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Resumen

El sulfato de cobre (ll) pentahidratado (CuSO4:5H20) es un compuesto comun en la industria
agricola, usado para tratar la enfermedad del cacao denominada “moniliasis” ocasionada por la
infeccion del fitopatégeno fungico Moniliophthora roreri (M. roreri) en Theobroma cacao (T. cacao).
El objetivo de este proyecto fue evaluar in vitro el efecto antifungico del CuSO4-5H20 en M. roreri
aislado de frutos de cacao infectados. Inicialmente, se aislaron los hongos endéfitos de frutos de
cacao sanos (T. cacao) en medios ADP y AV8, ambos identificados morfoldgicamente con azul de
lactofenol. Posteriormente, M. roreri fue aislado de frutos de cacao infectados (T. cacao) e
identificado morfolégicamente con azul de lactofenol. El efecto fungicida del CuSO4-5H20 sobre M.
roreri se evalud por infusidn en agares ADP y AV8 en concentraciones de 0.0625-1 mM y de 0.625-
10 uM. De acuerdo con los resultados obtenidos, Lasiodiplodia spp fue el hongo enddéfito mas
frecuente en los frutos de cacao sanos analizados, mientras que la concentracidn minima efectiva
de CuS04-5H20 sobre M. roreri fue 10 uM a 7 dias de incubacion.
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Abstract

Copper (Il) sulfate pentahydrate (CuSO4-5H20) is a common compound in the agricultural industry,
used to treat the cocoa disease called "moniliasis" caused by the infection of the fungal
phytopathogen Moniliophthora roreri (M. roreri) on Theobroma cacao. The objective of this project
was to evaluate in vitro the antifungal effect of CuSO4-5H20 on M. roreri isolated from infected
cacao fruits. Initially, endophytic fungi were isolated from healthy cocoa fruits (T. cacao) on ADP
and AV8 media, both morphologically identified with lactophenol blue. Subsequently, M. roreri was
isolated from infected cocoa fruits (T. cacao) and morphologically identified with lactophenol blue.
The fungicidal effect of CuSO4-5H20 on M. roreri was evaluated by infusion in ADP and AV8 agars
at concentrations of 0.0625-1 mM and 0.625-10 pM. According to the results obtained,
Lasiodiplodia spp was the most frequent endophytic fungus in the healthy cocoa fruits analyzed,
while the minimum effective concentration of CuS04-5H20 on M. roreri was 10 uM at 7 days of
incubation.
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1 Introduccién

El cacao (Theobroma cacao), es uno de los principales productos agricolas del estado de Tabasco,
donde se produce el 68.65% del cacao a nivel nacional [1]; siendo la regién de la Chontalpa la
principal zona cacaotera con alrededor de 35,000 productores a pequefia escala [2]. En los ultimos
afios el rendimiento de la cosecha de cacao se ha visto disminuida principalmente por factores como
la antigiiedad de los sembradios, plagas y enfermedades fungicas que afectan los cultivos, entre las
que destaca la producida por el hongo Moniliophthora roreri (M. roreri) denominada “monilia” o
“moniliasis del cacao”, también conocida como “mancha negra” o “pudricidn del cacao”, que puede
llegar a generar una perdida entre el 50 y el 70 % de la produccién del cacao [2]-[4].

A fin de disminuir la merma en la produccidn de cacao por la moniliasis, se ha implementado el uso
de sales inorgdnicas a base de cobre como el hidréxido de cobre y el sulfato de cobre; este ultimo
es empleado cominmente en una mezcla conocida como “caldo bordelés” compuesta por sulfato
de cobre (1) pentahidratado (CuSO4-5H20), cal u oxido de calcio (Ca0O) y agua (entre otros aditivos),
la cual es ampliamente utilizada en los cultivos de cacao sin existir normas o leyes que regulen su
aplicacion [4]-[7].

Aunque en 2019 se publicé el “Manual para el buen uso y manejo de plaguicidas en campo”, por la
Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) [8] que integra los instrumentos juridicos,
recomendaciones, protocolos y buenas practicas para el uso eficiente e integral, disposicion y
almacenamiento de plaguicidas, la divulgacion de esta informaciéon entre los productores es
practicamente inexistente, un factor que favorece la aplicacion de conocimientos por “usos” y
“costumbres” en la regidon lo que no siempre resulta ser lo mds adecuado para los cultivos [4]-[7].

1.1 Moniliophtora roreri y la Moniliasis

El M. roreri es un hongo que tiende a presentarse en zonas a nivel del mar y en condiciones de
humedad [9]. Su morfologia se compone de hifas hialinas, septadas con doliporo, pudiendo tener
una pared delgada o gruesa; sus esporas se suelen encontrar de forma globosa, subglobosa y
elipticas que tienden a medir entre 5 a 15 um [10].

