en hojas sanas de cacao
(Capacidad enddfita)

La mayor capacidad colonizadora mostraron las cepas Ec059, Ec098 y
Ec151 (100%), seguidas de Ec157 (83%), Ec067 (56%), Ec120 (56%), Ec027
(44%) y Ec099 (33%). Las cepas restantes no pudieron ser recuperadas en
las hojas de cacao (Anexo 11).

4. DISCUSION
4.1 Riqueza de especies y su relacion con el hospedante

La diversidad de hongos enddfitos en el cacao ha sido reportado como
abundante segun indican varios estudios (Arnold et al., 2003; Mejia et al.,
2008). Un estudio realizado por Mejia et. al (Mejia et al., 2008) a partir de
aislamientos de hojas de cacao encontr6 a los géneros Colletotrichum,
Xylaria y Phomopsis, como los mas abundantes. Estos hongos habitan
mayormente en hojas y ramas. Ademas son comunmente reportados como
enddfitos en otras especies vegetales (Arnold et al., 2003). En una misma
planta pueden aislarse varias especies de enddfitos, es decir que no existe
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especificidad entre los hongos enddfitos y un género hospedero en particular,
tal como se encontré en el presente estudio (Arnold & Herre, 2003).

La riqueza de especies en nuestro estudio mostré6 que los principales
enddfitos asociados al cacao pertenecen a la division Ascomicetes. El género
Fusarium fue el género mas abundante. Es un género descrito como endéfito
y/o patdogeno (Rubini et al., 2005). Otros géneros abundantes fueron
Colletotrichum, que es considerado como patdégeno del cacao, pero ha
demostrado actividad de inhibicion de Moniliophthora spp. por procesos de
competencia (Mejia et al., 2008) y Xylaria, que son especies reportadas
como enddfitos en diferentes cultivos (Mejia et al., 2008). Existe también un
estudio realizado por Tirado-Gallego (2016) (Tirado-Gallego, Lopera-Alvarez,
& Rios-Osorio, 2016) con hongos enddfitos aislados a partir de hojas de
cacao donde los géneros mas comunes que se encontraron fueron
Colletotrichum, Botryosphaeria ribis, Xylaria y Phomopsis.

Las cepas promisorias sefialadas en el arbol filogenético, al guardar relacion
dentro de sus grupos monofiléticos, solo pocas son las que se evidencian
con mayor capacidad de biocontrol para ambos patdégenos, lo cual puede
deberse a que estas cepas poseen posibles mutaciones y por esta razon se
tornan con cierta ventaja de antagonismo sobre las demas de la misma
especie.

En el analisis de filogenia el gen ITS utilizado no resuelve de manera
confiable las relaciones dentro del complejo C. gloeosporioides (Crouch,
Clarke, & Hillman, 2009), por lo tanto, el uso de los genes GAPDH y TEF son
los mas utilizados por su eficiencia para distinguir especies.

Los cuatro arboles filogenéticos mostraron que las cepas Ec115, Ec133 y
Ec160 no lograron agruparse con ninguna de las anteriores formando un
clado filogenético diferente apoyado con un soporte fuerte por lo cual
probablemente sean especies novel, aunque se necesitan la incorporacion
de otros genes como los utilizados por Weir et. al (Weir et al., 2012) para
inferir con mayor confianza.

En los analisis con los genes empleados, se conformaron diferentes grupos
de relaciones genéticas entre ellas, estas diferencias pueden deberse a que
C. gloeosporioides es un hongo con una amplia variabilidad, poca
especificidad y tiene el rango mas amplio de hospederos de todas las
especies de Colletotrichum (Bustamante, 2006).

En los agrupamientos formados con los diferentes genes existen cepas
enddfitas de este estudio que proceden de diferentes lugares, lo cual destaca
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la variacion genética existente en C. gloeosporioides, es decir que este
hongo tiene la capacidad de evolucionar y adaptarse a diferentes ambientes.
Ademas, se reporta que C. gloeosporioides es recombinante y tiene un alto
potencial de flujo de genes (Abang et al., 2004; Pinzén, 2014; Sanabria et al.,
2010). En los diferentes arboles filogenéticos la cepa Ec146 muestra una
incongruencia con los genes analizados, por lo que puede deberse a una
posible recombinacion genética. Sin embargo, el presente estudio es un
trabajo previo por lo cual se requieren de analisis posteriores para un mayor
soporte de los distintos linajes filogenéticos para confirmacion de las
especies.

