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Resumen. La moniliasis, causada por Moniliophthora roreri
Cif & Par; se ha convertido en la principal enfermedad limitante
de la produccion de cacao en Colombia y otros paises. Con el
objetivo de explorar alternativas para el biocontrol de esta
enfermedad, hongos y bacterias aislados de frutos y suelo
rizosférico de lotes plantados con cacao fueron evaluados por su
antagonismo contra M. roreri. La evaluacion se realizo en cajas
Petri con PDA, para lo cual se colocé en el centro de las mismas,
un disco de 5 mm de diametro colonizado por €l patogeno y a 3
cm del borde, sobre los ejes horizontal y vertical, cada uno de
los aislamientos. Los microorganismos nativos que inicialmente
mostraron antagonismo fueron posteriormente evaluados in vitro
por su capacidad de restringir el crecimiento y esporulacion de M.
roreri. Los resultados indicaron que de 53 aislamientos de frutos
y suelo rizosférico, 7 mostraron antagonismo contra M. roreri y
entre ellos los mas efectivos fueron los hongos H5 y H20 y la
bacteria B3, los hongos para la restriccion tanto del crecimiento
como de la esporulacion y la bacteria para el crecimiento. El
hongo H20 inhibio en su totalidad el crecimiento de M. roreri.
Estos resultados hacen posible que estos aislamientos sean
promisorios para su incorporacion al manejo de la enfermedad
bajo condiciones de campo. De acuerdo con la caracterizacion
morfologica y las pruebas bioquimicas los hongos pertenecen al
género Trichoderma y la bacteria al género Bacillus.
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Abstract. The moniliasis, caused by Moniliophthora roreri Cif
& Par; has become the principal disease limiting cocoa production
in Colombia and other countries. With the objective of exploring
alternatives for the biocontrol of this disease, fungi and bacteria
isolated from cocoa fruits and rhizospheric soil from plots planted
to cocoa trees were evaluated for their antagonism against M.
roreri. The evaluation was conducted in Petri dishes containing
PDA, by placing in the center of the plate a 5 mm PDA disk
colonized by the pathogen and at 3 cm of the edge, on the X and
Y axis, each of the isolated microorganisms. The isolates which
initially showed antagonism were then evaluated in vitro for
their capacity to inhibit the growth and sporulation of M. roreri.
The results indicated that of the 53 isolated microorganisms,
seven showed antagonism against M. roreri and among them
the most effective were the fungi H5 and H20 and the bacteria
B3, the fungi for the restriction of the growth and sporulation
and the bacteria for the growth. The fungus H20 totally inhibited
the growth of M. roreri. These results generate the possibility
that these promissory isolates can be incorporated to the
management of the disease under field conditions. According
to the morphological characterization and the biochemical tests
both fungi belong to the genus Trichoderma and the bacteria
to the genus Bacillus.
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La produccion de cacao (Theobroma cacao L.) en
Colombia tiene una connotacién muy importante tanto
desde el punto de vista ambiental como socioecondmico.
De este cultivo se benefician alrededor de 25 mil
familias, de las cuales el 90% lleva a efecto el proceso
productivo bajo condiciones de economia campesina
(Rodriguez, 2006). Dependiendo del manejo de la
plantacién, la enfermedad conocida como moniliasis,
causada por el hongo Moniliophthora roreri Cif & Par,
puede ocasionar pérdidas que fluctian entre el 40
y 100%, convirtiéndose por lo tanto en el factor mas
limitante para la produccién de cacao en el pais. Debido

a esta infeccion, la produccion ha venido decreciendo de
manera regular en los Ultimos 10 afos, se estima que en
el 2010, Colombia perdid mas del 40% de su cosecha
anual, equivalente en términos de grano comercial a
28.000 t de una produccién total de 42.294 t. Razodn
por la cual, la industria nacional ha tenido que recurrir
a la importacién de cacao desde paises vecinos, como
Ecuador (FEDECACAO, 2010; Jaimes y Aranzazu, 2010).

En las plantaciones de cacao, el fruto es el Unico
organo infectado por M. roreri. La penetracion y
desarrollo del patdgeno puede ocurrir en cualquier
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fase de su desarrollo, pero son mas susceptibles en
la etapa inicial. Externamente, los sintomas aparecen
como puntos aceitosos muy pequefios y circulares, los
cuales, se convierten en manchas irregulares de color
amarrillo y marrdn. El proceso desde la infeccion a la
aparicion de la mancha tiene una duracion aproximada
de 60+10 dias, dependiendo de la susceptibilidad del
clon de cacao. Entre tres y cuatro dias, se desarrolla
el micelio blanco sobre las lesiones y luego aparecen
las esporas, las cuales confieren un color crema a
marrén (Jaimes y Aranzazu, 2010).

