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RESUMEN

Los arboles de cacao constituyen un sistema agroforestal con relevancia econémica y social en Colombia,
ademas de ser un amplio reservorio de poblaciones flngicas con potencial benéfico en el crecimiento, defensa
en la planta y sintesis de compuestos bioactivos. No obstante, el conocimiento de la diversidad de hongos
enddfitos de la mazorca de cacao es limitado debido a que la mayoria de los estudios se centran en otras
zonas de la planta; y, las exigencias nutricionales de estos pueden dificultar su aislamiento y crecimiento en
condiciones de cultivo in-vitro. En este trabajo se identificaron y caracterizaron hongos endofitos presentes en
mazorcas sanas de Theobroma cacao de los municipios de Maceo y San Pedro de Uraba mediante descripcion
macroscopica, microscopica y estandarizacion de medios de cultivo, evaluando PDA, SB, MC y Cacao. Se
aislaron 5 morfotipos pertenecientes a los géneros Colletotrichum, Pestalotiopsis y Phomopsis, donde el medio
PDA favorecio el crecimiento de los hongos aislados, presentando los mayores valores de area bajo la curva
(enddfito 1: 387 cm?, enddfito 2: 456,67 cm?, enddfito 3: 338,92 cm?, enddfito 4: 536,96 cm?, endofito 5: 459,24
cm?). Debido al alcance planteado en este estudio no se puede asegurar que los hongos identificados
representan la diversidad de las mazorcas de cacao de los municipios muestreados. Sin embargo, los
resultados de esta investigacion contribuyen al conocimiento de los géneros fungicos enddfitos de los frutos
de cacao y aporta informacion a estudios futuros que busquen manejar especies fungicas con posible

aplicacion en la formulacién de alternativas ante problemas agroforestales.
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ABSTRACT which have potential growth and defense

benefits in the plant along with the

Cacao trees constitute an agroforestry synthesis of bioactive compounds.
system with economic and social However, the knowledge of the diversity of
relevance in Colombia, in addition to being endophytic fungi on the cocoa pod is
a wide reservoir of fungal populations limited because most of the studies have
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been focused on other areas of the plant.
In addition, the nutritional requirements of
fungi makes it difficult to isolate and grow
them under in-vitro culture conditions. In
this work, endophytic fungi present in
healthy Theobroma cacao pods in the
municipalities of Maceo and San Pedro de
Uraba were identified and characterized
by macroscopic and  microscopic
description and standardization of culture
media, evaluating PDA, SB, MC and
Cacao. Five morphotypes belonging to the
genera Colletotrichum, Pestalotiopsis and
Phomopsis were isolated. According to
the results, the growth of the isolated fungi
was favored by the PDA medium,
presenting the highest values of area
under the curve (endophyte 1: 387 cm?,
endophyte 2: 456.67 cm?, endophyte 3:
338.92 cm?, endophyte 4: 536.96 cm?,
endophyte 5: 459.24 cm?). Due to the
scope proposed in this research, it cannot
be assured that the identified fungi
represent the diversity of the cocoa pods
of the sampled municipalities. However,
the results of this research contribute to
the knowledge of the endophytic fungal
genera of cocoa fruits and provide
information for future studies that seek to
manage fungal species with possible
application in the formulation of
alternatives to agroforestry problems.

Keywords: Characterization. Cocoa pod.

Endophytic fungi. Standardization.

INTRODUCCION

El cultivo de cacao es uno de los sistemas
agroforestales con relevancia econdmica
y social en Colombia. Entre el 2015 y
2020, la produccion de cacao mostrd una
pendiente ascendente con un incremento
del 15%?, constituyendo el 6,7% de la
produccion total agricola colombiana?. El
creciente aumento del sector cacaotero y
el reconocimiento internacional del cacao
colombiano permite proyectar que se
demandard mayor cantidad y calidad del

grano®.

Para suplir la demanda de cacao y seguir
posicionandose en el mercado
internacional, es necesario buscar
estrategias que solucionen los problemas
de las plantaciones de cacao y también,
gue puedan ser aplicadas en otras
especies vegetales®. Uno de los
principales causantes de la reduccion del
rendimiento de cultivos son las
enfermedades provocadas por
microorganismos patégenos, donde los
hongos endofitos pueden representar una
soluciébn promisoria como agentes de
biocontrol y fuente de metabolitos para

bioprospeccion?®.