En cuanto a las posibles especies identificadas con los diferentes genes
segun las relaciones filogenéticas mostradas, C. theobromicola se reporta
como patdégena, causando antracnosis en flores y frutos del cacao (Rojas et
al., 2010), por lo cual mencionarla como enddfito, segun los datos obtenidos
no puede recomendarse como un controlador biolégico. De igual manera C.
fructicola es reportada como biolégica y geograficamente diversa, causando
dafios en Theobroma en Panama (Weir et al., 2012) y como patégenos en
otros cultivos, como banano y mango (Salazar et al., 2012; Sandoval-
Sanchez et al., 2013).

4.2 Actividad antagonista contra M. roreriy M. perniciosa

La competencia por el sustrato y la actividad antagonista se han reportado
como dos indicadores importantes en la seleccion de ACB (B. Bailey et al.,
2006; Mejia et al., 2008), dado por su potencial predictivo de seleccionar
cepas efectivas en el control de la enfermedad. Varias especies de los
géneros promisorios identificados en nuestro estudio también lo han sido en
otros reportes, entre ellos cabe citar los géneros Fusarium, Colletotrichum,
Xylaria y Pestalotiopsis (Arnold et al., 2003; Mejia et al., 2008; G. Rodriguez
et al., 2011; Suarez & Rangel, 2013).

Al intentar encontrar un(os) candidato(s) a ACB(s) contra Moniliophthora
spp., la competencia por el sustrato mostro diferentes PICs, donde los
aislados del grupo MR-1 tuvieron un tiempo corto de inhibicidn, en cuatro
dias las colonias hicieron contacto. Los aislados de L. theobromae, dentro de
MR-1 mostraron la mayor habilidad de competencia por el sustrato (mayores
PICs) contra M. roreri, al tercer dia completaron la totalidad de la caja en el
ensayo. Entre mayor sea esta habilidad, implica una mayor agresividad del
ACB y en consecuencia el patégeno no debe llegar a producir esporas y/o
disminuir la formacién de estructuras infectivas (Martinez, Infante, & Reyes,
2013). En el caso de la inhibicion de M. perniciosa, los aislados
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correspondientes del grupo MP-3 coinciden con las encontradas en el grupo
MR-1 en los enfrentamientos contra el patégeno M. roreri, contribuyendo de
manera eficiente a la inhibicion de M. roreriy M. perniciosa in vitro.

L. theobromae es un hongo saprofito pero considerado como un patdégeno
latente, que se encuentra de forma enddfita en tejidos sanos de las plantas,
cuando el hospedero se encuentra en alguna circunstancia de estrés por
factores bioticos o abidticos puede convertirse en patégeno (Rubini et al.,
2005). Su velocidad de crecimiento en medio PDA (20,22 mm/dia) contribuye
a una rapida competencia por sustrato (Alama, Maldonado, & Rodriguez-
Galvez, 2006) y de esta manera reduce el espacio disponible para el
patdgeno enfrentado, haciéndolo eficiente como agente de control bioldgico.
Sin embargo, en condiciones in vivo la velocidad de crecimiento del endofito
antagonista no necesariamente puede presentar una colonizacion efectiva en
la planta debido a que en condiciones naturales se encuentran diferentes
nichos.

Otra especie destacada en este estudio como posibles candidatos a ACB por
su mayor PIC contra ambos patdégenos fue Colletotrichum spp., reportado
como un patodgeno en el cultivo de cacao (Mejia et al., 2008).