El control de la moniliasis se basa en un sistema
de manejo integrado, el cual incluye la siembra
de materiales genéticos de alta productividad con
tolerancia a la enfermedad (Arguello, 1990; Phillips,
2003), la implementacion permanente de practicas
culturales (Cubillos y Aranzazu, 1979; Mejia vy
Argliello, 2000), el control quimico (Mejia y Argiello,
2000; Fhia et al, 2003; Sanchez et al, 2003) y el
control bioldgico.

En el campo relativo al control biolégico de las
enfermedades causadas por M. roreri Cif & Par, M.
perniciosa(Stahel) y Phytophthora sp, se han realizado
numerosos estudios con los hongos antagonistas
Trichoderma sp y Gliocladium sp (Krauss y Soberanis,
2001a; Evans et al, 2003; Krauss et al, 2003a,
2003b; Sanchez, 2005; Phillips et al, 2006; Suarez,
2006; Corpoica 2006; Suarez y Cabrales, 2008; Bailey
et al, 2008) y con Bacillus sp y Pseudomonas sp
(Benito et al., 2007; Bravo y Victoria, 1981; Krawss y
Soberanis, 2001b; Corpoica, 2006), bajo condiciones
in vitro y campo en pruebas piloto en Ecuador, Perd,
Costa Rica y Colombia, donde evidencian que dichos
microorganismos actlan como antiesporulantes de M.
roreri y que algunos de ellos inclusive, tienen habilidad
para inducir resistencia sistémica en la planta.

El género Trichoderma incluye un grupo de hongos
que ha sido utilizado por su capacidad de parasitar
una gama amplia de fitopatégenos, entre los cuales
figuran los hongos del suelo Phythium sp, Rhizoctonia
sp, Fusarium sp y Sclerotinia sp y los del follaje
Botrytis sp y Peronospora sp, entre otros. El hongo
Trichoderma también actua mediante la produccion
de antibiodticos, por medio de los cuales inhibe el
desarrollo de otros hongos o bacterias que compiten
por nutrientes y espacio, como ocurre en flores
y frutos con Botrytis y Monilia (Villegas, 2005). En
cuanto a las bacterias, Johansson (2003) confirma
que los géneros Bacillus sp. y Pseudomonas sp.,
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restringen efectivamente el crecimiento de hongos en
diferentes cultivos mediante mecanismos de accion
por antibiosis o competencia.

En condiciones in vitro, ha sido posible identificar
microorganismos con potencial para el biocontrol de
las enfermedades en el cultivo del cacao (Suarez, 2006;
Suarez y Cabrales, 2008). Lo anterior permite inferir
que existe la posibilidad de encontrar agentes que
efectivamente controlen M. roreri, bajo condiciones
de campo. Al respecto, desde hace aproximadamente
15 afios se han venido realizando investigaciones
en Colombia, Centro América y otros paises de Sur
América, pero han resultado insuficientes debido
a la gran capacidad de adaptacién del patégeno a
las diferentes condiciones agroecoldgicas donde se
desarrolla el cultivo (Jaimes y Aranzazu, 2010); por
ende, la contribucién investigativa en este campo
requiere ampliar y unir los esfuerzos con el fin de
identificar y proporcionar a los productores nuevas y
efectivas alternativas de manejo.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar bajo
condiciones in vitro la eficacia de aislamientos de
hongos y bacterias procedentes de frutos y suelos
plantados con cacao, para restringir el crecimiento y
esporulacion del hongo M. roreri, que esta limitando
seriamente la produccién de cacao en varias regiones
del pais, particularmente en el municipio de Coper
(Boyacd, Colombia). Los resultados serviran de
soporte para el disefio de estrategias que conduzcan
a un manejo efectivo de la enfermedad en el cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de cacao. Consistieron en mazorcas
tomadas de un cultivo abandonado de hibridos, de
mas de 40 afios, en estado avanzado de esporulacion
de M. roreri, localizado en la finca “Corozales”,
vereda Resguardo del municipio de Coper - Boyaca
(Colombia).

