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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 mediante una investigacion bibliogréfica con la finalidad
de conocer la efectividad de los microorganismos antagonistas pertenecientes al género
Bacillus spp., como biocontroladores de la enfermedad Moniliasis (Moniliophthora
roreri) en el cultivo de cacao. La produccién de cacao juega un papel muy importante
en la economia del Ecuador, la misma lleva consigo diferentes patologias generando asi
grandes pérdidas econdmicas. Esto ha permitido el uso indiscriminado de agroquimicos,
dejando a su paso grandes dafios al medio ambiente y creando asi resistencia en los
organismos patdgenos que atacan al cultivo. Es por eso que en la actualidad se busca
otros medios para contrarrestar a estos patdgenos, siendo los microorganismos
antagonistas que trabajan como biocontroladores una alternativa muy viable, uno de
estos géneros es el Bacillus spp. el cual a través de diferentes experimentos ha
demostrado ser un buen controlador de la Moniliasis una de las enfermedades que ocupa
un rubro importante en el cultivo de cacao en el pais. Se ha determinado una amplia
participacion cientifica e interés en el control biolégico de los patdgenos, centrandose
en los microorganismos antagonistas del genero Trichoderma spp., y Bacillus spp.,
para el control de la M. roreri, las principales investigaciones referentes al tema se
encontraron en Colombia. Los hongos y bacterias para el biocontrol fueron extraidos
del suelo rizdsferico, el patdgeno se obtuvo de frutos esporulados o cepas. Los

resultados del Bacillus spp., fueron bajos en los trabajos cientificos.

Palabras clave: Microorganismos antagonistas, Moniliophthota roreri, Bacillus spp.,

cacao, control bioldgico.



ABSTRACT

This study was carried out by means of a bibliographical investigation in order to know
the effectiveness of the antagonist microorganisms belonging to the genus Bacillus spp.,
as biocontrollers of the Moniliasis disease (Moniliophthora Roreri) in the crop of cocoa.
Cocoa production plays a very important role in the economy of the Ecuador, it carries
with it different pathologies thus generating great economic losses. This has allowed the
indiscriminate use of agrochemicals, leaving great damage to the environment and thus
creating resistance in pathogenic organisms that attack the crop. That is why at present
we are looking for other means to counteract these pathogens, being the antagonistic
microorganisms that work as biocontrollers a very viable alternative, one of these
genera is Bacillus spp. Which through different experiments has proven to be a good
controller of the Moniliasis one of the diseases that occupies an important item in the
cultivation of cocoa in the country. It has been determined a wide scientific participation
and interest in the biological control of pathogens, focusing on the antagonist
microorganisms of the genus Trichoderma spp., and Bacillus spp., for the control of M.
roreri, the main investigations concerning the issue met in Colombia. Fungi and
bacteria for biocontrol were extracted from the rhizospheric soil, the pathogen was
obtained from fruits sporulated oocysts or strains. The results of the Bacillus spp., were

low in scientific papers.

Key words: antagonistic microorganisms, Moniliophthota roreri, Bacillus spp., cocoa,

biological control.
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l. INTRODUCCION

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) es una planta de origen tropical, latitudes
comprendidas entre 10° N y 10° S del Ecuador, que requiere de temperaturas altas durante
todo el afio, lluvias regulares y un buen manejo agronémico para producir satisfactoriamente
los granos de cacao. Su semilla es el componente principal del chocolate, apreciado
mundialmente no sélo por su sabor sino también por su valor nutritivo. En el pasado hasta
en la actualidad, ha llegado a convertirse en un producto de lujo debido a las diferentes
presentaciones, puede estar al alcance de todo tipo de publico (Arévalo, Gonzélez, Maroto,
Delgado, & Montoya, 2017).

Los ocho mayores productores de cacao en el mundo son Costa de Marfil (38%), Ghana
(21%), Indonesia (13%), Nigeria (5%), Cameran (5%), Brasil (4%), Ecuador (3%) y Malasia
(1%), estos paises representan el 90% de la produccion mundial (Nufiez, 2010). En
Latinoamérica, Brasil constituye el principal pais productor de cacao seguido de Ecuador y
Colombia (Nufiez, 2010).

El cacao (Theobroma cacao L.) es de gran importancia en la economia del Ecuador, por ser
un rubro prometedor y que constituye una fuente de empleo para un alto porcentaje de
habitantes de los sectores rurales y urbanos (Sanchez & Garcés, 2012). Por las
caracteristicas especiales que presenta el cacao ecuatoriano como, en el penetrante aroma
floral y la calidad frutal, ha sido reconocido como cacao fino y de aroma. La mayoria de las
plantaciones cacaoteras del pais son manejadas de forma integral, incorporando las buenas
practicas agricolas, que si no se realizan a tiempo, comprometen la produccion hasta en un

90% por el ataque de enfermedades (Sanchez, Garcés, Vera, Ramos, Troya, & Diaz, 2011)

Entre las enfermedades mas dafiinas que atacan al cultivo estdn la moniliasis
(Moniliophthora roreri), escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa), fitoptora
(Phytophthora spp.) y en menor porcentaje al mal de machete (Ceratocystis cacaofunesta)
(Sanchez & Garcés, 2012). A pesar de las cantidades de fitopatdgenos que le atacan al
cultivo causando grandes pérdidas en las plantaciones, la moniliasis es la mas peligrosa.