De acuerdo con Hawksworth y Lucking?,
la diversidad fungica se estima entre 1,5y

3,8 millones de especies, donde los



hongos enddfitos constituyen un amplio e
importante componente, siendo
hospederos en aproximadamente

300.000 especies de plantas®.

Varios autores han mencionado los
beneficios de los hongos endofitos en las
plantas®101113 resaltando la capacidad de
potencializar el desarrollo vegetal con la
estimulacion de altas tasas de
germinacion, mayor biomasa en los
tejidos® y resistencia a enfermedades
causadas por otros microorganismos’.
Adicionalmente, se ha mencionado la
capacidad de los hongos enddfitos para
sintetizar compuestos bioactivos de
interés  industrial,  farmacéutico y
agricola’. Un ejemplo es la pestacina (1,3-
dihidro-isobenzofurano), un  agente
antioxidante y antifiingico sintetizado por

Pestalotiopsis microspora®.

En la literatura es ampliamente reportado
que los arboles de cacao constituyen un
gran reservorio de poblaciones flngicas
endofitas que han destacado por su rol
benéfico en el crecimiento y defensa
contra estrés bidtico y abidtico en la
planta>®1011, Sin embargo, el
conocimiento de la riqueza y ecologia de
la micobiota presente en la mazorca de
cacao es limitado. Principalmente, a
causa de que la mayoria de los estudios

realizados se centran en la rizosfera,

hojas y tallo del cacao®®21314 siendo
escasos los reportes de microorganismos
en el fruto de esta planta. Asi mismo, los
hongos endéfitos tienen exigencias
nutricionales que dificultan su crecimiento
en medios de cultivo soélidos,
condicionando la facilidad de aislamiento
y desarrollo de las especies flngicas
endofitas bajo condiciones de cultivo in-
vitro®®®. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue caracterizar los hongos
enddéfitos  cultivables presentes en
mazorcas de  Theobroma  cacao
provenientes de Maceo y San Pedro de
Urab4a, Antioquia, abarcando la
identificacion y estandarizacién de un
medio de cultivo para su crecimiento en

condiciones in-vitro.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Se recolectaron mazorcas sanas de
cacao de los municipios de Maceo
(Latitud: 6.55138, Longitud: -74.7834 6°
33' 5" N, 74° 47' 0" O) y San Pedro de
Uraba (Latitud: 8.283, Longitud: -76.383
8° 16' 59" N, 76° 22' 59" O) en el
departamento de  Antioquia, con
temperaturas promedio anual de 24,8°Cy

28,5°C, respectivamente?®.

De cada sitio se seleccionaron 5

mazorcas sanas de manera aleatoria de



arboles con 10 a 12 metros de distancia
entre si. Los frutos tenian 3 meses de
desarrollo, no presentaban lesiones en el
exocarpo ni deformaciones visibles. Las
mazorcas se cubrieron con papel
periddico, separadas en bolsas
resellables y se transportaron en neveras
portatiles con gel refrigerante hasta el
Laboratorio de Biocontrol y Microbiologia
Ambiental (BIOMA) de la Universidad de

Antioquia, donde fueron procesados.

Aislamiento e identificacion de hongos
endofitos

Los hongos enddfitos fueron aislados
siguiendo una adaptacion de la
metodologia descrita por Amin et al*®. Asi,
a partir de las mazorcas de cacao
recolectadas, se tomaron trozos de 2 cm
x 2 cm de la zona interna de la cascara de
la mazorca (entre el mesocarpio y
endocarpio). El tejido vegetal extraido se
sometid a un proceso de desinfecciéon
superficial con hipoclorito de sodio al 2%
durante 1 minuto y alcohol etilico al 70%
durante 1 minuto, finalmente los trozos se
lavaron tres veces con agua destilada
estéril durante 1 minuto, con el fin de
eliminar residuos de los desinfectantes?®.
Los fragmentos de mazorca
desinfectados se secaron en condiciones
asépticas y se sembraron cuatro trozos en
cada caja Petri con medio PDA,

obteniendo 3 cajas inoculadas por cada

mazorca. Las siembras se incubaron
durante 4 dias en ausencia de luz a
25+2°C para facilitar el desarrollo de los
hongos filamentosos!’. Los morfotipos
obtenidos se purificaron en PDA para

obtener cultivos aislados.