Muestras de rizosfera. Se recolectaron muestras
de suelo de rizésfera, de hibridos de cacao no
identificados, mayores a 20 afios, con alta incidencia
de monilia, en la finca “El Diamante” vereda “Cantino”,
también del municipio de Coper. Para obtener el
suelo rizosférico, se hizo poda de raices y el suelo
adherido a éstas se recogid en bolsas plasticas. El
suelo presentaba estructura blocosa subangular,
textura franco arcillosa y color negro en el horizonte
“A” por los altos contenidos de materia organica
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(4%), pH 5,3, sin aluminio intercambiable, alto
contenido de nitrégeno, bajo de fésforo y medio de
bases intercambiables y elementos menores.

Tanto las muestras de suelo como de frutos se
trasladaron al Laboratorio de Control Bioldgico, del
Programa de Ingenieria Agrondmica de la Universidad
Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia, con sede
en Tunja, donde se procedid al aislamiento de los
microorganismos.

Aislamiento del M. roreri. Con una aguja
previamente esterilizada, se tomd de las mazorcas
completamente esporuladas, micelio del hongo y se
realizd siembra directa en cajas Petri que contenian
el medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)
(MCD®© Laboratorios S.A.), las cajas se incubaron a
25 °C durante ocho dias. Al octavo dia, del borde del
crecimiento de la colonia se realizaron repiques en
PDA hasta lograr una colonia pura (Agrios, 1996).
Para la multiplicacion del hongo, de las colonias puras
se hicieron siembras en diez cajas Petri con PDA
y se incubaron a 25 °C durante 15 dias (debido al
lento crecimiento del hongo). A los 15 dias, de las
diez cajas se seleccionaron dos para la realizacion
de microcultivos. La identificacion del aislamiento
de M. roreri se realizd morfolégicamente, utilizando
las claves taxonomicas de Phillips et al. (2006) y
Evans (1981). El aislamiento puro fue conservado en
refrigeracion para las pruebas de antagonismo con los
microorganismos aislados de suelo y frutos.

Aislamiento de microorganismos nativos

De los frutos de cacao. Se prepard una suspension
patron de 9 mL, utilizando agua destilada estéril y
un pequefio trozo de tejido de mazorca infestado de
M. roreri, a la cual se le agregd una gota de Tween
80 (Agrios, 1996). De esta suspension se hicieron
diluciones seriadas de 1x10* hasta 1x107. De cada
una de las cuatro mayores diluciones se tomaron dos
alicuotas de 500 WL y se depositaron en el centro de
cajas Petri que contenian medio PDA y Agar Nutriente
(AN) (MCD®© Laboratorios S.A.), respectivamente.
Por medio de un rastrillo de vidrio, en angulo de 90°,
previamente esterilizado, se esparcio el indculo sobre
toda la superficie del medio.

Del suelo rizésférico. Se pesaron 9,5 g de suelo,
que se colocaron en una botella de dilucién, a la que
se adiciond agua destilada estéril hasta completar 100
mL, luego se agitd durante 30 min y de la suspension
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se prepararon diluciones de 1x10%, 1x10%?, 1x103. De
cada una de las dos mayores diluciones se tomaron
alicuotas de 500 pL, para siembras por separado
en el centro de cajas Petri que contenian medio de
cultivo PDA o AN, en estado semisdlido, a 50 °C.
Inmediatamente después de depositar la alicuota en
el medio de cultivo, las cajas se agitaron en forma
circular, en el sentido y en contra de las manecillas
de reloj, hasta que la suspension se dispersd
completamente en el medio y se incubaron a 25 °C,
durante 8 dias. Las colonias de hongos y bacterias
que crecieron, fueron luego purificadas realizando
repiques consecutivos en cajas Petri con medio PDA o
AN, seguin el microorganismo. Para su reconocimiento
en las pruebas, a cada uno de los aislamientos se
les asignd un cédigo compuesto de una letra (H para
hongo y B para bacteria) seguida de un ndmero.
Los aislamientos de los microorganismos purificados
fueron almacenados en condiciones de refrigeracion,
en tubos inclinados con medio PDA o AN, hasta la
realizacién de las pruebas de antagonismo in vitro.