El ciclo bioldgico del M. roreri (Figura 1) ocurre cuando los frutos infectados generan millones de
esporas que, con ayuda de la lluvia y el viento, son esparcidas a través del aire depositdndose en la
superficie de los frutos del cacao, una vez alli, el hongo penetra el fruto y se desarrolla colonizando
las células induciendo la produccidn de proteinas que propician la necrosis [11]—[13]. Este proceso
de incubacidn suele ser el mas tardado de todo el ciclo, el crecimiento del fitopatdgeno finaliza
después de varios meses de la inoculacion y puede ser observado en la corteza del fruto por lo que
provoca la muerte del tejido interno y posteriormente del externo [10], [14].
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Figura 1. Ciclo bioldgico del M. roreri, extraido de Sanchez Mora et al [12].

En uninicio, Ecuador fue considerado como el centro de origen de la moniliasis, sin embargo, debido
a los trabajos del fitopatdlogo J. B. Rorer quien recolecto muestras desde Trinidad hasta Ecuador y
las envio a R. E. Smith, en la Universidad de California, fue posible determinar que la enfermedad
era causada por el patégeno Monilia sp, cuyos estudios genéticos sefialan a Colombia como la
region de origen de la enfermedad [9], [11], [15].

La moniliasis infecta Unicamente al fruto desde la superficie y en cualquier fase del desarrollo
vegetativo, pero la susceptibilidad mas alta se observa en los primeros estados de desarrollo del
fruto. Los sintomas de la moniliasis pueden ser externos e internos [12]. Externamente los sintomas
se caracterizan por la deformacion de los frutos cuando la infeccidn ocurre en una etapa temprana
de su desarrollo; el cambio de coloracion con la aparicion de manchas cafés; la necrosis aparece
cuando la enfermedad se encuentra avanzada en donde la superficie del fruto se recubre con un
filamento blanco y algodonoso que luego se torna en un polvo grisaceo [9], [12], [15]. Los sintomas
internos se presentan cuando los tejidos se descomponen formando una sustancia acuosa y marrén
con lo que la mazorca de cacao se vuelve inservible [9], [11].

Al ser la esporulacion la ultima etapa del ciclo, el tratamiento primordial para evitar una infestacion
recae en la prevencion, existen sustancias que pueden impedir la propagacién de la enfermedad y
evitar el brote del hongo en frutos sanos el brote del hongo en frutos sanos. Es en esta etapa que
el | CuSO4-5H20 suele ser el principal el principal ingrediente activo que utilizan los agricultores
para llevar a cabo la funcién inhibitoria de las esporas activo [3], [6].

1.2 Sulfato de cobre (ll) pentahidratado y su uso en la industria cacaotera

El CuS0O4:5H20 es una sal inorgdanica utilizada como antiflngico c contra M. roreri, el cual tiene una
funcion protectante, es decir, inhibe la generacidon de las esporas del hongo evitando que estas se
esparzan e infecten a frutos sanos por lo que su uso es preventivo a la aparicién de la enfermedad
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[15]. Se recomienda su aplicacion en cultivos con densidades altas, fumigando de manera semanal
durante tres meses, iniciando en las primeras etapas de la floracién en una concentracion de 2 kg/ha
[12], [15].

Las propiedades del CuSO4-5H20 como antifungico para el tratamiento de la moniliasis oniliasson
reconocidas desde hace muchos afios, sobre todo de manera empirica, sin embargo, la aplicacién
de esta sal aun requiere de estandarizacion y homogenizacion de sus métodos, debido a que una
deficiencia en las concentraciones o una mezcla inadecuada con otros compuestos, puede llegar a
provocar una reduccidn en la eficacia del ingrediente activo, en este caso el cobre, dando como
resultado una respuesta disminuida de la funcién antifungica [14]-[16] [14]—-[16]. Por el contrario,
el uso desmedido o excesivo por parte de los productores con el objetivo de eliminar al hongo (que
regularmente suelen sobrepasar las concentraciones recomendadas), contribuye a la acumulacion
de quimicos en las mezclas que utilizan las cuales resultan ser perjudiciales para el medio ambiente
y para las personas que estan expuestas de forma directa (personal de fumigacién) o indirecta
(personas expuestas a suelos, agua contaminada, etc.) durante periodos de exposicion muy
prolongados [18]-[20].

En este contexto, el objetivo de este proyecto es evaluar el efecto antifingico del CuSO4-5H20 en
el hongo M. roreri, principal agente causal de la moniliasis del cacao mediante estudios in vitro, asi
como identificar a los hongos enddfitos de los los frutos de cacao (T. cacao) de la zona de muestreo.