La Moniliophthora roreri es un hongo que estd presente en 11 paises de centro y
sudameérica. Es uno de los principales causantes de pérdidas mayores al 30% (Phillips,
2006). Ha causado grandes pérdidas que a provocado el abandono de miles de productores a

lo largo del continente americano, situacion que a causado efectos negativos en la



comunidad de cacaocultores y en los agroecosistemas (Ramirez, 2007). EI modo de control

de la moniliasis puede ser quimico, cultural y biologico.

Objetivo de la presente investigacion:

- Explorar la informacion cientifica acerca del género Bacillus spp. como controlador

bioldgico de la Moniliasis en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).



Il.  MARCO TEORICO

2.1 Origen del cacao
El cacao es una planta de ciclo perenne de tipo tropical que rinde varias cosechas al afio,
crece en climas célidos y humedos. En México ya era conocido cuando, en 1520,
desembarcaron los espafioles; se utilizaba en forma de chocolate. Segun la tradicion, el
arbol tenia origen divino y las semillas cayeron del cielo (Anacafé, 2004). Recibe el
nombre cientifico de Theobroma cacao L. que significa en griego “Alimento de los
Dioses”.
Si bien el cacao es nativo de América, no se puede indicar con precision el lugar
especifico ni su distribucion. Adn hoy en dia continGa siendo tema de discusion. Algunos
autores indican que el cultivo se inici6 en México y América Central y sefialan al mismo
tiempo que los espafioles no lo vieron cultivado en America del Sur cuando arribaron este
continente, lo encontraron creciendo en forma natural en muchos bosques a lo largo de
los rios Amazonas y Orinoco Y sus afluentes, donde aln hoy existen tipos genéticos de un
alto valor (Lépido, 2009).
La figura 1 representa, las areas de ubicacion y distribucion de los paises productores de
cacao. La distribucién mundial esta entre los paises de América del Sur, América Central,
El Caribe, Africa, Asia y Oceania; cuentan con tierras de bosques hlimedos tropicales
(Lépido, 2009).

Figura 1. Ubicacion y distribucion de los paises productores de cacao (color negro).
Fuente: Lépido, (2009)



Tabla 1. Paises productores de cacao (color negro)

América Africa Asia y Oceania
Belice Benin Fiji
Bolivia CamerUn India
Brasil Congo Indonesia

Colombia Congo Republica Democratic: Malasia

Costa Rica Costa de Marfil Papua Nueva Guinea
Cuba Guinea Ecuatorial Filipinas
Dominica Gabon Samoa
Republica Dominicana Ghanas Islas Salomédn
Ecuador Guineas Sri Lanka
El Salvador Liberia Thailandia
Granada Madagascar Vanuatu
Guatemala Nigeria Vietnam
Haiti Sao Tome y Principe

Honduras Sierra Leona

Jamaica Tanzania
México Togo

Nicaragua Uganda

Panama

Per(
Santa Lucia
Trinidad and Tobago
Venezuela

Fuente: Lépido, (2009)

2.2 Taxonomia del cultivo de cacao
Linneo, en 1737, clasifico el cacao como Theobroma cacao. Luego, Benthan y Hooker,
en 1862, asignaron una clasificacion definitiva como especie de la familia Sterculiaceae,
donde actualmente pertenece al orden de las Marvales. Las diferentes especies del género
Theobroma han tenido muchas clasificaciones botanicas derivadas de las dificultades
encontradas con el abundante polimorfismo y tipos intermedios como resultado del
cruzamiento dirigido entre formas definidas, buscando fijar tipos de mayor
aprovechamiento econémico. Cuatrecasas, en 1964, hizo una clasificacion taxonémica

del género Theobroma, agrupado en 6 secciones y 22 especies (Lépido, 2009).



Cuadro 1. Clasificacion taxondémica del género Theobroma

Seccion Especie Distribucion
1.- Theobroma T. cacao. L. Regiones Tropicales
2.- Rhytidocarpus T. bicolor, Humb. Et Boul Desde el Sur de México
hasta Brasil
3.- Oreanthes T. silvestre Mart. A lo largo del rio
Amazonas
T. speciosum wild Bolivia, Brasil y Peru
T. velutinum Benoist Guyanas
T. glaucam Karst Brasil, Colombia, Ecuador
y Per

4.- Telmatocarpus

5.- Glossopetalum

6.- Andropetalum

—

e e e e e T e T T s e e s .

. Bernoulli Pieter

. gileri Cuatr.

. microcarpum, Art.

. angustifolia Mocifio at Sesse
. cirmolinae Cuatr.

. stipulatum Cuatr.

. chocohense Cuatr.

. simiarum Donn Smith

. grandiforum Schum

. ovobatum Klotzch et Bernouli
. subincamun Mart.

hylacum Cuatr.

. nemorale Cuatr.

. simmosun Pavon Exhuber

. canunanense Pires et Fraes
. mamosum Cuatr.

Panama y Colombia

Colombia

Brasil

México y América Central
Colombia
Colombia
Colombia

Costa Rica

Brasil

Brasil

Brasil y Venezuela
Colombia
Colombia

Peru

Brasil

Costa Rica

2.3 Origen y distribucion de la Moniliasis en el cultivo de cacao

Fuente: Guia Técnica del Cultivo de Cacao, (2009)

Durante mucho tiempo se afirmaba que la moniliasis se manifesté en 1914, en Ecuador.

