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PROLOGO

La Ciencia y la Tecnologia son para la vida de los investigadores cien-
tificos, no solo una pasion sino uno de los motores del desarrollo de la
sociedad. Por ello, encontrarse con un trabajo cientifico riguroso que
pueda ser aplicado directamente a una problematica social, econémica,
ambiental y agricola, es de particular interés y también motivo de
admiracion. El libro que tiene en sus manos representa el trabajo de
varios afios de desarrollo cientifico de un grupo de investigadores con
una fuerte motivacion por mejorar el conocimiento y entendimiento
del cultivo de cacao, sus enfermedades mas relevantes y la exploracion
de diversas metodologias para el control de dichas enfermedades.

La primera parte del libro nos conduce en un camino de conocimien-
to y descripcion detallada del cultivo de cacao en Colombia, pero con
una mirada complementaria al entendimiento de su cadena productiva
a nivel mundial. El segundo capitulo, nos ofrece una descripcion de las
principales enfermedades de origen fingico que afectan los cultivos de
cacao en el departamento de Norte de Santander. En este capitulo
podremos encontrar un diagnostico detallado de moniliasis y mazorca
negra, dos de las principales enfermedades de origen fingico, tanto en
mediciones in vitro como in vivo. Los capitulos tres al siete nos mues-
tran una exploracion de técnicas y tecnologias para el control de estas
enfermedades. En particular, los capitulos tres y cuatro nos detallan el
uso de microorganismos y hongos antagonistas y endofiticos como
métodos biotecnoldgicos para el control de enfermedades en el cultivo
de cacao. El capitulo cuarto explora el uso de aceites esenciales desde
su obtencion hasta su eficacia como método de control. Finalmente, los



capitulos quinto y sexto exploran las alternativas nanotecnoldgicas y su
aplicacion para el cultivo de cacao, asi como la eficiencia en el uso de nano-
particulas como método de control de enfermedades en dichos cultivos.

Por esto, el libro Bio-Nano-Tecnologia aplicada al cultivo de Theobroma
cacao L. no es solo un esfuerzo académico y cientifico, sino una obra que
permite un mejor conocimiento sobre el cultivo de cacao y las nuevas tecno-
logias existentes para su control y mejoramiento, util para cientificos, inves-
tigadores, planeadores, tomadores de decision y por supuesto para cultiva-
dores de cacao.

Ph.D. Johann F. Osma

Profesor asociado
Ingenieria Biomédica
Universidad de los Andes




INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie nativa de los bosques
hiimedos tropicales ecuatoriales en América del Sur, la cual fue domes-
ticada por nativos centroamericanos como lo fueron los Mayas y Azte-
cas (Nair, 2021). Este cultivo se establece en regiones calidas y hume-
das en latitudes que abarcan los 10°N y 10° S del Ecuador y su produc-
cion se destina principalmente a la obtencion de granos como materia
prima para la elaboracion de chocolates y grasas, usados en las indus-
trias alimenticias, farmacéuticas y cosmetologicas (Arvelo-Sanchez et
al.,2017). La produccion de cacao a nivel mundial esta liderada por el
continente africano (destacandose Costa de Marfil, Ghana, Camertn y
Nigeria) con un 63,2%, seguida por el continente asiatico (principal-
mente Indonesia y Papua Nueva Guinea) con un 17,4% y por tltimo,
el continente americano ( especialmente Brasil, Ecuador, Perti, Rept-
blica dominicana y Colombia) con un 14,1% (Abbott ef al., 2018). En
la actualidad el negocio del cacao es categorizado como una de las 6
principales actividades mas lucrativas a nivel internacional, con una
produccion de 5 millones de toneladas anuales (Jung ef al., 2020), con
un movimiento monetario de mas de 200 millones de dolares anuales,
del cual dependen mas de 50 millones de personas (FAO, 2020) alrede-
dor del mundo.

En Colombia, uno de los cultivos que se considera estratégico para
el reemplazo de cultivos ilicitos es el cacao. De acuerdo a datos repor-
tados por la Direccion de Cadenas Agricolas y Forestales del Ministe-
rio de Agricultura, en el pais existen aproximadamente 65.341 familias
cacaoteras y se encuentra distribuido en 27 departamentos y 422



municipios de la geografia nacional, siendo el departamento de
Santander el mayor productor con un aporte del 41 % de la produccion
total, seguido de Antioquia con una participacion del 9 %, y los depar-
tamento de Arauca y Huila en tercer lugar con un 8 % respectivamente
(FEDECACAO, 2022).