La identificacion morfolégica de los
aislamientos se realiz6 de manera
presuntiva  siguiendo las claves
taxonémicas de Alexopoulus y Mins®®. Se
observaron las caracteristicas
macroscopicas como color, forma,
textura, presencia de anillos vy
caracteristicas  microscopicas como
descripcion del micelio, estructuras

vegetativas y reproductivas.

Estandarizacion de medios de cultivo

Para estandarizar el crecimiento de los
aislados, se realiz6 una caracterizacion
en diferentes medios de cultivo. Se
evaluaron cuatro tratamientos: Agar papa
dextrosa (PDA: Dextrosa 20 g/L, extracto
de papa 4 g¢g/L, agar 15 g¢/L), Agar
Sabouraud (SB: Glucosa 20 g/L, peptona
10 g/L, agar 17 g/L), Medio completo
(MC: Glucosa 10 g/L, extracto de levadura
5 g/L, KHPO,4 0,36 g/L, Na;HPO, 1,42
g/L, KCI 0,88 g/L, MgS0O,4.7H,0O 0,6 g/L,
NH4sNO3; 0,7 g/L, agar 18 ¢g/L) y Medio
Cacao (Cacao: Extracto de cascara de
cacao 1 mL/mL, agar 10 g/L). En cada

medio se sembraron los hongos endofitos



aislados por triplicado, tomando la misma
dimension de micelio. Los medios
inoculados se incubaron en condiciones

de ausencia de luz a 25+2°C.

Como parte de la caracterizacién de los
hongos endofitos aislados se describieron
las caracteristicas macroscaopicas,
microscopicas y tiempo de esporulacion
en los diferentes medios de cultivo. Para
comparar el crecimiento entre los
tratamientos se midi6 como variable de
respuesta el diametro micelial de cada
hongo diariamente durante cinco dias. A
partir de esto se calculd el area bajo la
curva del crecimiento de cada cepa
utilizando la herramienta estadistica R-
Studio 1.2.5033. Se realiz6 una prueba de
andlisis de varianza -ANOVA- y una
prueba de comparaciones mdultiples HSD

(Tukey) (P<0,05) para determinar las

diferencias  significativas entre los

tratamientos.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de hongos
endofitos

Se obtuvieron cinco aislamientos fungicos
endofitos de mazorcas de cacao con
caracteristicas macro y microscépicas
diferentes (Figura 1, Tabla 1). Los
morfotipos se enumeraron del 1 al 5. Los
endofitos 1, 2 y 3 provinieron del municipio
de Maceo, mientras que, los enddfitos 4 y
5 de San Pedro de Uraba. Los cuatro
primeros hongos se identificaron
morfolégicamente de forma presuntiva,
mientras que el enddfito 5 se considerd

estéril debido a la ausencia de estructuras

reproductivas (Tabla 1).

Figura 1. Hongos enddfitos aislados de tejido vegetal desinfectado de mazorcas de cacao en medio PDA: (a)
Endofito 1, (b) Enddfito 2, (c) Enddfito 3, (d) Enddfito 4, (e) Endéfito 5. Imagen a la derecha: reverso de la caja

de Petri; imagen a la izquierda: anverso de la caja de Petri.



Estandarizacion de medios de cultivo

a. Caracteristicas macroscépicas y
microscépicas de los hongos
endofitos en diferentes medios de
cultivo

aislados

Los hongos endofitos

presentaron variaciones en las
caracteristicas macro y microscopicas

dependiendo del medio de cultivo en el

gue se desarrollaron (Tabla 2). Entre los
principales cambios macroscépicos se
destacan las variaciones en la superficie,
color y textura del micelio fangico. En
cuanto a las caracteristicas
microscopicas, Unicamente se
evidenciaron cambios en la formacion de
estructuras reproductivas en funcion del

medio de cultivo evaluado.