Preseleccion de los aislamientos nativos por
su antagonismo a M. roreri. En el centro de cajas
Petri, con medio de cultivo PDA, se colocd un disco de
5 mm de didmetro de medio PDA colonizado durante
12 dias por M. roreri y sobre los ejes horizontal y
vertical, a una distancia de 3 cm del borde, cada uno
de los microorganismos aislados de los frutos y del
suelo rizosférico, tomado de un cultivo de 6 dias de
crecimiento. Las cajas Petri fueron incubadas a 25 °C.
Durante un periodo de 12 de dias, cada tercer dia se
registro el crecimiento de la colonia de M. roreri, el
cual fue medido sobre la base de la caja Petri, por
el lado mas cercano al microorganismo nativo. Las
colonias de hongos y bacterias que mas afectaron
el crecimiento del hongo se preseleccionaron para
evaluar su potencial de antagonismo contra M. roreri.

Evaluacion del potencial antagénico de los
aislamientos preseleccionados. Siguiendo Ia
metodologia descrita anteriormente para la preseleccion
de los aislamientos, se evalud el potencial antagdnico
de cada uno de los microorganismos. Una vez
realizados los montajes respectivos, las cajas Petri se
incubaron a 25 °C. Se utilizd el disefio experimental
completamente al azar (DCA), con cuatro repeticiones
por tratamiento. El testigo consistié en siembras de
solo el patdgeno en el centro de cajas Petri con PDA.
La unidad experimental consistié de una caja Petri con
M. roreri en presencia o ausencia del microorganismo
nativo. Al finalizar la prueba, a los 12 dias, se
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cuantifico la esporulacién de M. roreri, en cada uno
de los tratamientos. Para el efecto, sobre cada uno
de los ejes horizontal y vertical, a 1 mm del centro
de la caja se cortd un disco en el medio de cultivo,
utilizando un sacabocados de 5 mm de didmetro. Los
cuatro discos obtenidos por caja fueron suspendidos
en un tubo de ensayo que contenia 10 mL de agua
destilada estéril, se adiciond una gota de Tween 20 y
se agitd vigorosamente por 10 min, para facilitar el
desprendimiento de los conidios del micelio. El conteo
de los conidios se realizé en un microscopio Nikon®,
utilizando la cdmara de Newbauer. Los datos tanto
del crecimiento de la colonia como de la esporulacién
de M. roreri, fueron sometidos al analisis de varianza
y en dependencia de la significancia, las medias se
compararon mediante la prueba Tukey (Gémez y
Gomez, 1984), utilizando el paquete estadistico SPSS
17.0.

Identificacion de los aislamientos con el
mayor potencial de antagonismo. Los hongos
mas eficientes en el biocontrol de M. roreri, fueron
identificados a nivel de género, con base en las
caracteristicas morfoldgicas de los conidioforos y de
las conidias, siguiendo el protocolo descrito en la
clave taxondmica de Villegas (2005) y Samuels et al.
(1999). La identificacion de las bacterias se realizé de
acuerdo al protocolo de Schaad et al. (2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de M. roreri. Durante el aislamiento de
M. roreri, se evidencid la presencia de contaminantes
representados por Aspergillus sp, Fusarium sp,
bacterias y levaduras que limitan su crecimiento, lo
cual es reportado por Suarez (2006). El crecimiento de
M. roreri en medio PDA fue muy lento, caracteristica
que resulta una gran ventaja para la conservacion
de las cepas, bajo condiciones de laboratorio. La
velocidad de crecimiento de los aislamientos fue de
2,8 mm cada tres dias de incubacion, suficiente para
cubrir toda la superficie de la caja Petri, a los 48
dias. Estos resultados son muy aproximados a los de
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Sanchez (2005), quien encontrd que M. roreri a los
cuatro dias de incubacion presentd un diametro de
crecimiento de 3,7 mm.

Inicialmente, los aislamientos mostraron un crecimiento
color blanco, que posteriormente se tornd crema-
salmon y finalmente café oscuro debido a la formacion
masiva de esporas, con masa conidial pulverulenta.
De acuerdo con Castafio (1952); Cubillos (1970);
Barros (1977); Evans (1981) y Sudrez (2004), se
evidencid una zona micelial formada por filamentos
cortos y entreverados, de color blanco al principio y
luego crema. Microscopicamente la colonia presento
conididforos ramificados, dando lugar a una cadena de
conidios de forma globosa con maduracion basipétala,
corroborando lo descrito por Phillips et al. (2006);
Argliello (1990); Evans (1981) y Suarez (2004).