Una vez que las colonias enddfito-patdgenas hicieron contacto se observd
que las colonias podian responder de diferente manera (Tabla 1), debido a
que los enddfitos poseen diferentes mecanismos, tales como;
micoparasitismo, competencia por nutrientes y espacio los cuales se
expresan de acuerdo a las condiciones en que se desarrollan o se
encuentran favorecidos (Harman et al.,2004).

Los enddfitos al sobrecrecer a los patdgenos pudieron inhibir y micoparasitar
sus hifas, estos efectos sobre las estructuras de los patdégenos pueden estar
relacionados con la produccién de enzimas que secretan los endofitos
(Harman, 2006; Suarez & Rangel, 2013). A pesar de que Harman (2000)
(Harman, 2000) sostienen que puede darse el caso de que un antagonista
sea eficiente en el control de patégenos in vitro, mientras que en campo no
tenga la misma eficiencia. Cabe recalcar ademas que nunca puede suceder
gue un agente ineficiente en laboratorio sea eficiente en campo.

La presencia de antibiosis es el resultado de la actividad antagonista del
enddfito al producir sustancias inhibitorias propias del enddfito y de la
susceptibilidad del patégeno para continuar su crecimiento (Sempere &
Santamarina, 2008). El presente estudio indicé que cinco aislados mostraron
efecto de antibiosis.
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De acuerdo a los resultados de los ensayos de micoparasitismo y la
produccion de extractos fungicos, la cepa Ec035 (L. theobromae), es la que
posee el mayor potencial de biocontrol contra Moniliophthora spp. con
respecto a las demas cepas promisorias. Lo mas probable es que maté al
patogeno por la produccion de exoenzimas hidroliticas (quitinasas,
glucanasas, proteasas y celulasas) para facilitar la degradacion de la pared
celular del hospedante y poder penetrar y micoparasitar al hospedero, lo cual
causa deformaciones del micelio. Cepas de L. theobromae como Ec027,
Ec035, Ec067, Ec098, Ec120, Ec151 y Ec157 micoparasitaron a ambos
patégenos completamente (100%) y presentaron inhibicion de crecimiento de
los patdégenos a las concentraciones evaluadas, por lo que pueden ser
especies eficientes en el biocontrol de estos patdégenos.

La concentracion de extractos fungicos utilizado fue determinante para
conocer la actividad inhibitoria y control al patdogeno, en el caso de la cepa
Ec107 una mayor cantidad de metabolitos extracelulares producidos (75%)
fue eficiente en el control de M. roreri, la cual puede ser considerada una
candidata a biocontrol.

Las enzimas quitinoliticas y glucanoliticas, son consideradas que tienen el
papel principal en el biocontrol a través de su accidn sobre los constituyentes
de la pared celular del patégeno. En Colletotrichum spp. se han encontrado
metabolitos que degradan la pared celular de sus hospedantes como
colletotricina A, B, C, taxol, ergosterol y pironas (Gangadevi & Muthumary,
2008). L. theobromae principalmente presenta metabolitos secundarios como
acido jasmonico y macrolactonas (Yang et al., 2000).

La mayoria de los aislados presentaron una interaccion neutral, para M. roreri
y M. perniciosa, es decir que los micelios enddfitos crecieron sin causar
alguna interaccion favorecedora para los patogenos. Pueden estar
involucrado diversos mecanismos, como la produccion de compuestos
inhibitorios al medio; antibiosis por produccion de metabolitos volatiles y no
volatiles (Howell, 2003), producciéon de enzimas extracelulares e inactivacion
de las mismas hacia el patdégeno (Harman et al., 2004), por lo que no llegan a
tener contacto fisico.

4.3 Patogenicidad de cepas endofitas

En consideracion al total de aislados inoculados (126 aislados) fueron pocas
(30 aislados) las cepas que presentaron sintomas en las hojas y frutos sanos
de cacao. Las cepas Ec013 (Phomopsis sp) y Ec135 (Nectria pseudotrichia)
a pesar de haber obtenido los mayores valores de PIC para ambos
patdogenos y presentar una interaccion neutral en los cultivos duales,
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presentaron sintomas en hojas y frutos bajo las condiciones evaluadas, las
cuales no deben ser considerados como candidatos promisorios a
biocontroladores.