Tabla 1. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los hongos endéfitos de mazorcas de cacao en Medio

PDA. La identificacion presuntiva se realiz6 empleando las claves taxonémicas de Alexopoulus y Mins?8,

Hongos enddéfitos

Endéfito 1
(Figura 1 (a))

Endofito 2
(Figura 1 (b))

Endofito 3
(Figura 1 (c))

Endoéfito 4
(Figura 1 (d))

Endéfito 5
(Figura 1 (e))

Identificacion
presuntiva

Colletotrichum sp.

Pestalotiopsis sp.

Colletotrichum sp.

Phomopsis sp.

No identificado —
Micelio estéril

Caracteristicas
macroscépicas

Anverso con centro color café y
borde blanco. Reverso con
centro color negro y borde
blanco.  Superficie  opaca,
algodonosa y forma regular.

Anverso y reverso color blanco.
Superficie opaca, lanosa vy
forma irregular con presencia
de acérvulos.

Anverso con centro color café
claro y borde blanco. Reverso
color negro con borde blanco.
Superficie opaca, algodonosa y
forma regular.

Anverso y reverso color blanco
con anillos apetalados.
Superficie opaca, lanosa vy
forma irregular.

Anverso y reverso color blanco
con anillos apetalados.
Superficie opaca, lanosa y
forma regular.

Caracteristicas
microscépicas

Micelio septado, hialino y

ramificado. Conidios
unicelulares cilindricos
con extremos
redondeados.

Micelio septado, hialino y

ramificado. Conidios
septados con cinco
células, fusiformes,

oscuros y apices hialinos
puntiagudos.

Micelio septado, hialino y

ramificado. Conidios
unicelulares cilindricos
con extremos
redondeados.

Micelio septado y hialino.
Conidios unicelulares,
fusiformes y gutulados.

Micelio aseptado, hialino y
ramificado. Sin presencia
de estructuras
reproductivas.



b. Tiempo de esporulacion de los
hongos endéfitos en diferentes medios
de cultivo

Los hongos enddfitos 1, 2 y 3 produjeron
estructuras reproductivas durante su
crecimiento en medio PDA y SB después
de 10, 12 y 8 dias de incubacién,
respectivamente. Asi mismo, el endofito 4

mostré desarrollo de conidios en medio

PDA, SBy MC alos 5 dias de crecimiento.

El enddfito 5 no mostré formacion de
estructuras reproductivas en ninguno de
los medios evaluados y en medio cacao
ninguno de los hongos endofitos presenté

produccién de conidios.

Tabla 2. Descripcion de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los hongos endéfitos 1, 2, 3,4y 5
en diferentes medios de cultivo: PDA, SB, MC y Cacao. Foto a la derecha: reverso de la caja de Petri. Foto a la
izquierda: anverso de la caja de Petri. Indefinido: El color del medio cacao no permite ver la coloraciéon anversa

del hongo.

Medio de cultivo

Caracteristicas
Macroscopicas

Caracteristicas
microscopicas

Hongo endofito 1

presencia

regular.

indefinido.

Anverso y reverso color gris con
zonas blancas. Formar regular.

Anverso con centro y borde color
blanco. Superficie lanosa con
forma  irregular

Anverso con centro color café
cambiando a gis oscuro y borde
blanco. Reverso con centro color
negro y borde blanco. Superficie
algodonosa y forma regular.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Conidios
unicelulares cilindricos con
extremos redondeados.

Anversoy reverso con centro gris, Hifas hialinas, septadas y

anillo  gris. ramificadas. Conidios

Superficie algodonosa y forma unicelulares cilindricos con

extremos redondeados.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Ausencia de

reverso .
y estructuras reproductivas.



Hongo enddéfito 2

Anverso y reverso color blanco.
Superficie lanosa, forma regular y
presencia de acérvulos.

Anverso con centro color blanco.
Superficie lanosa, forma irregular
y presencia de acérvulos.
Reverso con centro negro y
zonas café claro.

Anverso y reverso color blanco.
Superficie opaca, lanosa y forma
irregular.

Anverso con centro y borde color

blanco. Superficie lanosa con
forma irregular 'y reverso
indefinido.

Hongo enddéfito 3

Anverso con centro color café
claro y borde blanco. Superficie
algodonosa y forma regular.
Reverso con centro color negro y
borde blanco.