Pero por medio de investigaciones realizadas, manifestaron que el origen de la

enfermedad aparecio en Colombia en el afio de 1800; donde se ha expandido a 11

diferentes paises del sur y centroamericanos productores de cacao (Perl, Bolivia,

Venezuela, Colombia, Ecuador, Panama, Costa Rica, Guatemala, Honduras, Belice y
México) (Ramirez, 2007).
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Figura 2. Mapa de dispersion de Moniliophthora roreri
Fuente: Jaimes & Aranzazu, (2010)
2.4 Hongo Moniliophthora roreri

El patégeno causal de la Moniliasis del cacao es el hongo Moniliophthora roreri, ain no
se conoce su estado perfecto (sexual), por lo que se deduce gque su reproduccion se da
sOlo asexualmente por conidios; que son las Unicas estructuras que se las conocen por ser
capaces de causar este tipo de infeccion (Evans, Holmes, & Reid, 2003).
En las plantaciones de cacao, la infeccion causada por este hongo se presenta en la
superficie de los frutos y en cualquier fase vegetativa de la planta, pero la etapa mas
susceptible para el cultivo es en los primeros estados de desarrollo del fruto (Correa,
Castro, & Coy, 2014). El tiempo que tarda desde que se infecta hasta la aparicion del
primer sintoma visible en el fruto puede ser de 3 a 8 semanas, puede llegar a variar segun
la severidad del ataque, la edad del fruto, la susceptibilidad del arbol, las condiciones del

clima (principalmente presencias de lluvias) (FHIA, 2003).

2.4.1 Ciclo de vida de Moniliophthora roreri

Los factores ambientales influyen en el desarrollo de la moniliasis, el ciclo comienza
cuando la humedad es baja (época seca), se producen millones de esporas. Méas tarde
éstas conidiosporas son esparcidas por el viento y la lluvia, y se establecen en la
superficie de los frutos y hojas del hospedero. En un lapso de 6 a 8 horas, con
temperaturas mayores a 24 °C y ambientes himedos, los conidios germinan
favorablemente por la penetracion en la epidermis con el uso de las hifas infectivas
(Correa, et al., 2014).



Las hifas se conducen hacia los tejidos centrales como el mesodermo y semillas, para la
presencia de la necrosis (muerte del tejido interno y externo) siendo parte de la
enfermedad (Garcia, Macedo, Tibarcio, & Zaparoli, 2007). A medida que transcurre el
tiempo de 20 a 40 dias los sintomas son mas severos y favorecen el crecimiento del
patogeno, que facilmente se observa en la superficie del fruto, apreciando las
anormalidades de tipo geométricas y protuberancias o tumores (Evans et al., 2003).
Después de 2 a 3 meses, se presentan manchas aceitosas color café oscuro en las lesiones
dadas, que finalmente se forma un caracteristico polvo blanco (micelio) con esporas o
“semillas” infectivas (Ram, 1989). Este polvo le permite al hongo ser dispersado con

facilidad por agua, viento, seres vivos y materiales de trabajo.

/ B. Penetracién de micelios

16 h
en P o

Moniliophthora roreri
(Evans et al.)

C. Frutos infectados de 20-40
dias presentan abultamientos
A. Esporas
infectivas
llegan

a sanos

y producen
toxinas

D. Frutos infectados de 2-3
meses con puntos aceitosos

g

E. Frutos infeccib d icelio gris i
E se di ina facil te por el viento y / o lluvia.

Figura 3. Ciclo de vida de Moniliophthora roreri. A. Inicio de la infeccion, las esporas maduras
son diseminadas por el viento y agua. B. Penetracion en la superficie del fruto, invadiendo las
células paréquimas. C. Al primer mes pos-infeccion se observan abultamientos en frutos. D. Se
generan pequefias manchas aceitosas de colors café. E. Después de 3 meses se observa un
micelio blanco que luego se transforma en gris-crema debido a la esporulacién.

Fuente: Correa et al. (2014)
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Figura 4. Evolucion de sintomas de la moniliasis. (A) Frutos jovenes con protuberancias o
gibas; (B) y (D) Sintomas de puntos aceitosos; (C) y (E) Configuracién de mancha; (F)

Crecimiento del &rea necrosada o0 mancha.

Fuente: Jaimes & Aranzazu, (2010)

Figura 5. Infeccién y avance de la Moniliasis en frutos de cacao en edad avanzada.
Fuente: Jaimes & Aranzazu, (2010)