Existieron cepas enddfitas que no mostraron sintomas en hojas sino solo en
frutos (ver anexo 7), es decir que los enddfitos foliares pueden presentar
danos en otras partes del hospedero. La presencia de sintomas tanto en
hojas como en frutos presentados por las 30 cepas, puede referirse a que
son especies que se encuentran en estado latente y que al utilizar hojas y
frutos sueltos para evaluaciones in vitro, debido a que empieza la
senescencia del hospedero, el hongo comienza a expresarse como patégeno
(Sanchez-Fernandez et al., 2013). En estudios realizados por Photita (2004)
(Photita et al., 2004) encontré que al reinocular artificialmente endofitos de
banano obtuvo como resultado sintomas de enfermedad.

4.4 Capacidad endoéfita en hojas de cacao

Una caracteristica de ACB es su elevada capacidad de colonizacién y
reproduccion en los tejidos internos después de la inoculacion en las plantas,
que genera beneficios a la hospedera de acuerdo a los diferentes
mecanismos que posea, tales como: actividad antagonista, induccién de
resistencia contra patégenos y promocion de crecimiento mediante la
secrecion de fitohormonas (Harman et al., 2004).

Especies del género Lasiodiplodia y Xylaria mostraron alta capacidad de
colonizar las hojas, se destaca en que los enddéfitos que son mas abundantes
en hojas de cacao son los que presentan mas alta colonizacion que los
enddfitos que se encuentran menos frecuentes, que tienen pobre capacidad
de colonizar (A. E. Arnold et al.,, 2003) y a que cada enddfito posee
caracteristicas propias de capacidad colonizadora.

Aunque la cepa Ec107 (Colletotrichum spp.) mas eficiente contra M. roreri en
sus metabolitos producidos, no presenté colonizacidon en hojas, es importante
destacar que en estudios realizados por Arnold (2003) (Arnold & Herre,
2003), fue la especie que mayormente se encontré en hojas maduras (15-30
dias) de cacao después de la inoculacion. De igual manera Mejia et. al
(2008) (Mejia et al., 2008) reporto alta capacidad de colonizacidén en hojas de
plantulas de cacao en ensayos en invernadero y campo. La diferencia con
este estudio puede sugerirse a que fue realizado en condiciones in vitro en
hojas sueltas de cacao.
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4.5 Seleccion de cepas promisorias a control biolégico de
Moniliophthora spp.

Las 17 cepas que fueron pre-seleccionadas fueron por su rapido crecimiento,
la cual representan una ventaja en la competencia por espacio y nutrientes.
Es importante mencionar que los diferentes tiempos de contacto que tuvieron
en los enfrentamientos contra M. roreriy M. perniciosa puede deberse a que,
por el lento crecimiento de M. perniciosa, se sembro siete dias antes que los
enddfitos. Por lo tanto, el patégeno pudo estar mejor desarrollado en el
medio de cultivo y los endodfitos no influenciaron en el crecimiento del
patogeno.

Las cepas que presentaron una estimulacién a las cepas patégenas no
fueron consideradas como candidatas promisorias. Rodriguez et. al (2011)
(Rodriguez et al., 2011) en ensayos de capacidad antagonica de hongos
enddfitos contra M. perniciosa  también presentaron estimulacién de
crecimiento en el patégeno, es decir que los valores de PIC fueron negativos.
Una de las caracteristicas mas importantes de los hongos enddfitos es que
sintetizan compuestos particulares para el crecimiento de las plantas, los
cuales también pudieron ser sustancias que promovieron el crecimiento de
los hongos patogenos (Hayat et al., 2010). Otra caracteristica de pre-
seleccion de las 17 cepas promisorias fue la ausencia de sintomas en las
hojas y frutos inoculados.