Anverso con centro color café y
borde blanco. Superficie
algodonosa y forma regular.
Reverso con centro color negro,
borde blancuzco y anillo color
café.

Anverso y reverso con centro
color café claro y borde blanco.
Superficie algodonosa y forma
regular.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Conidios
septados con cinco células,
fusiformes, oscuros y apices
hialinos puntiagudos.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Conidios
septados con cinco células,
fusiformes, oscuros y apices
hialinos puntiagudos.

Hifas hialinas, septadas vy
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.

Hifas hialinas, septadas vy
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Conidios
unicelulares cilindricos con
extremos redondeados.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Conidios
unicelulares cilindricos con
extremos redondeados.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.



Anverso con centro y borde color
blanco.  Reverso indefinido.
Superficie lanosa y forma regular.

Hongo endéfito 4

Anverso y reverso con centro y
borde color blanco y anillos color
beige. Superficie lanosa y forma
irregular.

Anverso con centro y borde color
blanco y anillos color beige.
Superficie lanosa y forma
irregular. Reverso con centro
color negro y café con borde
blanco.

Anverso y reverso con centro y
borde color blanco. Superficie
lanosa y forma irregular.

Anverso con centro y borde color

blanco. Reverso indefinido.
Superficie lanosa y forma
irregular.

Hongo enddéfito 5

Crecimiento apetalado. Anversoy
reverso color blanco y beige con
formacién de anillos concéntricos
y ondas lobuladas.

Anverso color blanco. Superficie
algodonosa y forma regular.
Reverso color beige con anillos
concéntricos color café oscuro.

Hifas hialinas, septadas y
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.

Hifas hialinas, septadas.
Conidios unicelulares,
fusiformes y gutulados.

Hifas hialinas, septadas.
Conidios unicelulares,
fusiformes y gutulados.

Hifas hialinas, septadas.
Conidios unicelulares,
fusiformes y gutulados.

Hifas hialinas, septadas.
Ausencia de estructuras
reproductivas.

Hifas hialinas, aseptadas y
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.

Hifas hialinas, aseptadas y
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.



c. Area bajo la curva del crecimiento
diametral de los hongos endofitos en

diferentes medios de cultivo

Segun el analisis estadistico del area bajo
la curva, los hongos enddfitos 1 y 3 no
presentaron diferencias significativas en
su crecimiento diametral al evaluarse en
los cuatro medios de cultivo propuestos

(Tabla 3). Por su parte, en el analisis de

Anverso color blanco. Superficie
algodonosa. Reverso indefinido.

Anverso color blanco. Superficie Hifas hialinas, aseptadas y
algodonosa vy
Reverso color beige.

Ausencia de
estructuras reproductivas.

forma rizoide. ramificadas.

Hifas hialinas, aseptadas y
ramificadas. Ausencia de
estructuras reproductivas.

los enddfitos 2, 4 y 5, se encontrd
diferencias significativas en el area bajo la
curva del desarrollo de cada hongo
(P<0,05). En general, el PDA fue el medio
de cultivo en el que los cinco endofitos
presentaron mayor crecimiento diametral
durante el tiempo evaluado, mientras que
el crecimiento de los endéfitos 2, 4y 5 en
medio Cacao y MC fue el menor con

respecto a los demas medios evaluados.

Tabla 3. Area bajo la curva del crecimiento diametral de los hongos enddfitos en funcién de diferentes
medios de cultivo: PDA, SB, MC y Cacao. Se realizd una prueba de comparaciones multiples HSD
donde una letra diferente indica diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05).

Hongo enddfito

PDA
SB
MC

CACAO

PDA
SB
MC

CACAO

PDA
SB
MC

CACAO

Endo6fito 1

Endo6fito 2

Endo6fito 3

Medio de cultivo

Area bajo la curva del
crecimiento diametral (cm?)
387,00 2
347,102
367,862
372,802
456,762
424,98°
323,924
377,48¢
338,922
273,562
329,642
286,042
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PDA
SB
MC

CACAO

PDA
SB
MC

CACAO

Endofito 4

Endofito 5

DISCUSION

En este estudio se purificaron 5
morfotipos fangicos de tejido vegetal de
mazorcas de cacao. Cuatro hongos
fueron identificados de manera presuntiva
correspondiendo a los  géneros:
Colletotrichum sp. (endofito 1 y 3),
Pestalotiopsis sp. (endofito 4) vy

Phomopsis sp. (enddfito 2) (Tabla 1).