e B4 N , o

Figura 6. Inoculacion natural de Moniliophthora roreri sobre frutos de cacao
Fuente: Jaimes & Aranzazu, (2010)
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Figura 7. Sintomas internos y externos de la moniliasis: (A) Tejidos centrales, pulpa, almendras y
cascara fomando una sola masa producto de la pudricion; (B) Fruto mostrando una mancha café con
borde irregular donde va avanzando la enfermedad; (C) Fruto donde se observa el micelio del
hongo; (D) Mazorca con infecciones ocultas (internas), presentando hinchazones con pequefios
abultamientos o gibas (protuberancias).
Fuente: Sanchez & Garcés, (2012)
2.5 Control biologico de la Moniliasis
Este método se basa en la utilizacion de organismos vivos (microorganismos) o virus para
eliminar o disminuir la incidencia del patégeno, introduciendo microorganismos
antagonistas. Para la Moniliasis, un biocontrolador eficaz en colonizar de forma rapida en
toda la superficie del fruto, excluyendo el patdégeno, compitiendo por nutrientes
indispensables para la germinacion de M. roreri, y a su vez reducen la esporulacion del
patdgeno sobre las mazorcas (Jaimes & Aranzazu, 2010).
Este tipo de control tiene que ir colectivamente con otros métodos existentes (Sanchez &
Garcés, 2012).
2.6 Género Bacillus spp., como controlador biolégico de la Moniliasis
El género Bacillus, pertenece a la familia Bacillaceae, que representa, una alta actividad
bioquimica referenciada en la literatura cientifica en el control biol6gico (Layton,
Maldonado, Monroy, Constanza, & Consuelo, 2011). Es un grupo de bacterias con
efectos antagdnicos que presenta con otros microorganismos causantes de enfermedades
en plantas (Suarez & Cabrales, 2008), mediante mecanismos de competencia por
nutrientes, minerales y espacio, sobre el hongo de M. roreri en el cultivo de cacao
(Theobroma cacao L.) (Villamil, Viteri, & Villegas, 2015).
2.6.1 Estudio de casos
1) Aplicacion de Antagonistas Microbianos para el Control Biologico de
Moniliophthora roreri Cif & Par en Theobroma cacao L. Bajo Condiciones de
Campo (Villamil, Viteri, & Villegas, 2015).
Ubicacion: La presente investigacion fue realizada en la finca “Corazales”,

occidente de Boyaca (Colombia), coordenadas 05° 28” 45,6 N, 74° 02’ 23,1’ O,
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ubicada a una altura de 825 msnm, temperatura promedio de 22 a 32 °C,
precipitacion pluvial acumulada de 1.557 mm y una humedad relativa de 84,12%.
Material Vegetal: Se utilizo, 4 arboles de cacao de IMC 67 con 4 frutos, para cada
tratamiento (T1, Trichoderma spp. H5; T2, Trichoderma spp. H20; T3, Bacillus spp.
B3y T4, Testigo).

Antagonistas microbianos: Se obtuvieron de suelo rizdsferico y de frutos de cacao
de arboles procedentes de semilla, de diversos cruzamientos mayores a 40 afios de
las fincas Diamante y Resguardo del municipio de Coper (Boyaca-Colombia). EI M.
roreri se obtuvo del micelio del hongo en la finca “Corazales” de frutos de cacao de
arboles procedentes de semilla.

Se multiplicaron los antagonistas y el patdgeno en cajas de Petri en medio PDA
(hongos) y Agar Nutriente (AN) (bacterias), los hongos fueron incubados a 25 °C
durante 8 dias, la bacteria a 28 °C en 4 dias y el patdgeno a 25 °C en 25 dias.
Aplicacion de Tratamientos: Los cuatro arboles seleccionados para cada
tratamiento, se inocularon 2,2 ml de suspension antagonistas respectivos mediante
aspersion con atomizador manual en un érea de 3 cm? sobre los canales de la parte
media del fruto, la densidad de la suspensién para cada hongo fue ajustada a 2,6x10’
conidios/ml y para la bacteria fue de 3,2x10° células/ml, donde se protegi6é con una
bolsa plastica de color azul (evitar el lavado por lluvia) a cada uno de las mazorcas.
Cinco dias atras a la inoculacion de los antagonistas se aplico 2 ml del patdgeno
mediante aspersion con atomizador sobre la misma éarea donde se coloco el
antagonista; y en el testigo se atomizé sobre el fruto seleccionado con una suspension
de 2,2 ml del patégeno asi mismo a un area de 3 cm?.

A partir de los primeros sintomas durante 6 semanas, se registré semanalmente de la
incidencia y severidad externa de la enfermedad y la interna se evalto cuando los
frutos llegaron a su madurez de cosecha (48 dias posteriores a la inoculacion),
calculando los dos mediante la formula de Arguello (2000) a base de las tablas 1 y 2.
Se calculé el efecto de los tratamientos aplicado en las mazorcas mediante la formula
planteada por Shaner y Finney (1997).
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Tabla 2. Escala en grados y porcentajes de dafio externa

Grado Porcentaje (%) Descripcion
1 0 Fruto sano
2 1-25 Protuberancia
3 26-50 Inicio de mancha
4 51-75 Mancha
5 76-100 Esporulacion

Fuente: Villamil et al. (2015)

Tabla 3. Escala en grados y porcentajes de dafio interno

Grado Porcentaje (%)
0 0
1-20
21-40
41-60
61-80
81-100

QB |WIN -

Fuente: Villamil et al. (2015)

Dario externo: El efecto de biocontrol en el T1 fue del 19,5%, en el T2 del 28% y en el
T3 del 13,5%. En la figura 8, se puede apreciar la severidad del dafio provocado por el

patogeno.

/ = 4 s
Figura 8. Dafio externo de Moniliasis en frutos de cacao en condiciones de campo. (A)
Trichoderma spp. H5; (B) Trichoderma spp. H20; (C) Bacillus spp.; (D) Testigo
Fuente: Villamil et al. (2015)
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Tabla 4. Efecto de los antagonistas Trichoderma spp., y Bacillus spp., sobre la
severidad externa de Moniliasis en frutos de cacao, bajo condiciones de campo.

Municipio de Coper, Boyac4, Colombia.

Severidad Externa (%) / Semanas

Tratamientos
1 2 3 4 5 6

T1. Trichodermaspp. H5 22,8 ab 298¢ 50,4 a 60,5Db 68,0 b 75,0b
T2. Trichoderma spp.