Luego de los respectivos ensayos, se pueden destacar las mejores cepas
como posibles antagonistas que fueron las que presentaron antibiosis contra
los patdgenos y una alta capacidad de colonizar las hojas de cacao. Las
cepas Ec035, Ec067, Ec098, Ec120, Ec151 correspondientes a L.
theobromae y Ec107 pertenecientes a Colletotrichum spp. mostraron
capacidad de control con sus metabolitos secundarios producidos y las cepas
Ec067, Ec098, Ec120 y Ec151 presentaron diferentes porcentajes de
colonizacion en las hojas de cacao.

La aplicacion de un conjunto de hongos enddfitos que reunan diversos
mecanismos de accién antagonista, tales como una alta velocidad de
crecimiento combinado con algun grado de antibiosis, buena colonizacién y
sobrevivencia en los tejidos de la planta, lo que le permita excluir al
patdbgeno, mediante competencia por nutrientes, puede reducir los dafios
causados por Moniliophthora spp. y poseer diversos beneficios, como en el
caso del estudio realizado por Arnold et al., (2003) (Arnold et al., 2003) al
combinar seis especies endofiticas asociadas a la planta de cacao, redujo las
lesiones ocasionadas por Phytophthora spp. En estudios realizados por Yuan
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et al. (2009) (Yuan, Chen, & Yang, 2009), la aplicacion de in6culos de
enddfitos con organismos del género Xylaria limita de manera efectiva danos
causados por patégenos en Theobroma cacao.

Estos resultados permiten conocer que los hongos enddfitos aislados de
hojas sanas de cacao inhiben el crecimiento in vitro de las dos enfermedades
mas importantes en T. cacao (M. roreri y M. perniciosa) y que pueden ser
utilizados como agentes biocontroladores.

5. CONCLUSIONES

1. Se evidencio la diversidad de hongos endofitos foliares presentes en
plantas de cacao de las localidades muestreadas, muchos de ellos
son reportados como patégenos.

2. Las cepas de L. theobromae fueron las mas importantes, al presentar
altos porcentajes de inhibicidn, micoparasitismo e inhibicion por la
produccion de metabolitos secundarios. La cepa Ec035 es la mas
promisoria de este grupo. Ec107 (Colletotrichum spp.) fue efectiva
contra M. roreri en la produccién de sus metabolitos.

3. Las cepas endofitas que presentaron sintomas, se deban a que son
saprofitas, pero también consideradas patdégenos latentes, que
pueden convertirse en patégenas cuando la planta se encuentra en un
estado de estrés o sus tejidos empiezan el estado de descomposicion.

4. La mayor capacidad de colonizacion presentaron las especies de L.
theobromae y Xylaria sp., estas especies son mas abundantes en
cacao como endofitos, por lo que representa su capacidad de
colonizar rapidamente en las hojas evaluadas.

6. RECOMENDACIONES

1. Con las cepas de L. theobromae en ensayos posteriores se pueden
obtener compuestos bioactivos de utilidad para reducir las principales
enfermedades causadas por Moniliophthora spp.

2. Es de importancia evaluar el micoparasitismo que presentan los
hongos endofitos y los patdgenos, para conocer diferentes tipos de
interacciones de las hifas como enrollamiento o penetracion.
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3. Asimismo, se debe conocer como los metabolitos secundarios inhiben
el crecimiento de los patdgenos, ya que puede deberse a una
inhibicion del desarrollo de los conidios y el crecimiento de tubos
germinativos de los hongos patogenos.

4. Se hace necesario comprobar la patogenicidad y endofitismo de los
aislados enddfitos seleccionados mediante ensayos en invernadero y
campo.

5. Se hace necesario comprobar la eficiencia del biocontrol o control
biolégico en condiciones reales de campo.
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ANEXOS

Anexo 1.

1.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilks (modificado) del PIC de cultivos
duales frente a Moniliophthora roreri.

Variable n Media D.E. A P
PIC2 126 2,95 50,81 0,89 <0,0001
PIC3 126 -5,55 37,90 0,95 <0,0001
PIC4 126 1,94 46,14 0,86 <0,0001
PIC5 126 16,99 50,97 0,81 <0,0001
PIC6 126 39,84 52,74 0,77 <0,0001
PIC7 126 63,27 46,54 0,68 <0,0001
PIC8 126 81,36 36,58 0,53 <0,0001
PIC9 126 90,68 27,9 0,36 <0,0001
PIC10 126 95,23 20,1 0,25 <0,0001

T.contacto 126 5,99 1,93 0,93 <0,0001

1.2. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilks (modificado) del PIC de cultivos
duales frente a Moniliophthora perniciosa.