El hongo enddfito 5 no desarrolld
estructuras reproductivas visibles al
microscopio durante su crecimiento en los
medios de cultivo empleados (Tabla 1y
2), lo que no permitié6 su identificacion
morfolégica. Esta situacion es
comunmente encontrada en estudios
enfocados en la busqueda de hongos
hospederos de T. cacao®!*2%2! por lo que
muchos autores han denominado a este
tipo de aislados como micelio estéril o
morfoespecies®. En estos casos donde
no es posible emplear identificacion

morfolégica tradicional, se recomiendan

536,962
499,52°b
456,60 °¢
428,12°¢
459,242
442,802
399,96°
351,76¢

técnicas moleculares que permitan
conocer la riqueza taxonémica del grupo
de hongos que no genera estructuras
reproductivas?®. Sin embargo, los limites
de este estudio se establecieron hasta la
identificacion morfolégica presuntiva de
los hongos esporulados, lo anterior por
recursos en fresco. No obstante, se
reconoce la necesidad de emplear
pruebas moleculares para confirmar la
identidad taxonomica de los hongos

purificados en este estudio.

En 2012, Baralt et al.° obtuvieron una
abundancia de 55 morfotipos clasificados
en 10 unidades taxonémicas a partir de
frutos de cacao recolectados en la zona
amazonica de Venezuela. Asi mismo, en
una investigacion realizada en Indonesia
se reportd el hallazgo de 25 aislados
correspondientes a 7 taxones fungicos®.
Mientras que Amin et.al.'® purificaron 5
géneros flngicos del fruto de cacao,
dando cuenta de la abundancia vy
diversidad de géneros que puede habitar

en esta matriz. El ndmero de hongos
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endofitos recuperados bajo las
condiciones de esta investigacion es
considerablemente menor a lo reportado
en los estudios previos sobre la micobiota
en mazorcas de cacao. La variabilidad
entre la cifra de hongos endbfitos
reportados en cada estudio depende de
factores como las caracteristicas de la
plantacion  (genotipo, incidencia de
fitopatdgenos y localizacién
geografica)??23, condiciones de cultivo in-
vitro e intensidad y método de muestreo?.
Sefalando a los anteriores factores como
determinantes en la diversidad de la
micobiota desarrollada al interior del fruto
y la tasa de recuperacion de estos a nivel

de laboratorio?*.

Los tres géneros de hongos enddfitos
identificados presuntivamente en esta
investigacion pertenecen a la division
Ascomycota y han sido reportados
previamente como enddfitos en diferentes
zonas de la planta de cacao®?22425, Entre
estos, el género Pestalotiopsis se
caracteriza por tener un gran niamero de
ejemplares anamorfos, donde se han
reportado solamente 13 morfotipos
sexuales en zonas tropicales vy
templadas®. Este género ha sido
mencionado en estudios previos como
hongo enddfito del fruto®, tallo® y ramas?™®

de la planta de cacao.

Aungue en esta investigacion se obtuvo
Unicamente una morfologia
correspondiente al género Pestalotiopsis
sp., en la literatura se destaca como uno
de los taxones fungicos mas prevalentes
con porcentajes de recuperacion entre el

8%-10% en tejido vegetal del cacao®?L.

En diferentes reportes se han

mencionado algunas funciones
ecosistémicas del género Pestalotiopsis
en la planta de cacao. En la investigaciéon
realizada por Hanada et al?® se
demuestra la funcion biocontroladora de
especies del género Pestalotiopsis sobre
fitopatdgenos del cacao como
Phytophthora palmivora, reduciendo los
sintomas y lesiones ocasionados en la
mazorca. Otros autores describen a este
género como un colonizador neutral de
Theobroma cacao que no aporta
beneficios a la planta® o como patégeno,
siendo el caso de P. gliepinii, causante de
antracnosis en tallo, hojas y frutos

maduros de cacao?’.