H20 22,0b 27,5d 40,3 b 48,8 ¢ 545c¢ 66,5¢
T3. Bacillus spp. B3 24,3 ab 325D 50,0a 62,0b 73,3b 810b
T4. Testigo (sin

antagonista) 248 a 35,3a 54,3 a 70,3 a 85,0a 945a

Fuente: Villamil et al. (2015)

Dafio interno: Los frutos presentaron disminucion de semillas y anormalidades. Con
menor porcentaje de dafio T1 H5 con (85,2%), T2 H20 (77,5%), T3 B3 (88%) vy al
testigo (96,5%). Los tratamientos T1 y T3 no presentaron diferencias estadisticas entre
si, pero si con el testigo. El efecto de biocontrol interno fue en el T1 H5 (11,2%), en el
T2 H20 (19,5%) y en el T3 B3 (8,5%).

Figra 9. Dafio interno de Moniliasis en frutos e cacao, en condiciones de campo. (A)
Trichoderma spp. T1 H5, (B) Trichoderma spp. T2 H20, (C) Bacillus spp. T3 B3; (D) Testigo.
Fuente: Villamil et al. (2015)

2) Identificacién de especies de cepas nativas de Trichoderma spp., y Bacillus spp.,
y evaluacion de su potencial antagonista in vitro frente al hongo fitopatégeno
nativo Moniliophthora roreri en el departamento de Norte de Santander (Suarez
& Cabrales, 2008).

Ubicacion: El trabajo de investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Genética y
Biologia Molecular de la Universidad Francisco de Paula Santander (Colombia).

Obtencién del hongo M. roreri: Las cepas de éste patdgeno, fue de un proyecto
anterior que se habian recolectado a partir de cultivos de cacao ubicados en los

municipios de Santiago, Sardinata, Tibu y Puerto Santander que ya estaban aisladas.
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Obtencidén de Microorganismos antagonistas: De las seis cepas de Trichoderma
spp se seleccionaron las mejores, identificadas como, T1 (T. asperellum), T3 (T.
longibrachiatum), T5 (T. asperellum), fueron extraidos de suelos en cultivos de
cacao en los municipios: El Zulia, El Tarra, Bucarasica y el corregimiento de Agua
Clara en Norte de Santander, reactivadas y purificadas, las cepas fueron identificadas
molecularmente por ITS. La cepa de Bacillus spp., se identificd mediante un sistema
de diagnostico BBL CRYSTAL Gram Positivo/GP (Becton Dickinson) dando como
resultado Bacillus brevis.

Cultivo del antagonista y patdégeno: Mediante la Técnica del Plato Dual, en cajas
Petri fueron marcadas dos puntos a 4 cm, con medio de cultivo PDA, donde se tomo
una porcion de la colonia esporulada del fitopatdgeno en uno de los puntos se coloco
el patégeno y del otro lado opuesto al antagonista, incubaron a 28 °C durante 8 dias;
se realizaron pruebas como: cualitativa y cuantitativa con la técnica del plato dual.

En la cualitativa, se compararon las cepas teniendo en cuenta la capacidad

antagoénica, haciendo referencia a la escala de notas (tabla 5).

Tabla 5. Descripcion de la clave BELL y colaboradores (1982)

Nivel de Antagonismo Cualificacion
1 El antagonista crece totalmente sobre el
fitopatogeno.
2 El antagonista crece sobre las 2/3 partes

de la caja de cultivo, inhibiendo el
crecimiento y desarrollo del
fitopatogeno.

3 El antagonista y el fitopatdgeno ocupan
espacios iguales en la caja de cultivo,
observandose que no hay competencia
entre ellos.

4 El fitopatdgeno crece sobre las 2/3 partes
de la caja de cultivo, inhibiendo el
crecimiento y desarrollo del antagonista

5 El fitopatogeno crece totalmente sobre el
antagonista.

Fuente: Suarez & Cabrales, (2008)

En la prueba cuantitativa se empled la evaluacion en porcentaje del potencial
inhibitorio micelial, (PICM) segln la férmula:

prcy = M —Ma oo
= *
Mb
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Ma: Micelio del fitopatdgeno inhibido

Mb: Micelio del fitopatdégeno con crecimiento libre

Resultados: Los tratamiento con Trichoderma spp., dieron un 100% de antagonismo

frente al patdgeno en el sexto dia.

Tabla 6. Nivel de antagonismo entre Trichoderma spp., vs M. roreri.

Nivel de Antagonismo
Género Aislamiento Trichoderma spp., frente a M. roreri
1 2 3 4
T1 X
T2 X
Trichoderma T3 X
spp. T4 X
TS5 X
T6 X

Fuente: Suérez & Cabrales, (2008)

Figura 10. Antagonismo de Trichoderma spp., frente a Moniliophthora roreri. La flecha
indica la colonia M. roreri totalmente cubierta por el hongo antagonista Trichoderma spp.,

en PDA.

Fuente: Suarez & Cabrales, (2008)

El tratamiento con Bacillus brevis, frente a Moniliophthora roreri dieron resultados

negativos durante los 8 dias de evaluacion, junto con el testigo la cepa del fitopatdégeno

crecié normalmente sin ningin antagonismo por parte del Bacillus brevis.
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TESTIGO

Figura 11. Antagonismo Bacillus spp., frente a Moniliophthora roreri, 8 dias de incubacién (Bacillus
brevis indicado con la flecha). En PDA.
Fuente: Suarez & Cabrales, (2008)

Los resultados negativos del Bacillus brevis se dieron porque es una bacteria no apta

para el control bioldgico de enfermedades de plantas.