Microorganismos nativos aislados de frutos
y suelo. En total se obtuvieron 53 aislamientos
procedentes del suelo y de los frutos de cacao (Tabla 1).
Pese a que en el suelo los grupos de microorganismos
mas numerosos generalmente son las bacterias y los
actinomicetos (Alexander, 1977; Sylvia et al., 1998,
2005) los resultados de los aislamientos indicaron que
en este suelo en particular predominan los hongos.
Esto es posible puesto que en los suelos bajo el
cultivo de cacao, similar a lo que ocurre en bosques
maderables y otros forestales, se presentan capas de
residuos organicos en descomposicidn, resultantes
de la caida de la fitomasa de los arboles maderables
nativos e introducidos que generalmente se utilizan
para el sombrio permanente, donde es bien conocido
que el componente microbiano es dominado por
hongos (Alexander, 1977). En cuanto a las bacterias,
Kim et al. (1997) mencionan que entre los aislamientos
bacterianos de la rizésfera, los géneros Bacillus sp y
Pseudomonas fluorescens son comunes y muy eficaces
en el biocontrol de fitopatdgenos que causan dafio al
sistema radical y foliar en diferentes cultivos.

Segun Kuter et al. (1983), tanto la densidad de
poblacidon como la diversidad de biocontroladores

Tabla 1. Nimero de microorganismos nativos aislados del suelo y frutos de cacao.

Fuente Namero de hongos Nuamero de bacterias Total aislamientos
Suelo 20 13 33
Frutos 11 9 20
Total 31 22 53
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depende de varios factores, entre los cuales figuran el
pH, el contenido de nitrdgeno amoniacal, el grado de
descomposicion de la materia organica y la naturaleza
de los materiales utilizados. En especies maderables
y el cacao, las asociaciones endofitas son altamente
diversas y de transmision horizontal (adquiridos del
ambiente) y muestran solo algun grado de afinidad
por el hospedero. Entre los enddfitos encontrados en
hojas de cacao se han identificado hongos habitantes
naturales del suelo, predominando los géneros
Trichoderma y Clonostachys (Mejia et al, 2008), y
bacterias del género Bacillus (Melnick et al., 2008).

Aislamientos antagonicos a M. roreri
preseleccionados. De los 53 aislamientos evaluados
in vitro por su capacidad antagdnica, los hongos
H5 y H6 (provenientes de frutos), los hongos H3,
H12 y H20 (procedentes de suelo) y las bacterias
codificadas como Bl y B3 (aisladas de suelo)
redujeron el crecimiento de M. roreri. Ninguno de
los demas aislamientos limitd el crecimiento del
patdgeno, frente a los cuales el crecimiento del M.
roreri fue similar al que se presentd en las placas
Petri testigo. Entre los hongos, el aislamiento H20
mostro el mayor potencial antagdnico, puesto que su
crecimiento fue tan rapido que anuld por completo
el avance de M. roreri. Es posible que el hongo H20
secrete sustancias metabodlicas que le permiten
derivar su nutricion enteramente del M. roreri y de
esa manera anular por completo su crecimiento.

Estos resultados confirman que en el cultivo de cacao,
existen microorganismos que pueden ser aislados, ya
sea de las partes aéreas de las plantas o del suelo, que
tienen potencial para el control no solamente de M.
roreriy M. perniciosa sino también de Phytophthora
sp (Evans et al., 2003; Krauss et al., 2006; Melnick et
al,, 2008, Mejia et al., 2008 y Hoopen et al., 2003).

Potencial antagonico de los aislamientos
preseleccionados. De los siete aislamientos
seleccionados inicialmente como bioantagdnicos, los
hongos H5 y H20 y la bacteria B3 resultaron ser los
aislamientos mas efectivos para la restriccion de la
proliferacion del M. roreri, in vitro (Tabla 2).

En la Figura 1 se ilustra la restriccion del crecimiento
de M. roreri, por los aislamientos B3 y H20. En la
Figura 1A se puede apreciar que como consecuencia
del antagonismo ejercido por la bacteria B3, el
crecimiento de la colonia de M. roreri, fue en forma
rectangular y no radial como sucedi6é en el testigo
(Figura 1C). El halo de inhibicién producido fue de
32,1 mm, resultando significativamente mayor, con
respecto al producido por el aislamiento B1, que
a los 12 dias de evaluacion fue de 21,8 mm. De
acuerdo con Orietta y Larrea (2001), es posible que
el mecanismo ejercido por la bacteria B3, fue el de
antibiosis, debido a la produccién de metabolitos
secundarios, los cuales pueden ser voldtiles o
difusibles, pero que en cualquiera de los casos, sin

Tabla 2. Crecimiento y esporulacion de Moniliophthora roreri, en presencia de microorganismos nativos

antagonicos aislados de frutos de cacao y suelo.