El cacao colombiano se destaca a nivel internacional por su aroma
y sabor fino, caracteristicas que posee aproximadamente el 95% de la
produccion nacional (Nifio et al., 2021), las cuales son de gran interés
en el mercado internacional otorgando mayor calidad y precio (Antoli-
nez-Sandoval et al., 2020). Para el 2020, se generaron 63.416 Tn, con
un area productiva de 188.000 ha, un promedio de 3 ha/cultivador
(SIOC, 2020) y un incremento en 3.676 toneladas Tn, posicionandose
como la mayor historica del pais; con ingresos por $SUSD 29 millones
(FEDECACAQO, 2022). 11.148 Tn fueron exportadas a paises como
México, Italia, Bélgica, Holanda, Argentina, Estados Unidos y Mala-
sia. Esto tuvo un gran impacto socioecondmico para la nacion, ya que
en el afio 2020 se generaron 173.293 empleos entre directos e indirec-
tos, de los cuales dependieron aproximadamente 65.000 familias
(MADR, 2019).

Dentro de los desafios de la cadena productiva de cacao, se encuen-
tra el aumento del rendimiento de los cultivos, renovando cacaotales
envejecidos que sean mas tolerantes al cambio climdatico, asi como
resistentes al ataque de plagas. Se ha reportado que enfermedades
como la moniliasis y la mazorca negra, ocasionadas por hongos fitopa-
togenos, pueden llegar a afectar mas del 50% de la produccion anual
del pais (Abbott ef al., 2018) que en términos de perdida de grano
comercial significaria mas de 30.000 Tn, para una produccion como la
del afio 2020.

No obstante, la ciencia avanza y con ella surgen nuevas estrategias
para abordar este tipo de problematicas. Desde una perspectiva biotec-
nologica, se encuentra el control biologico. Este se refiere al uso de
sistemas bioldgicos y/o sus productos para hacer frente a un patdogeno
(Collinge et al., 2022). Esta estrategia es amigable con el ambiente



puesto que los agentes biocontroladores usualmente, son obtenidos a
partir del mismo microambiente donde se encuentra el cultivo, lo cual
aumenta su posibilidad de adaptacion y actividad in situ. Uno de los
biofungicidas méas empleados en la agricultura es el hongo Trichoder-
ma, el cual es de facil aplicacion y bajo costo.

Desde otro enfoque mas emergente se viene aplicando la Nanotec-
nologia, la cual ha mostrado también tener grandes aplicaciones en la
agricultura (Hugo et al., 2018). Varios nanomateriales, de diferente
naturaleza, han demostrado ser eficaces en la deteccion y remocion de
patogenos, asi como en el monitoreo de metales pesados en el cultivo
de cacao (Acharya & Kumar, 2020). Las nanoparticulas de plata
(AgNP) por ejemplo, sintetizadas por métodos verdes, han sido
empleadas como nanofungicidas altamente eficientes y eco-amigables,
representando una gran ventaja frente a los métodos quimicos conven-
cionales, los cuales son usualmente contaminantes (Hugo et al., 2018).

Por tanto, en este libro, producto de varios afios de investigacion del
grupo de investigacion en Nanotecnologia y Gestion Sostenible “NA-
NOSOST”, categorizado A de la Universidad de Pamplona, con apor-
tes del Centro de Ciencia y Tecnologia Nanoescalar “NanocyTec”
presenta los resultados que se han venido obteniendo sobre el analisis
de las enfermedades con mayor incidencia en algunas zonas cacaoteras
del departamento Norte de Santander, asi como los agentes etiologicos
implicados en su produccion. Haciendo uso del enfoque biotecnoldgi-
co, se muestran detalles experimentales de un trabajo realizado con
Trichoderma viride, Botryosphaeria quercum y varios aceites esencia-
les, como estrategias para el control bioldgico de estas enfermedades.
Desde una optica mas disruptiva se relacionan diferentes tipos de
nanomateriales y/o nanoconfiguraciones, que pueden ser empleados en
la deteccion y remocion de metales pesados como el cadmio y el
plomo, asi como en la inhibicién de hongos fitopatdgenos que afectan
este sistema agroforestal en la actualidad.