2. Metodologia
2.1 Zona de estudio y criterios de seleccion de las muestras

La recolecciéon del fruto del cacao (T. cacao) se llevé a cabo en la region noroeste del estado de
Tabasco, en la Rancheria Miguel Hidalgo del municipio de Comalcalco con coordenadas
18°16'06.2"N 93°21'09.5". Para la identificacién de los hongos endoéfitos presentes en T. cacao se
escogieron frutos aparentemente sanos, sin manchas, ni seiales visibles de alguna enfermedad.
Para el aislamiento del M. roreri se recolectaron frutos evidentemente infectados, en diferentes
estados de la enfermedad, desde frutos con la presencia de deformaciones e inicios de la aparicion
de la mancha café (caracteristica de la etapa pre-infectiva del hongo), hasta frutos cubiertos de
esporas en el 100 % de su superficie. Todos los frutos fueron transportados a temperatura ambiente
en bolsas de plastico y procesados al llegar a laboratorio, aproximadamente a 1 h del muestreo.

2.2 Identificacion de los hongos endoéfitos del T. cacao

El protocolo de desinfeccidén y aislamiento de hongos enddfitos en T. cacao se realizé segln lo
indicado por Contreras et al (2006) y Murillo et al 2022 [21], [22]. Los frutos sanos se desinfectaron
frotando el exterior con alcohol al 40% y posteriormente con hipoclorito de sodio al 2 %. Se secciond
la corteza del fruto tomando trozos de aproximadamente 0.5 cm? los cuales se sumergieron en
alcohol al 40 % durante 5 minutos y en hipoclorito de sodio al 2 % por otros 5 min y se dejaron secar.
Posteriormente, fueron sembrados en placas Petri estériles, desechables, con division y con medio
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de cultivo Agar Dextrosa Papa (ADP) y Agar V8 (AV8) preparados en campana de bioseguridad
Labconco™ Purifier™ Cell Logic+™ e incubados a 30 °C (+2), durante 7 dias. Los hongos obtenidos se
aislaron tomando una muestra de cada colonia por separado, sembrando e incubando en las
mismas condiciones ya descritas.

Para la identificacion fungica, las colonias resultantes se observaron macro y microscépicamente.
La observacidon macroscépica de las colonias se realizd en un microscopio estereoscdpico marca
Velab. La observacion microscépica se realizé mediante el andlisis de frotis elaborados a partir del
método de la cinta adhesiva transparente tomando una leve porcién del micelio del hongo con la
cara adhesiva de la cinta; esta muestra se colocé sobre un portaobjetos con una gota de azul de
lactofenol o Lugol y se observé con un microscopio dptico marca Motic serie B3. Las caracteristicas
morfoldgicas de los hongos se cotejaron con articulos originales previamente publicados que
contenian evidencias fotograficas de diversos hongos relacionados al T. cacao.

2.3 Evaluacion del efecto antifungico del CusO4-5H20

Para el aislamiento del M. roreri se realizd el procedimiento descrito por Contreras et al (2006) y
Murillo et aet al (2022) con leves modificaciones dependiendo del estadio de la moniliasis.
Brevemente, se escogieron mazorcas en fase temprana de la enfermedad sin esporulacidn externa,
los trozos de la corteza se obtuvieron del drea afectada. También se escogieron frutos con
esporulacion evidente, en este caso se obtuvieron las esporas raspando suavemente la superficie
del cacao cubierta con ellas, sin pasar por un protocolo de desinfeccion, se obtuvieron trozos de la
corteza previamente raspada. El sembrado se llevd a cabo por duplicado en los agares ADP y AV8
para cada tipo de muestra, divididas en tres categorias: muestra de corteza de fruto con moniliasis
desinfectado, esporas y corteza del fruto sin esporas y sin desinfeccién. El aislamiento y la
identificacién del hongo se realizé bajo las mismas condiciones anteriormente descritas para los
hongos enddfitos.

La evaluacion del efecto fungicida se llevé a cabo por el método de infusién en agar, colocando 5
concentraciones de CuSO4'5 H,0 en el medio: 1 mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.125 mM, 0.0625 mM,
seguido del sembrado del hongo a partir del micelio del M. roreri aislado, cada una se hizo por
duplicado tanto en agar ADP como en agar AVS, incubadas a 30 °C (+2) durante 7 dias (pH=5).
Posteriormente se hizo una segunda ronda de concentraciones, esta vez a 10 uM, 2.5 uM y 0.625
MM incubadas durante 3 dias bajo las mismas condiciones iniciales. Una vez visible el micelio del
hongo se identificé morfolégicamente de la manera previamente descrita.