Para un mejor rendimiento del potencial de control bioldgico de M. roreri en cacao
demostrado en la practica de campo se tiene que incluir practicas de prevencion de
diseminacion del fitopatbgeno como cortinas rompevientos, desinfeccion de
herramientas, traslado de material vegetal y el transporte de animales o el mismo

hombre entre la plantacion de cacao (Villamil et al., 2015).

3) Aislamiento e Identificacion de Moniliophthora roreri, causante de la moniliasis
en Municipios del Nororiente Colombiano y ensayos preliminares para su
Control Bioldgico (Suarez C., 2006).

Ubicacion: Se realizé en la Universidad Francisco de Paula Santander de Colombia.

Material: Se tomaron las muestras de Moniliophthora roreri en los municipios de
Agua Clara, Tibu, Sardinata, EI Tarra Bucarasica, El Zulia, Teorama y Cucuta del
Nororiente Colombiano. El antagonista se obtuvo de cepas de Trichoderma spp., de
origen nativo, El Zuli e Iscald y una cepa de origen Cubano perteneciente al cepario de
la Universidad Francisco de Paula Santander de Colombia

Aislamiento e Identificacion: Se aplico tres métodos de aislamiento del fitopatogeno,
el primero, la desinfeccion superficial de la mazorca en alcohol al 40% (un minuto) y
con hipoclorito de sodio al 1% (un minuto), se lavé con alcohol y flameo, luego se
cortaron en pequefios trozos, y se desinfectaron con hipoclorito al 1% y se lo llevé al
medio PDA a 28 °C. El segundo método fue similar pero se cultivo directamente sin
desinfectar los trozos. El ultimo fue una modificacion de los dos anteriores tomando

trozos de 2 cm x 2 cm desinfectando con el hipoclorito de sodio al 2,5 y 3% durante 2
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minutos y alcohol al 60% durante 3 minutos. Una duracion de 10 dias de incubacion;
con tres tipos de medios de cultivos agar papa dextrosa, agar sabouraud y agar avena, el
que resulto ser mejor para el crecimiento del hongo M. roreri fue el agar papa dextrosa.
La identificacion fue por medio del microscopio con metodologia de tincion simple.

Las cepas de Trichoderma spp., se empled para la siembra la técnica de Igarashi en

medio nutritivo.
También se aislo el Bacillus spp., en agar LB que fue conservado a 32 °C.

Resultados: De los métodos utilizados el méas efectivo fue el de la desinfeccion
superficial de la mazorca por el medio nutritivo; el agar papa dextrosa es el 6ptimo para

el crecimiento de la M. roreri, en 10 dias de incubacion tuvo 3,5 cm de diametro.

Figura 12. Moniliophthora roreri en medio PDA. A) Cepa izquierda de 15 dias de crecimiento y Cepa
derecha de 10 dias de crecimiento. B) Cepas de 20 dias de crecimiento.
Fuente: Suérez, (2006)

El Antagonismo de los bioensayos en las tres cepas de Trichoderma spp. resultaron
efectivos con un porcentaje por encima del 50%, la cepa de Zulia con una inhibicion de
95% frente a la M. roreri, de Iscald fue de 70% y de la cepa Cubana de un 55%;

indicando como posible controlador bioldgico para la Moniliasis.
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Figura 13. Pruebas de Antagonismo con cepas de Trichoderma spp. A) Trichoderma spp., de origen
Cubano. B) Trichoderma spp., de Iscala. C) Trichoderma spp., de El Zulia.
Fuente: Suérez, (2006)

El Bacillus spp., que se aisld, se realizard en otro ensayo en el laboratorio (in vitro e in

Vivo).

4) Aislamiento de microorganismos para el control biolégico de Moniliophthora
roreri (Suarez Contreras & Rangel Riafio, 2014).

Ubicacion: Norte de Santander de Colombia, en laboratorio de la Universidad
Francisco de Paula Santander.

Material: El fitopatdgeno se obtuvo a partir de mazorcas del cultivo (cacao), de los
municipios Tiba, EI Zulia, Cdcuta, El Tarra, Teorama, Sardinata, Bucarasica, Cachira,
La Esperanza y Ocafia. Los antagonistas se adquirieron de muestras de suelo de los
cultivos de cacao.

Aislamiento: En la M. roreri se realizaron protocolos de desinfeccion, variando las
concentraciones y los tiempos de exposicion de los trozos (0.5 cm mazorca infectada)
en soluciones de alcohol e hipoclorito, luego se secaron con servilletas estériles y se
sembraron en medio de cultivo PDA, a una temperatura de 28 °C durante 8 a 10 dias las
cuales se aislaron e identificaron las colonias de fitopatogeno M. roreri. En
microorganismo antagénico, para hongos se sembraron en una superficie de 100 ul de la
dilucién 10 en agar PDA con antibiético Gentamicina (2 ml/It) a 28 °C durante 5 dfas,
para las bacterias se utiliz6 la dilucién 10 en agar de nutritivo a 37 © C por 48 h, los

hongos fueron identificados por las caracteristicas morfologicas (macroscopicas y
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microscopicas) y en las bacterias se realizo tincién de Gram mediante el sistema de
diagnostico BBL Crystal; y escogidas como posibles antagonistas.

