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Resumen.

Las plantaciones de cacao en Cuba son
afectadas por la podredumbre oscura de
la mazorca, enfermedad causada por

varias especies de  Phytophthora.
Actualmente los hongos enddfitos
aparecen como una alternativa
importante para el control de esta

enfermedad. Este estudio se realizé con
el objetivo de identificar cepas de hongos
endofitos  pertenecientes al género
Xylaria 'y Colletotrichum presentes en
plantas de cacao que pudiesen ser
utilizados en el manejo integrado de esta
enfermedad. Los hongos enddfitos fueron
aislados de hojas aparentemente sanas
de Theobroma cacao durante colectas en
Baracoa. Para los aislamientos se utilizd
el método de triple esterilizacion. Fueron
seleccionados los aislados para la
identificacion ~ taxonébmica  por los
caracteres morfolégicos y se encontraron
como especies mas comunes
Colletotrichum gloesporioides seguida
por Xylaria spp. Se requieren futuros
estudios para seleccionar entre estas
cepas las que poseen potencialidades
como agentes de control biolégico de
Phytophthora palmivora, agente causal
de la podredumbre oscura en Cuba.
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Abstract.

Cocoa plantations in Cuba are affected
by the dark rot of the cob, a disease
caused by several Phytophthora species.
Currently, endophytes fungi appear as an
important alternative for the control of this
disease. This study was carried out with
the objective of identifying strains of
endophytes fungi belonging to the Xylaria
and Colletotrichum gender present in
cocoa plants that could be used in the
integrated management of this disease.
The endophytes fungi were isolated from
apparently healthy leaves of Theobroma
cacao during collections in Baracoa. The
triple sterilization method was used for
the insulation. Isolates were selected for
taxonomic identification by morphological
characters and found as more common
species Colletotrichum gloesporioides
followed by Xylaria spp. Future studies
are required to select among these
strains those that possess potentials as
biological control agents of Phytophthora
Palmivora, a causative agent of dark rot
in Cuba.
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Introduccion

Los enddfitos bacterianos y fungicos tienen varios mecanismos de accién que incluyen la
competencia directa por el espacio y los nutrientes, la antibiosis, el micoparasitismo, la
resistencia sistémica inducida y la promocién del crecimiento, funciones que forman parte de
las estrategias para una gestion eficaz y sostenible de la pod pod helada (Vera et al., 2018).
Estudios recientes brindan evidencias de que los hongos enddfitos juegan un rol importante en
las interacciones planta-patégeno.

Se han estudiado diversos mecanismos mediante los cuales los enddfitos pueden neutralizar el
desarrollo del patégeno, entre ellos la produccion de antibiéticos que inhiben el crecimiento del
patogeno (Herre et al. 2007), inducen mecanismos de defensa que pueden reducir el impacto
del ataque de patdégenos (Mejia et al., 2014), competencia por espacio y recursos y actuan
como micoparasitos (Wang et al. 2013; West et al. 1988). Estudios realizados para evaluar el
potencial biocontrolador de hongos endodfitos frente a la Podredumbre oscura en T. cacao
mostraron un decrecimiento en la severidad de la enfermedad (Hanada et al., 2009).

La mayoria de los estudios conciernen a América del Sur y América Central y fueron realizados
para buscar el efecto bio-controlador de los hongos enddfitos frente a la Podredumbre parda de
la mazorca (Phytophthora sp) y la Escoba de bruja (Amin et al., 2014), teniendo todos como
resultado la seleccién de cepas de Trichoderma (Mbarga et al., 2014; Sriwati et al., 2015). Esta
seleccioén incluye Trichoderma asperellum para el control de la Podredumbre parda causada
por P. megakarya en Africa. (Mbarga et al., 2014).

La busqueda de microorganismos antagonistas para el control biolégico de patdgenos en
cultivos de importancia econdmica ha despertado especial interés debido a sus potencialidades
y ala gravedad de los impactos ecoldgicos causados por la constante y creciente aplicacion de
agroquimicos en los agroecosistemas (Acebo et al., 2012). Es momento de profundizar en la
investigacion sobre la biologia y ecologia de estos organismos antagonistas y, en segundo
lugar, encontrar mecanismos para mejorar la difusién y adopcién de esta tecnologia (Salazar et
al., 2014).