Variable n Media D.E. W= p
PIC1 126 0,49 12,15 0,82 <0,0001
PIC2 126 -0,15 10,35 0,92 <0,0001
PIC3 126 -3,84 9,82 0,95 <0,0001

PIC4 126 2,57 30,27 0,6 <0,0001



PICS 126 12,62 42,4 0,64 <0,0001

PIC6 126 51,23 51,67 0,67 <0,0001
PIC7 126 68,03 47,26 0,6 <0,0001
PIC8 126 80,98 39,53 0,49 <0,0001
PIC9 126 94,2 22,45 0,27 <0,0001
PIC10 126 96,49 17,36 0,21 <0,0001
T. contacto 126 5,83 1,76 0,91 <0,0001

1.3. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilks (modificado) del PIC de los
extractos fungicos evaluados contra M. roreri.

Variable n Media D.E. W’ P
%Inhibicion 306 11,96 18,21 0,94 <0,0001

1.4. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilks (modificado) del PIC de los
extractos fungicos evaluados contra M. perniciosa

Variable n Media D.E. W’ P
%Inhibiciéon 306 -1,64 20,96 0,97 <0,0001




Anexo 2. Dendograma obtenido del analisis de conglomerados de las
evaluaciones de los cultivos duales contra M. roreri.
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Anexo 3. Comparacion de las medias de los PIC y del tiempo de contacto de
las colonias de cultivos duales frente a Moniliophthora roreri (Grupos MR) y

Moniliophthora perniciosa (Grupos MP) mediante la prueba de Kruskal Wallis.

Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento (%)
Grupo | n Tiempo
PIC2 [ PIC3 | PIC4 | PIC5 PIC6 | PIC7 | PIC8 | PIC9 | PIC10 | contacto
(dias)
MR-1 |52 0° 16,72 | 100,0° | 100,0° | 100,0° | 100,0° | 100,0° | 100,02 | 100,02 3°
MR-2 (34| 0° -16,7° | -11,12 | -11,1® | 26,8° | 100,0° | 100,0° | 100,0® | 100,02 6°
MR-3 (40| 0° 0° -11,12 | 11,12 | -9,8° 4,12 32,6¢ | 100,02 | 100,0° 8°
Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento (PIC)
Grupo | n Tiempo
P PIC1 ([ PIC2 | PIC3 |PIC4 | PIC5 | PIC6 | PIC7 | PIC8 | PIC9 |PIC 10| contacto
(dias)
MP-1 |19|-11,482| -13,52 | -15,62 | -13,0° | -14,82 | -1,62 | 100,0° | 100,0° | 100,02 | 100,02 6°
MP-2 (48| 8,2° 2,7° | 12> | -43° | -6,9b | 4,22 | 0,0° | 59,42 | 100,02 | 100,02 7°
MP-3 |59 | 8,2° 8,1 | -1,2> | -21® | 4,9¢ |100,0° | 100,0° | 100,0° | 100,02 | 100,02 52




Anexo 4. Géneros de los aislados ubicados segun grupos conformados por
los PIC entre los 1-10 dias contra M. roreri obtenido del analisis de

conglomerados.