Lo anterior es posible gracias a la amplia
variabilidad genética dentro del grupo
taxonémico Pestalotiopsis spp.%,
haciendo necesario la identificacion del

hongo enddfito 2 a nivel de especie para
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relacionar su posible rol biolégico en la

planta de cacao.

En este estudio, se obtuvieron dos
morfotipos fdngicos pertenecientes al
género  Colletotrichum, aislado vy
caracterizado como hospedador en hojas
y frutos en T. cacao®?*. Este grupo
taxondmico es ampliamente reportado
como fitopatégeno en plantas de cacao®
y otras especies vegetales causando
antracnosis®®. Asi mismo, en la literatura
se menciona que especies como C.
theobromicola pueden encontrarse como
saprobios inactivos o patégenos latentes
del cacao®, haciendo posible su
aislamiento en esta etapa desde
mazorcas de cacao sin signos de

enfermedad.

A pesar del reconocimiento del género
Colletotrichum spp. como patégeno,
algunas especies se han descrito como
microorganismos benéficos. Este es el
caso de C. tropicale, cuya inoculacién
suprimié la infeccion del patégeno
Phytophthora palmivora en mazorcas de
cacao®. Otros reportes incluyen la
generacion de biomasa vegetal, gracias a
que la relaciéon simbidtica del enddfito

provoca cambios en el metabolismo de la

planta que potencializa el aumento en la

absorcion de nutrientes®2.

El endofito 4 pertenece al género
Phomopsis, este grupo taxondmico se
caracteriza por presentar conidios de dos
tipos: alfa (a) y beta (B), que se
diferencian en tamario y formal®. En el
morfotipo identificado solo se observaron
a-conidios durante su caracterizacion
microscopica en los medios de cultivo
evaluados. Segun la investigacion
realizada por Kanematsu et al.*?, algunas
especies de este género solo producen [3-
conidios a temperatura de 35°C*°. Debido
a gque esta no fue la condicibn de
incubacién empleada en este estudio,
puede ser una explicacion para la

ausencia de B-conidios en el enddfito 4.

Al igual que los aislados anteriores,
Phomopsis spp. y su teleomorfo
Diaporthe spp. han sido descritos como
endofitos de plantas de cacao®'®. Baralt et
al.® describi6 la presencia de Phomopsis
sp. como simbionte en la mazorca del
cacao, asi como otros autores reconocen
a este género fangico como uno de los
mas abundantes en hojas y ramas de esta
especie vegetal®®. Ademas de T. cacao,
las especies de este grupo taxonémico

han sido reportadas como
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microorganismos enddfitos en plantas de

banano?, guayabo blanco® y mango®®.

Debido a la variedad de funciones
ecosistémicas reportadas para los
géneros fungicos aislados en este
estudio, es importante aclarar el rol de
estos morfotipos para entender la
dinamica de los microorganismos
presentes en la mazorca de cacao. Esto
se puede realizar mediante una
identificacion taxonomica a nivel de
especie y estudios de interaccion entre la
planta y los hongos enddfitos en

cuestion?.

Las especies de los géneros que se
aislaron como enddfitos del fruto de cacao
han resaltado por ser una fuente rica de
metabolitos novedosos para la
bioprospeccién, debido a que se ha
reportado la sintesis de aproximadamente
160 compuestos con aplicacion industrial,
agricola y farmacéutica®®. Un ejemplo de
estos es el taxol, sintetizado por
Pestalotiopsis microspora, el cual es
ampliamente usado en la industria
farmacéutica en tratamientos
anticancerigenos®. La nectriapirona es
un metabolito secundario producido por
Phomopsis spp. que se ha empleado en

el sector médico como antiinflamatorio y

antimicrobiano?. Lo anterior es un vistazo
de la variedad y versatilidad de los
metabolitos secundarios producidos por
hongos endofitos de especies vegetales y
permite pensar en la posibilidad de
aprovechar estos géneros fangicos para
la obtencibn de compuestos bioactivos

novedosos.

Conforme a la caracterizacion de los
aislamientos, en este estudio se utilizo el
area bajo la curva para comparar el
crecimiento de los hongos enddfitos en
los diferentes medios de cultivo. Este
parametro ha sido empleado por los
autores Carbajo et al.*® y Trejos*® como
una forma de acondicionar la variable de
crecimiento micelial en el tiempo para su
comparacion entre tratamientos, asi como

se realiza en esta investigacion.