Tratamiento

Crecimiento de la colonia (Diametro en mm)

Esporulacion

Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Crecimie|_1to (conidias mL)
promedio

M. rorerix H3 1d l,1de 1,3cd l4de 1,2de 48.101abc
M. roreri x H5 1,1d 1,2cd 1,2d 1,2e 12ef 26.482 b c
M. roreri x H6 1d 1,3cd 1,3cd 1,3de 1,2de 84.297 a
M. rorerix H12 1,1d 14c 1,5c 1,5d 1,3d 78.079ab
M. rorerix H20 1d le le 1f 1f Oc
M. roreri x B1 1,8b 2,2b 3,2b 41b 2,8b 74.565ab
M. roreri x B3 1,4c 2,1b 3,1b 3,8¢C 2,6 C 73.260ab
M. roreri 2,7 a 5,6 a 8,5a 11,53 7,1a 78.196ab
Significacion * * * * * *

En las columnas, valores con letras distintas difieren significativamente de acuerdo con Tukey (P<0,05)
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entrar en contacto fisico con el patdgeno, pueden
inhibir o restringir su crecimiento. Los mismos autores
documentaron que en especies de B. subtilis, se ha
registrado la liberacion de compuestos con propiedades
antifingicas como la subtilina y otros antibiéticos de
la familia de las Iturinas. Aunque no se obtuvieron
resultados considerablemente significativos con la cepa
nativa B3, es bien conocido que el género Bacillus se
encuentra integrado por bacterias endosporadas con
alto potencial biocontrolador contra patégenos foliares,
incluso contra Phytophthora capsici, agente causal de
la mazorca negra del cacao (Melnick et al.,, 2008).

En la Figura 1B, se aprecia claramente que el
crecimiento de M. roreri fue inhibido en su totalidad
por el hongo H20. De acuerdo con Wells (1986) y Chet
(1987); citados por Bernal et al. (2007), es posible
que el mecanismo ejercido por el hongo H20 contra
M. rorerifue el de parasitismo. Estos autores afirman
que en el proceso la mayoria de las especies de hongos
bioantagonistas crecen quimiotrépicamente hacia el
hospedante, se adhieren a las hifas del mismo y se
enrollan en ellas frecuentemente, penetrandolas y
secretando sustancias metabdlicas que le permiten
depender parcial o enteramente de su hospedante
para su nutricién. Estos resultados son corroborados
por Harman (2001); Ezziyyani (2004); Orddiez
(2000) y Bastos (1996), quienes afirman que hongos
del género Trichoderma parasitan hifas de M. roreri
y M. perniciosa en cacao, mediante la produccién de
metabolitos denominados Trichodermina, Dermadina,
Suzukacillina, viridin, Alamethicina, richotoxina y
enzimas como la B-1,3 glucanasa, quitinasa y celulasa
que le permiten ademas el ataque a un amplio rango
de patdgenos ejerciendo su efecto sobre las paredes
celulares.

Villamil, J.E.; Blanco, J.0.; Viteri, S.E.

Los datos de la Tabla 2 evidencian que el hongo
H20 es el aislamiento con el mayor potencial de
antagonismo contra M. roreri. En presencia de este
aislamiento, el crecimiento de la colonia del patdgeno
fue consistentemente menor a los tres, seis, nueve y
doce dias de incubacion, con diferencias estadisticas
en comparacién a los otros aislamientos y al testigo.
Estos resultados concuerdan con lo observado en la
Figura 1B, mediante la cual se ilustra la contundencia
del antagonismo ejercido por el hongo H20 en contra
de M. roreri. Al final de la prueba, segun los promedios,
a los 12 dias de incubacion, los aislamientos que
en orden descendente siguieron al H20 en su
capacidad de restringir el crecimiento de M. roreri
fueron H5, H6, H3, H12, B1 y B3. A pesar de la
variabilidad de los resultados, todos los aislamientos
antagdnicos se diferenciaron del testigo, indicando
que los microorganismos evaluados limitaron en gran
medida el crecimiento del patégeno, ya sea mediante
parasitismo, competencia, antibiosis, o cualquier
otro mecanismo. El aislamiento H5, sin diferenciarse
estadisticamente del H20, H6 y H3, también crecid
rapidamente disminuyendo la capacidad del patdgeno
de explorar el sustrato para el desarrollo de micelio. De
acuerdo con Dennis y Webster (1971), otro mecanismo
que es posible de ser ejercido en contra de M. roreri
es el de competencia. Seguin Gary y Kubicek (1998), la
competencia es un mecanismo de antagonismo en el
cual los microorganismos pugnan por nutrientes. Si el
crecimiento del biocontrolador es mas rapido que el del
patdgeno, el patdgeno no tiene la capacidad de explorar
el sustrato debido a la ausencia de germinacién y
formacién de estructuras. En cacao, se concibe que un
biocontrolador eficaz seria aquel capaz de excluir al M.
roreri, mediante competencia por nutrientes importantes
para su germinacién (Jaimes y Aranzazu, 2010).