En Cuba se desarrolla un programa de rehabilitacion del sector productivo cacaotero liderado
por el Ministerio de la Agricultura. Este programa tiene como objetivo fortalecer la cadena de
produccion del cacao para obtener la certificacion de la Denominacién de origen. Las acciones
que forman parte de este programa y que contribuyen al desarrollo sostenible del cacao,
requieren de un control racional e integrado de los patégenos que afectan la productividad
teniendo en cuenta nuestro contexto econdmico y medioambiental.

Las plantaciones de cacao en Cuba ubicadas en la region oriental son afectadas por la
Podredumbre oscura de la mazorca, enfermedad causada por varias especies de
Phytophthora. Actualmente son empleadas diferentes formas de proteccién a este cultivo que
reducen el impacto de esta enfermedad, tales como las técnicas culturales (poda de los
arboles, eliminacion de las mazorcas enfermas, manejo de la sombra) y el uso de pesticidas.

En este contexto, los métodos de control biolégico emergen como una alternativa importante,
menos agresiva al agroecosistema cacaotero y especialmente frente a nuestras limitaciones
econdmicas. En esta clase de manejo integrado ha de tener también cabida el control
biolégico. Particularmente, el uso de hongos enddfitos, (Martinez, et al., 2016) tiene un futuro
prometedor tanto por los resultados que proporciona (Bailey and Gilligan, 1997) como por la
inocuidad en el ecosistema en que se emplee.
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En los efectos directos los enddfitos suprimen directamente al patdgeno mediante la produccién
de antibiéticos (Richardson et al., 2014) o la secrecidon de enzimas liticas (Vinale et al., 2008).
Por otro lado, los efectos indirectos que los enddfitos provocan en las plantas ayudando a
reducir el dafio del patégeno pueden ser, por ejemplo, la induccion de la resistencia a la planta,
la estimulacién de produccion de metabolitos y el incremento del crecimiento y de la actividad
fisioloégica. Por ultimo, ejemplos de los efectos ecolégicos son la ocupacion de un nicho
ecologico, el hiperparasitismo y la depredacién (Gao et al., 2010).

Materiales y métodos.
El experimento se realizé en areas pertenecientes a la Estacién de Investigaciones de Cacao
Baracoa y de la Empresa Agroforestal de cacao, de la Provincia de Guantanamo.

Colecta

Las hojas de cacao fueron obtenidas de 6 plantaciones de T. cacao en Baracoa, Cuba. Se
seleccionaron hojas aparentemente sanas, sin dafos visibles por herbivoros o patéogenos
(Arnold et al., 2003). Fueron mantenidas a 4°C y transportadas al Laboratorio de Microbiologia
del Centro para el Desarrollo de la Montafia en Guantanamo, Cuba.

Aislamiento de hongos endéfitos.

Método de Triple esterilizacion

Las hojas colectadas de diversas plantaciones cacaoteras fueron lavadas, secadas y cortadas
en piezas de 2 cm? Las piezas de las hojas fueron esterilizadas utilizando los siguientes
agentes: 95% etanol durante 30 s, 3% hipoclorito de sodio durante 10 min. y 75% etanol
durante 2 min. Luego fueron lavadas tres veces con agua destilada estéril y secadas con papel
estéril (Ishak et al. 2004). Las hojas tratadas fueron cortadas en discos de @ 5 mm usando un
bisturi estéril. Fueron colocados 5 discos de cada hoja de cacao en una placa Petri con 2% de
agar extracto de malta (MEA). Las placas fueron selladas inmediatamente con parafiim e
incubadas a una temperatura de 25-30°C, bajo un ciclo 12h12h luz/oscuridad para inducir la
produccion de esporas, durante un periodo de 3 a 15 dias, con tubos luz fluorescente (40W)
ubicados a una distancia de 60cm sobre las placas. La incubacion se detuvo ante el
crecimiento de la hifa mayor de 5 mm de longitud; en ninguno de los casos excedid las dos
semanas. Un fragmento de la hifa de 5 mm de longitud fue cortado y transferido a nuevas
placas Petri conteniendo medio PDA. Estas muestras fueron incubadas a 30°C.

Identificacion taxonémica.

Se observaron varios caracteres morfolégicos de las cepas (micelio, esporangio, esporas) con
un microscopio Olympus BX50. Se tomaron fotografias de las estructuras fungicas. El
crecimiento del micelio se observo en placa Petri para cada individuo.

Resultados y discusién.