3. Resultados

Se procesaron en total 13 frutos sanos de los cuales se identificaron morfolégicamente 4 hongos:
Lasiodiplodia spp, Mucor spp, Aspergillus spp, Curvularia spp. Los resultados se pueden observar en
la Tabla 1; en la primera columna se enlistan los hongos enddfitos identificados; en la segunda
columna se la primera coluenlistan los hongos endéfitos identifi en la segunda columna se muestran
evidencias fotogréficas de las colonias obtenidas en los medios de las colonias obtenidas en los
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medios, en ellas es posible visualizar su morfologia macroscépica su morfologia macroscépica; la
tercera columna muestra evidencias fotograficas de la morfologia microscépica de cada hongo que
fue obtenido, tefiidos con azul de lactofenol; en la columna 4 se colocaron los articulos originales
que sirvieron como referencia para la identificacién morfoldgica de cada crecimiento flngico.

La frecuencia de la aparicion de cada hongo se muestra en la Figura 2 siendo los mas recurrentes el
Lasiodiplodia spp presente en casi el 80% de las muestras y el Aspergillus spp observado en mas del
50 % de los frutos examinados. La presencia de estos hongos no parece tener un efecto patolégico
sobre los frutos, en especial la Lasiodiplodia spp, siendo un organismo saprofito, no suele ser
sintomatico en los frutos que infecta, sin embargo, se le considera un fitopatdgeno latente que
puede causar afectaciones cuando la homeostasis de la planta se ve alterada [23], [24].

Género Macroscépica Microscopica Referencia
Lasiodiplodia (23], [25]
spp
Mucor spp [26], [27]
Aspergillus [28]-[30]
spp

Curvularia (31], [32]
spp

Tabla 1. Morfologia de hongos endéfitos en frutos de cacao sanos (T. cacao).
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Figura 2. Frecuencia de hongos enddfitos en frutos de cacao sanos (T. cacao).

El hongo M. roreri se identificd segin la morfologia mostrada por Cuervo-Parra et al 2011 [33],
Bailey et al 2018 [11] y Gdmez Murillo et al 2022 [22]. Su estructura se puede observar en la Figura
3 reportandose el fruto del cacao infectado con esporulacién externa, colonias aisladas de M. roreri
de coloracién blanquesina - amarillo tenue, filamentosas y con apariencia algodonosa y finalmente,
las caracteristicas hifas septadas y esporas elipticas y globosas.

Figura 3. Identificacién microscépica del M. roreri. A) Mazorca de cacao con moniliasis avanzada
(esporulacidn externa). B) Colonias aisladas de M. roreri. C) Vista microscépica de M. roreri 1000X,
esporas elipticas y globosas tefiidas con azul de lactofenol.

En la primera prueba de actividad antifungica del CuSO45H,0, no se observé crecimiento micelial
en ninguna de las concentraciones evaluadas (0.0625-1 mM) a los 7 dias de incubacién. Debido a
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esta condicidn se realizé una segunda prueba donde las concentraciones del CuSO45H,0 fueron
reducidas (0.625-10 uM). En esta segunda prueba se observé crecimiento micelial a partir de 2.5
UM a los tres dias de incubacidn, las caracteristicas morfoldgicas del hongo obtenido en esta prueba
fueron concordantes con las observadas en la bibliografia anteriormente descrita (Figura 4).
Durante esta ultima prueba, en ensayos por duplicado y evaluadas en agares ADP y AV8, fue posible
establecer la concentracion minima efectiva para el CuSO4:5H,0 en 10 uM (Tabla 2).
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Figura 4. Morfologia microscopica de M. roreria 2.5 pM. A) Tincidén con azul de lactofenol. B) Tincién con Lugol.

[uM] Crecimiento
1000-625 -
10 -
2.5 +
0.625 +

Control sin M. roreri -

Control M. roreri, sin CuSO4'5 H,0 +

(-) ausencia; (+) presencia

Tabla 2. Actividad antifingica del CuSO4:5H,0 sobre M. roreri.

4, Conclusiones

Los resultados de este trabajo nos brindan un primer acercamiento a los tipos de hongos endéfitos
presentes en los frutos del cacao que son cultivados en el estado de Tabasco y de las proporciones
de su prevalencia. Aun cuando los hongos enddfitos ya han sido descritos previamente en otras
zonas, la relacién fitopatdgena de M. roreriy los frutos del cacao requiere de especial atencién para
minimizar los danos a los cultivos y su impacto sobre los procesos de comercializacidn que afectan
principalmente a los agricultores y a la economia local de muchas regiones de Tabasco. Se identificd
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un efecto antifungico efectivo del CuSO45H,0 a 10 uM, sin embargo, es necesario realizar estudios
donde se amplie la escala de concentraciones y se evallen otras condiciones de incubacion,
temperatura, humedad y luminosidad, asi como la posibilidad de incluir otros controles positivos
como el azoxystrobin. Si bien, estos resultados son preliminares, nos permiten dar un primer
acercamiento a las concentraciones adecuadas para el uso del CuSO4'5H,0 en cultivos de cacao ya
que la informacién actual no es muy precisa, ni se encuentra actualizada.
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