Grupo MR-1 Grupo MR-2 Grupo MR-3
Colletotrichum (10 aislados) Fusarium (12) Colletotrichum (8)
Lasiodiplodia (8) Xylaria (8) Fusarium (6)
Fusarium (5) Pestalotiopsis (3) Pestalotiopsis (5)

Xylaria (4)
Nigrospora (4)
Pestalotiopsis (3)
Nectria (3)
Ceriporia (3)
Phomopsis (2)
Bionectria (1)
Phanerochaete (1)
Corynespora (1)
Phoma (1)
Coriolopsis (1)
Trichotecium (1)
Daldinia (1)
Hypoxylon (1)
Curvularia (1)
N.I.(1)

Colletotrichum (3)
N.I. (2)
Didymosphaeria (1)
Phomopsis (1)
Eutypa (1)
Rigidoporus (1)
Lasiodiplodia (1)
Nigrospora (1)

Xylaria (4)

Phomopsis (5)

Nigrospora (4)

Nectria (2)

Hypoxylon (2)
Endomelanconiopsis (1)
Psathyrella (1)
Pseudolagarobasidium (1)
Corynespora (1)



Anexo 5. Dendograma obtenido del analisis de conglomerados de los PICs
de los enfrentamientos enddfitos-M. perniciosa. Correlacion cofenética de
0,54.

CanToids pondaraco (Waighrd esniold)
Diset anhats)

MP-3

MP-2

1
ki [1:3 ] 133



Anexo 6. Grupos conformados del PIC contra M. perniciosa obtenido del

analisis de conglomerados.

Grupo MP-1

Grupo MP-2

Grupo MP-3

Fusarium (6)
Xylaria (5)
Nigrospora (2)
Colletotrichum (2)
Phoma (1)
Phomopsis (1)
Curvularia (1)
Corynespora (1)

Fusarium (12)
Colletotrichum (11)
Xylaria (6)
Phomopsis (4)
Nigrospora (3)
Pestalotiopsis (3)
Bionectria (1)
Corynespora (1)
Nectria (1)
Trichotecium (1)
Endomelanconiopsis (1)
Didymosphaeria (1)
Eutypa (1)
Rigidoporus (1)

N.I. (1)

Lasiodiplodia (9)
Colletotrichum (8)
Pestalotiopsis (8)
Xylaria (5)
Fusarium (5)
Nigrospora (4)
Nectria (4)
Hypoxylon (3)
Ceriporia (3)
Phomopsis (3)
N.I. (2)
Psathyrella (1)

Pseudolagarobasidium (1)

Daldinia (1)
Phanerochaete (1)
Coriolopsis (1)



Anexo 7. Aislados enddfitos que indujeron sintomas en hojas y/o frutos
sueltos de cacao después de la inoculacion.

. . Sintomas
Aislados Especies Hojas | Frutos
Ec013 | Phomopsis sp X X
Ec014 | Phomopsis sp X
Ec026 |Fusarium equiseti X
Ec036 |Phoma sp X
Ec037 | Colletotrichum spp.. X
Ec038 | Pestalotiopsis microspora X
Ec039 | Xylaria venosula X
Ec065 | Colletotrichum spp. X
Ec066 | Colletotrichum spp. X
Ec075 | Colletotrichum spp. X
Ec076 |Psathyrella sp X X
Ec081 | Colletotrichum spp.. X
Ec090 |Fusarium solani X
Ec091 |Didymosphaeria futilis X
Ec095 | Fusarium decemcellulare X
Ec108 | Colletotrichum spp. X
Ec109 | Colletotrichum spp. X
Ec110 |N./ X
Ec116 |Phomopsis sp X
Ec124 | Nigrospora sphaerica X
Ec133 | Colletotrichum spp. X
Ec135 | Nectria pseudotrichia X
Ec139 | Nectria pseudotrichia X
Ec146 | Colletotrichum spp. X
Ec156 | Ceriporia lacerata X
Ec160 | Colletotrichum spp. X
Ec163 | Colletotrichum spp. X
Ec168 | Fusarium decemcellulare X
Ec196 |Fusarium decemcellulare X
Ec205 | Pestalotiopsis microspora X
Total 6 26




Anexo 8. Cepas pre-seleccionadas de acuerdo a su mayor PIC presentado
para ambos patdogenos evaluados y ausencia de sintomas en las hojas y
frutos después de la inoculacion.