Aislamiento y caracterizacion de hongos endéfitos

Un total de 300 hongos enddfitos cultivables fueron aislados de hojas sanas de cacao durante
el estudio. Luego de la caracterizacion morfolégica se escogieron aquellos cuyas
caracteristicas morfolégicas coincidieron con los géneros de interés: Colletotrichum
gloesporioides (Figuras 2 y 3) y Xylaria sp.
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Figura 1. Colonias de Colletotrichum gloesporoides creciendo en PDA a 30°C.

Figura 2. Conidias de Colletotrichum spp. Observadas en el analisis microscépico. Aumento 40X

Existe una gran diversidad de microorganismos endofiticos en las plantas tropicales (Strobel,
2003), incluyendo cacao (Crozier et al., 2006). La causa de la existencia de esta alta diversidad
de enddfitos podria ser las caracteristicas del sistema agroforestal existente en las
plantaciones, donde se encuentra una variedad de especies de plantas asociadas al cacao,
tales como citricos, cocoteros, platano y forestales (Redman et al. 2001; Flores 2017 ).
Diferentes autores como Rubini et al. (2005), Hanada et al. (2010) y Gupta et al. (2014) han
logrado identificar microorganismos endoéfitos con multiples capacidades hacia la planta y
contra los distintos patégenos que afectan al cacao.

La presencia de Colletotrichum y Xylaria como géneros predominantes es consistente con

previos estudios que reportan a Colletotrichum, Fusarium y Xylaria como los tres géneros mas
frecuentes encontrados en colectas de enddfitos en cacao en América del Sur y Centroamérica
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(Strobel & Daisy, 2003). Estos reportes muestran a Colletotrichum tropicale como la especie
dominante aislada de hojas sanas de cacao; las especies de Xylaria son los enddfitos mas
comunes aislados en las regiones tropicales (Rodriguez et al., 2009).

La comunidad de hongos enddfitos del cacao esta siendo estudiada para fines de control
biolégico de patdégenos de plantas y la produccion de compuestos con propiedades
farmacoldgicas. Las especies de Trichoderma estan entre las mejor conocidas y mas
prometedoras como agentes de control biolégico. Muchas especies de Trichoderma, como T.
stromaticum, T. koningiopsis T. theobromicola, T. paucisporum T. evansii y T. asperellum,
(Samuels et al., 2006) fueron encontradas como endoéfitos en cacao. Varias de estas especies
muestran actividad antagoénica frente a patégenos del cacao. El endéfito Trichoderma
ovalisporum fue utilizado en el control de la enfermedad frosty pod rot en cacao, causada por
Moniliophthora roreri (Crozier et al., 2015).

Otras especies como Trichodema martiale controla el avance de la podredumbre oscura de la
mazorca (Hanada et al., 2009). Para el caso del endéfito C. globosum, el principal mecanismo
de accion es la micostatica, mejor conocido como efecto fungistatico, que consiste en inhibir
hongos enddfitos para su uso en el biocontrol de enfermedades forestales, el crecimiento de
otros hongos, pero sin provocar la muerte del antagonista (Rolando et al., 2013). Las dos
especies de Trichoderma son los hongos enddfitos que tiene mejor efecto sobre F. circinatumy,
G. abietina (Romeralo et al., 2015).

Por lo tanto, resulta pertinente realizar estudios previos que permitan conocer e identificar
agentes de control biolégico. En este sentido, la propuesta es dar organizadamente el primer
paso para el aislado, identificacién, multiplicacion y el enfrentamiento in vitro de los
patdégenos con antagonistas. De esta manera, se espera colocar las bases para futuras
investigaciones en campo que conduzcan a la obtencion de formulaciones que puedan ser
elaboradas y adoptadas por el productor y que, tal como recomiendan Villamil et al., (2015),
esta tecnologia pueda ser utilizada en combinacidén con otros métodos de control dentro de un
programa de manejo integrado de plagas.

Conclusiones.
Fueron aislados 300 hongos enddfitos cultivables de hojas sanas de cacao.

Fueron encontrados como los géneros mas predominantes el Colletotrichum y Xylaria en las
colectas de enddfitos en el cacao.

Recomendaciones.

Se recomienda realizar futuras investigaciones para identificar, entre las cepas aisladas de
Colletrotrichum y Xylaria, aquellas que posean un mayor potencial como agentes de control
bioldégico de P. palmivora en el contexto socioeconémico de Cuba.
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