De forma general, los 5 hongos enddfitos
aislados presentaron mayor crecimiento
en medio PDA durante el tiempo
evaluado, mostrando los mayores valores
de area bajo la curva comparado con los
demas tratamientos (Tabla 3). Estos
resultados se soportan en que el PDA
provee los nutrientes necesarios para el
desarrollo  micelial,  proporcionando
dextrosa como principal fuente de

carbono, lignina y otros minerales
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aprovechables por diversos géneros
flngicos*.  Estos resultados son
consistentes con los hallados por Suarez
et al* y Patl et al*), donde
Colletotrichum spp. y Phomopsis spp.
mostraron mayor crecimiento en PDA

comparado con otros medios de cultivo.

Con el medio cacao se buscaba mantener
condiciones nutricionales similares a la
matriz de procedencia de los hongos
endofitos, esperando obtener un mayor
crecimiento micelial. Sin embargo, este
medio fue el menos apto para el desarrollo
de la mayoria de los hongos aislados, ya
gue se evidencié menor crecimiento con
respecto a los demas medios de cultivo
(Tabla 3). Dado que este medio no es
convencional, las investigaciones de
hongos en medio cacao son escasas, por
lo que se sefiala la falta de fundamentos
tedricos y experimentales que expliquen

los resultados obtenidos en este medio.

En la evaluacion del tiempo de
esporulacion de los aislados en los
diferentes medios de cultivo, ninguno de
los hongos formo estructuras
reproductivas en medio cacao. Uno de los
factores que determina la produccién de
conidios en hongos filamentosos es la

limitacion nutricional*®, donde la falta de

acceso a nutrientes reduce el crecimiento
y estimula la conidiacién**. El medio
cacao contiene los sustratos comunmente
asimilados por los hongos durante su ciclo
de vida como simbiontes de la mazorca de
cacao. Por lo tanto, este medio de cultivo
no expone a los enddfitos a restricciones
nutricionales que propicien la produccion
de estructuras reproductivas, siendo una
posible explicacién para la ausencia de
conidios en los aislados evaluados. Es
probable que cuando los hongos terminen
su fase de crecimiento micelial cambien
las condiciones nutricionales del medio e
inicie la etapa de esporulacién®, sin
embargo, esto no se evidenci6o en el

desarrollo de este ensayo.

CONCLUSIONES

En este estudio se determiné que los
morfotipos aislados de frutos de cacao
pertenecen a los géneros Colletotrichum,
Pestalotiopsis y Phomopsis. De estos, los
dos primeros se encontraron en el
municipio de Maceo y el ultimo en San
Pedro de Urab4, por lo tanto, los grupos
taxonémicos identificados no coincidieron
entre los

municipios  antioquefios

muestreados. No obstante, estas
determinaciones requieren la

confirmacioén taxondémica mediante

estudios moleculares, principalmente
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para el enddfito 5 puesto que durante su
crecimiento in vitro no produjo estructuras
reproductivas para ser identificado
mediante claves taxonomicas.

Los hongos endofitos aislados
presentaron caracteristicas macro y
microscopicas diferentes de acuerdo con
el medio de cultivo en el que se
desarrollaron, resaltando cambios en la
superficie, color y formacion de
estructuras reproductivas. Por otra parte,
el medio cacao, cuyas condiciones
nutricionales fueron similares a la matriz
de origen de los hongos enddfitos, no fue
apto para el desarrollo micelial de la
mayoria de los aislados. Mientras que el
medio PDA destacé por ser el mejor para
el crecimiento vegetativo de los hongos
endofitos, siendo una opcion para la
recuperaciéon y mantenimiento de estos

aislados fungicos en condiciones in-vitro.

Debido al alcance planteado en este
estudio no se puede asegurar que los
hongos  aislados e identificados
representan la diversidad en las mazorcas
de cacao de los municipios de Maceo y
San Pedro de Uraba. Sin embargo, los
resultados de esta investigacion
constituyen una base para estudios
posteriores en los que se tenga como
interés el crecimiento y aprovechamiento

de estos géneros fangicos.
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