Actividad Antagonista

Aislado Especie MR MP
Ec008 Phanerochaete chrysosporium Neutral? Neutral®
Ec027 Lasiodiplodia theobromae Neutral® Neutral®
Ec035 Lasiodiplodia theobromae Neutral® Neutral®
Ec059 Xylaria feejeensis Neutral® Neutral®
Ec060 Pestalotiopsis microspora Neutral® Neutral®
Ec067 Lasiodiplodia theobromae Neutral® Neutral®
Ec069 Pestalotiopsis microspora Neutral Neutral®
Ec071 Colletotrichum spp. Neutral® Neutral®
Ec084 Daldinia eschscholtsii Neutral® Neutral®
Ec098 Lasiodiplodia theobromae Neutral® Neutral®
Ec099 Xylaria sp Neutral® Neutral®
Ec107 Colletotrichum spp. Neutral® Neutral®
Ec113 Hypoxylon investiens Neutral® Gana
Ec120 Lasiodiplodia theobromae Neutral® Neutral®
Ec129 Nigrospora sphaerica Neutral Neutral®
Ec151 Lasiodiplodia theobromae Neutral® Neutral®
Ec157 Lasiodiplodia theobromae Gana Neutral®

a Contacto de micelio, sin sobrecrecimiento.

b Antibiosis



Anexo 9. Comparaciéon de medias de los PICs de los extractos fungicos

evaluados contra M. roreri.

Tratamientos Concentracién (%) Medias

Ec084
Ec008
Ec069
Ec107
Ec059
Ec084
Ec113
Ec060
Ec157
Ec099
Ec059
Ec098
Ec129
Ec035
Ec099
Ec113
Ec098
Ec067
Ec151
Ec120
Ec071
Ec071
Ec008
Ec027
Ec069
Ec151
Ec157
Ec129
Ec060
Ec120
Ec027
Ec067
Ec035
Ec107

50
50
50
50
50
75
75
50
50
50
75
50
50
50
75
50
75
50
50
50
50
75
75
50
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75

-13,87
-4,61
-5,61
-0,97
1,66
1,46
2,36
1,64
4,08
5,29
4,27
5,61
5,29
12,86
7,6
9,24
12,89
10,58
13,21
13,21
14,86
14,83
15,62
14,88
20,16
16,52
16,98
17,83
17,84
25,08
20,46
28,71
37,76
59,07
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Anexo 10. Comparacion de las medias de los PIC de los extractos fungicos
enddfitos contra M. perniciosa. Prueba Kruskal wallis (P<0.05).

Tratamientos Concentracion (%) Medias

Ec129 75 -33,33 A

Ec107 50 -24,76 A

Ec129 50 -23,76 A B

Ec084 50 -20,72 A B C

Ec008 75 -21,59 A B C

Ec008 50 22771 AB C

Ec060 50 2222 ABCD

Ec060 75 -1465 AB CD E

Ec069 50 -1061 AB CDEF

Ec099 75 -1363 ABCDEF

Ec084 75 -101 ABCDEFG

Ec069 75 -7,58 BCDEFG

Ec113 75 -7,58 BCDEFG

Ec107 75 -7,57 BCDEFGH

Ec059 50 -5,54 CDEFGHI

Ec099 50 1,02 DEFGHIJ

Ec113 50 1,49 EFGHIJK
Ec157 75 0,51 EFGHIJK
Ec157 50 2,53 FGHIJKL
Ec059 75 1,01 FGHIJKL
Ec027 75 2,53 FGHIJKL
Ec027 50 2,52 FGHIJKLM
Ec067 50 4,02 GHIJKLM
Ec067 75 4,04 GHIJKLM
Ec151 50 5,31 GHIJKLM
Ec120 75 5,81 GHIJKLM
Ec120 50 10,09 HIJKLM
Ec071 50 10,11 lJKLM
Ec035 50 14,5 JKLM
Ec151 75 14,65 KLM
Ec098 50 21,72 L M
Ec098 75 21,21 M
Ec071 75 20,71 M

Ec035 75 46,97

Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22ZZ



Anexo 11. Porcentaje de colonizacion del re-aislamiento de las cepas
inoculadas en hojas sanas de cacao a 26°C/oscuridad, 100% de humedad
relativa después de siete dias, con respecto al control.
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