Figura 1. Restriccion del crecimiento de Moniliophthora roreri (centro) por microorganismos antagonistas
aislados de suelo. A. M. rorerivs bacteria B3. B. M. roreri vs hongo H20. C. M. roreri solo (Testigo).
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Respecto al efecto de los aislamientos sobre la
esporulacién de M. roreri, los resultados (Tabla 2)
confirman la muy promisoria capacidad antagdnica
del aislamiento H20, al inhibir por completo la
esporulacién del patdgeno en las pruebas in vitro.
Mediante observaciones microscopicas se pudo
evidenciar la presencia delas estructuras del hongo
H20 (hifas y esporas), actuando sobre las esporas de
M. roreri, hasta deformarlas y causarles la muerte. Se
resalta entonces la capacidad antagodnica del hongo
H20, la cual se manifiesta en dos direcciones, tanto
sobre el crecimiento como sobre la esporulacion del
patégeno. Con los demas aislamientos, incluyendo el
testigo, la esporulacion oscilé entre 26.482 y 78.196
conidias mL! (Tabla 2), sin diferencias estadisticas
entre si. En cacao, se ha comprobado la coevolucion
de micoparasitos con efecto antiesporulante sobre M.
roreri, entre los cuales se encuentran Trichoderma
ovalisporum, T. koningiopsis y T. paucisporum,
seleccionados en pruebas piloto en Ecuador, Peru
y Costa Rica (Hebbar, 2007; citado por Jaimes y
Aranzazu, 2010).

Frente al hongo H6, la esporulacion de M. roreri fue
considerablemente superior, aunque sin diferencia
significativa. De acuerdo con Melnick et al. (2008)
existe la posibilidad que determinados aislamientos
microbianos, produzcan metabolitos secundarios que
en lugar de restringir estimulan la esporulacion de M.
roretri.

Segun los trabajos de Phillips et al (2006), en
Colombia se encuentra la mayor poblacion de agentes
de biocontrol, surgidos por coevolucion, por ser el
centro de origen de M. roreri. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que la eficiencia del control por parte
de estos agentes esta sujeta a la cantidad de indculo
establecido en el lugar (Krauss et al,, 2003b) y en el
caso especifico de las areas cacaoteras, la mayoria
tiene niveles de poblacion del patdgeno superiores en
numero a las del agente de biocontrol; por lo tanto,
aunque los antagonistas se encuentran ejerciendo su
accion, ésta se hace insignificante o imperceptible
para el agricultor. La blusqueda de biocontroladores
de M. roreri se ha enfocado hacia las especies de los
géneros Trichoderma y Clonostachys. Sin embargo,
Melnick et al. (2008) resaltan también la posibilidad
de encontrar bacterias como efectivos agentes de
biocontrol en el cultivo de cacao.

En general, los resultados conducen a la seleccién de
los hongos H20 y H5 como los aislamientos fungicos
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mas promisorios para el biocontrol de M. roreri, por
sus efectos tanto sobre el crecimiento como sobre la
esporulacién y de la bacteria B3, por su capacidad
para restringir el crecimiento de la colonia. Siguiendo
los planteamientos de Suarez y Cabrales (2008), en
el sentido que es necesario que los resultados de los
ensayos realizados en laboratorio sean comprobados
bajo condiciones de campo, inclusive frente a otros
fitopatdgenos del cultivo, la segunda fase de esta
investigacion estd orientada a evaluar directamente
en el campo el comportamiento de estas cepas
nativas que en condiciones /n vitro muestran un
potencial muy promisorio para el biocontrol de M.
roreri, fitopatdgeno que se ha constituido en uno de
los factores mas limitantes de la produccion de cacao,
no solo en Colombia, sino también en la mayoria de
paises del mundo productores del grano.