Cultivo del antagonista y fitopatdgeno: Por plato dual, en cajas Petri, se colocé a una
distancia de 4 cm dos puntos, en medio de cultivo de PDA, en un punto se coloc6 una
porcion de la colonia esporulada del fitopatégeno y del otro punto opuesto el hongo
antagonista ( T1= HC002: Paecilomyces spp., T2= HZ002: Paecilomyces spp., T3=
HCO006: Paecilomyces spp. y T4= HS022: Gliocladium spp.), a 28 °C en 8 dias; se
evaluo todos los dias al igual que el testigo, hasta cuando el testigo cubriera el total de
la caja petri y se calcul6 su Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial (PICR) con
la formula propuesta por Meza (2008). Para las bacterias (T1= Bacillus brevis (BZ005),
T2= Bacillus cereus (BS002) y T3= Bacillus megaterium (BTAQ05) ) se sembraron en
estrias equisdistantes y paralelas al agar nutritivo en cajas Petri donde luego de inocular
el patdgeno de la M. roreri en estrias perpendiculares las primeras, fueron incubadas a
28 °C vy las lecturas se hicieron diariamente durante el periodo que tardo el testigo; se
calcul6 su porcentaje de PICR con la formula propuesta por Orbera (2009).

Resultados: Hongos antagonistas: El tratamiento T1(HC002) con un 80,72%, T2
(HZ002) con 83,33%, T3 (HC006) con un 61,81% y el T4 con 73,37% de inhibicion.
Bacterias antagonistas: El tratamiento T1 (B. brevis) con 88,90%, T2 (B. cereus) con

78% y el T3 (B. megaterium) fue el menos efectivo con 67,33 %.

Figura 14. Antagonismo, A) T1 Paecilomyces spp. (CH002) vs M. roreri; B) T3 Paecilomyces spp.
(HCO006 vs M. roreri).
Fuente: Suarez & Rangel, (2014)
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Figura 15. Antagonismo T4 Gliocladium spp., contra M. roreri.
Fuente: Sudrez & Rangel, (2014)

ﬁ.

Figura 16. Antagonismo, A) T1 Bacillus brevis vs M. roreri; B) T2 Bacillus cereus vs M. roreri.
Fuente: Sudrez & Rangel, (2014)

5) Aislamiento, Seleccion e Identificacion de Bacterias del género Bacillus
antagonistas de Pectobacterium carotovorum (Reinoso Pozo, Casadels Romero,
Garcia Suarez, Pérez Gutiérrez, & Alvarez R., 2006).

Ubicacion: Se realizé en el Laboratorio Central de Cuarentena Vegetal de la Provincia
de La Habana, Cuba.

Material: Se utiliz6 las cepas de fitopatégeno Pectobacterium carotovorum 2al, 2a2,
2046, 3b y 10c aisladas en laboratorio Central de Cuarentena Vegetal que se mantuvo en
medio GYNA (Glucosa, extracto de levadura, carbonato de calcio, agar) a partir de
tubérculos-semillas de la variedad Spunta (Holanda), perteneciente a la coleccion de
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bacterias fitopatogenas de la Facultad de Biologia. Las bacterias del género Bacillus, se
extrajo de muestras de suelo con un peso aproximado a 100 g proveniente del municipio
de Guines.

Aislamiento: El aislamiento de las bacterias se sembraron en placas con medio de agar
nutriente con una dilucion de 0.1 ml se sembrd con espatula Drigalsky, incubadas
durante 72 h a 28 °C, para después realizar el conteo de las colonias de distintas
apariencias. Para ubicarlas en el género Bacillus se pasaron a una subcultivacién en agar
nutriente durante 24 h a 28 °C para efectuar la prueba de la catalasa.

Cultivo antagonico y fitopatdgeno: Por medio del método de difusién en agar, con una
suspension del hongo P. carotovorum de 0,5 en la escala de Mc Farland, se vertio en
placas, una vez solidificado, se colocaron ponches de agar de 7 mm de didmetro con las
cepas de Bacillus crecidas durante 72 h se incubaron a 28 °C.

Las cepas de Basillus spp., fueron identificadas segun las pruebas fisioldgicas y
bioquimicas descritas para las especies del género Bacillus por Sneath (1986).
Resultados: Las pruebas de antagonismo realizadas, siete resultaron con actividad
antagoénica de las cuales se clasificaron como B1, B2, B4, B6, B8, B9 y B10 hasta su
posterior identificacion. Las cepas B1, B2, B4 y B10 inhibieron el crecimiento de todas
las cepas de P. carotovorum utilizadas. Las B6, B8 y B9 no mostraron efecto antagénico
frente a la cepa 2al, asi como tampo B6 y B9 afectaron el crecimiento de las cepas 10c y
2a2, respectivamente. La cepa antagonista B2 present6 una potente actividad antagonica
frente a todas las cepas fitopatdgenas.

Las cepas B1 y B9 son del Bacillus licheniformis, B2 al Bacillus laterosporus, la B4 y
B10 al Bacillus polymyxa y las cepas B6 y B8 no fueron concluyentes y se las
clasificaron como Bacillus spp.
Tabla 7. Antagonismo in vitro de cepas de Bacillus spp., frente a cepas de P.

carotovorum. Halo de inhibicion alrededor de los ponches (mm).