Caracterizacion e identificacion de las mejores
cepas nativas antagonistas. Los resultados de la
caracterizacion e identificacion de los aislamientos
mas promisorios para el biocontrol de M. roreri son
los siguientes:

Hongo H5. Aislado de frutos, cubrié el medio de
cultivo PDA a los seis dias de incubacién a 25 °C. Las
colonias mostraron un color verde, sin micelio aéreo.
Microscopicamente presentd conidiéforos ramificados
con forma de arbol pequefio, los cuales se observan
como penachos compactados que forman anillos con
un sistema de ramas irregular de manera piramidal.
Estos terminan en fidlides donde se forman los
conidios. Segun la clave taxondmica de Villegas (2005)
el hongo corresponde al género Trichoderma, clase
Hyphomycetes, orden Moliniliales, familia Moniliaceae.

Hongo H20: Aislado del suelo, presentd un
crecimiento muy rapido en PDA, cubriendo el medio
a los tres dias de incubacién a 25 °C. La colonia
presentd micelio blanco, tornandose posteriormente
verde opaco, algo amarillento, con crecimiento
flocoso. Microscopicamente se distinguié micelio
hialino, septado, hifas primarias, secundarias y
terciarias, conidioforos largos y delgados y conidios
rugosos, lo cual coincide con las descripciones de la
clave taxonomica de Samuels et al. (1999) para las
especies del género Trichoderma. El efecto antagdnico
de Trichoderma ha sido observado por Sesan et al.
(1999); Nelson (1991), Betalleluz (2003); Torres et
al. (2008) en diferentes cultivos. Varias especies del
mismo género han sido ampliamente ponderadas
como eficaces biocontroladores de M. roreri in vitro'y
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han sido propuestas como una opcién futura para su
biocontrol en el campo (Krauss y Soberanis, 2001a;
Hoopen et al, 2003; Krauss et al, 2003b; Suarez
y Cabrales, 2008). Ademas, Mejia et al (2008),
registran que los integrantes del género Trichoderma
son habitantes naturales de los suelos cultivados con
cacao.

Aislamiento B3: Esta bacteria aislada del suelo,
presentd un crecimiento rapido en medio AN, a
25 °C, cubriendo el medio de cultivo a los cinco
dias de incubacién. Las colonias presentaron color
crema, consistencia butirica, ligeramente elevada,
de bordes irregulares, superficie rugosa, aspecto
himedo-mucoso y Gram positiva, con células en
forma de bacilos y presencia de endosporas polares.
Bioguimicamente, es anaerdbica facultativa, catalasa
positiva, reaccidon negativa a Oxidasa-Kovac's,
produccion de acidos a partir de glucosa, celobiosa,
arabinosa, manitol, trealosa, sorbitol, xilosa, pero no
de ramnosa; mostrd reduccion del nitrato. La tincion
con verde de malaquita para determinar la presencia
de endosporas fue positiva, conduciendo por lo
tanto a su identificacion, como correspondiente al
género Bacillus. El efecto antagonico sobre M. roreri
encontrado en este estudio, es corroborado por Benito
et al. (2007); Bravo y Victoria (1981) y CORPOICA
(2006) quienes hallaron antagonismo sobre M. roreri
y otros fitopatdgenos del cultivo de cacao, in vitro e
in vivo con Pseudomonas sp, Bacillus sp y B. subtilis.

CONCLUSIONES

En los cultivos de cacao existen microorganismos
nativos que muestran capacidad para actuar como
biocontroladores de M. roreri.

A diferencia de los frutos, el suelo representa una
fuente mas diversa de microorganismos nativos, entre
los cuales segun las pruebas in vitro se encuentran
antagonistas que representan una alternativa muy
promisoria para el control bioldgico de M. roreri.

De los 53 microorganismos nativos aislados de frutos
y suelo, siete mostraron antagonismo contra M. roreri
y entre ellos los mas efectivos fueron los hongos H5
y H20 y la bacteria B3, destacandose el hongo H20,
el cual inhibié en su totalidad el crecimiento de M.
roreri.

Los hongos H5 y H20 pertenecen al género
Trichoderma y la bacteria B3 al género Bacillus.
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