Cepas | B1(mm) | B2(mm) B4(mm) B6(mm) B8(mm) | B9(mm) | B10(mm)
2al <10 >15 <10 No Inh. No Inh. No Inh. <10
2a2 <10 >15 <10 <10 >15 No Inh. 10-15
2046 <10 >15 <10 <10 <10 <10 <10

3b <10 >15 <10 10-15 10-15 <10 <10
10c <10 >15 10-15 No Inh. <10 <10 10-15

Fuente: Reinoso et al. (2006)
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I1l.  MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
Los datos de la presente investigacion se recopilaron de articulos cientificos indexados de
diferentes bases de datos: scielo, ufps (Respuestas), researchGate, redalyc; libros, tesis de
grado.
3.2 Método
Para facilitar la comprension de la informacidon se procedié a realizar un cuadro que
contiene los siguientes items:
- Nombre del articulo
- Nombre de la revista
- Fecha de publicacion
- Bacteria biocontroladora
- Hongo fitopatdgeno
- Cultivo

- Respuesta (mala — regular - buena - excelente)
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V. RESULTADOS
A i . Respuesta
Nombre del articulo Lugar de Nombre de la Ar!o d?, H_ongo/Bacterla . Hongo Cultivo P
. . publicacién biocontrolador fitopatogeno
estudio revista
Externo Interno
Aplicacion de Trichoderma spp. | Moniliophthora M M
Antagonistas (T1H5) roreri
Microbianos para el Trichoderma spp. -
Control Biologico de (T2 H20) Momrlgorgr;;[hora R M
Moniliophthora roreri Colombia Scielo 2015 Cacao
Cif & Par en Bacillus spp. (T3
Theobroma cacao L. uBB)pp. ( Moniliophthora M M
Bajo Condiciones de roreri
Campo
Identl_flcamon de Bacillus brevis Monlllophf[hora M
especies de cepas roreri
nativas de Trichoderma .
spp., y Bacillus spp., y Trlchlfderma E
evaluacion de su ufps asperellum (T1), Cacao
potencial antagonista in Colombia 2008 Trichoderma -
vitro frente al hongo (Respuestas) longibrachiatum Monlrl(ljorg?;[hora E
fitopatdgeno nativo (T3)
Moniliophthora roreri Trichoderma
en el departamento de ¢ E

Norte de Santander

asperellum (T5)

| Respuesta

M= Mala (0-24%)

| R=Regular (25-50%)

B= Buena (51-75%) |

E= Excelente (76-100%)
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Nombre del articulo L . Nombre de la A'?O d?, H_ongo/Bactena . Hongo Cultivo Respuesta
ugar de estudio revista publicacion biocontrolador fitopatdgeno
Aislamiento e Trichoderma spp. de El E
Identificacion de Zulia
Moniliophthora roreri, Trichoderma spp. de B
causante de la moniliasis ufps Iscala Moniliophthora
en Municipios del . 2006 roreri Cacao
Nororiente Colombiano y Colombia (Respuestas) .
L Trichoderma spp.
ensayos preliminares para Cubano B
su Control Biol6gico
Bacillus brevis (T1) E
Bacillus cereus (T2) E
Bacillus megaterium
(T3)
el ooy (| Moniicpora :
s Colombia Revistas UNAL 2014 - - roreri Cacao
control biologico de Paecilomyces spp. (T2: E
Moniliophthora roreri HZ002)
Paecilomyces spp. (T3: B
HCO006)
Paecilomyces spp. (T4: B
HS022)

Respuesta

| M= Mala (0-24%) |

R= Regular (25-50%) |

B= Buena (51-75%) |

E= Excelente (76-100%)
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ottt | Lugarde | NGTE | lcacion | biocontralador | fitopatégeno | CUItvO i
estudio revista 2al 2a2 2046 3b 10c
Bacillus
licheniformis. R R R R R
(B1)
Bacillus
Aislamiento, laterosporus E E E E E
Seleccion e (B2)
Identificacion Bacillus Zanahoria R R R R B
de Bacterias UAEM polymyxa (B4) | Pectobacterium | Pepino
del género Cuba redalyc 2006 Bacillus spp. carotovorum Pimiento M R R B M
Bacillus (B6) Chicoria
antagonistas de Bacillus spp. Papa
Pectobacterium (B8) M E R B R
carotovorum Bacillus
licheniformis M M R R R
(B9)
Bacillus
polymyxa (B10) R B R R B
Respuesta | M=Mala (No Inhibicién) | R=Regular(<10mm) | B=Buena(10-15mm) | E= Excelente (>10 mm)
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V. CONCLUSIONES

Con la informacién obtenida en base a los trabajos cientificos investigados podemos
evidenciar que la especie Bacillus spp., a diferentes suspensiones concentradas puede
llegar a ser efectiva en pequefios porcentajes en condiciones de campo aunque en
laboratorio de igual manera demostrd resultados muy variados que van de malos a
excelentes tanto en los hongos de la Moniliophthora roreri como en la
Pectobacterium carotovorum.

El Trichoderma spp y el Paecilomyces spp., es un excelente biocontrolador del hongo
Moniliophthora roreri, dando menores porcentajes de severidad externa e interna y
por consecuencia la mayor disminucion de dafio en los frutos de cacao

Los biocontroladores pueden reemplazar a los productos quimicos, debido a los
buenos resultados en las practicas e investigaciones hechas, son realmente
prometedoras ya que son enemigos naturales que combaten por completo a las plagas

de una plantacion determinada.
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