En este sentido, se pretende generar un material bibliografico que
pueda ser empleado por estudiantes, docentes, investigadores, técnicos



e interesados en el sector cacaotero; que de alguna manera promueva
iniciativas conducentes al incremento de la productividad y competiti-
vidad del cultivo en el departamento Norte de Santander y por qué no,
en el pais.
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CAPITULO I
Bases teoricas

Raquel Amanda Villamizar Gallardo
Oscar José Parra Pefalosa

Grupo de Investigacion en Nanotecnologia y Gestion Sostenible
Universidad de Pamplona, campus Ciicuta, Norte de Santander, Colombia.

1. Theobroma cacao L.

1.1. Generalidades

El cacao, es quizas el nombre mas comun por el que se conoce a uno de
los cultivos de mayor importancia a nivel internacional, debido a que es la
materia prima para la elaboracion del chocolate. Su nombre cientifico es
Theobroma cacao L.y es una especie perteneciente a la clase Magnoliopsi-
da, orden Malvales y familia Malvacea (de Souza ef al., 2018). Esta especie
es nativa de las regiones humedas tropicales del centro y algunos paises de
América del Sur y su proceso de domesticacion actualmente es debatido.
Por una parte, diversos autores indican que fue llevado a cabo por la cultura
Maya en Centro América (Salas Tornés & Hernandez Sanchez, 2015), mien-
tras que otros indican que la region del alto Amazonas es el centro de
domesticacion de cacao con mayor antigiiedad conocido hasta el momento
(Zarrillo et al., 2018). Actualmente, esta especie se encuentra ampliamente
extendida en Africa, Asia, Oceania y América, y su cultivo se destina



principalmente a la produccion de
sus semillas las cuales son emplea-
das en las industrias alimenticias,
cosméticas y farmacéuticas (Arvelo
Sanchez et al., 2017).

El cacao ha representado para
estas culturas un simbolo de riqueza
y espiritualidad, razén por la cual
Carlos Linneo otorgo6 el nombre de
“Theobroma”™ que significa
“alimento de dioses” (Salas Tornés
& Hernandez Sanchez, 2015). Esta
especie se caracteriza por ser un
arbol perennifolio de talla pequefia
que alcanza una altura de 4 a 7
metros cuando es cultivada, mien-
tras que en su estado natural puede
alcanzar hasta 20 metros de altura.
Es hermafrodita, angiosperma y
dicotiledonea. Sus hojas son coria-
ceas, alternas y elipticas. Sus flores
se presentan en racimos a lo largo
del tronco y ramas, las cuales son
pentameras, hermafroditas y actino-
formas de color rosa, purpura y
blanca. Sus frutos son bayas gran-
des conocidas como mazorcas. Son
carnosas, ovaladas, amarillas o
purpuras, los cuales contienen entre
30 y 40 semillas incrustadas en una
masa de pulpa conocida como
mucilago (Romero Hernandez,
2016). El género Theobroma com-
prende 22 especies siendo 7heobro-
ma cacao L. la especie que mas se

Figura 1
Arbol y fruto de Theobroma cacao L.

Fuente: Equipo investigador

destaca debido a su importancia
economica (Antolinez Sandoval et
al., 2020).

Hasta hace pocos afios existian
solo tres tipologias de cultivares de
cacao a saber; criollo, forastero y
trinitario  (Figura 2) (Arvelo
Sanchez et al., 2017). Los ejempla-
res de la tipologia “criollo” se
caracterizan por poseer un sabor
suave y aromatico. La forma de sus
frutos es alargada de punta pronun-
ciada y doblada donde sus semillas
son poco pigmentadas y de gran
tamano. La tipologia “forastero”, es
la que domina la produccion mun-
dial, sus frutos son ovalados y



cortos con semillas aplanadas y cortas pigmentadas. Por ultimo la tipologia
“trinitario”, son producto de la hibridacion de los dos anteriores y son muy
heterogéneos tanto genética como morfologicamente (Arvelo Sanchez et
al., 2017).

En la actualidad, a nivel nacional, la Federacion Nacional de Cacaoteros
que es la organizacion encargada de contribuir al desarrollo integral de este
sector, ha registrado y caracterizado diversos clones como FEAR 5, FEC 2,
FLE 2, FLE 3, FSA12, FSA 13, FSV 41, FTA2 y FSV 155 (FEDECACAO,
2017). Los clones representan plantas idénticas genéticamente que se desta-
can por su tolerancia a ciertos factores ambientales y/o plagas.

Figura 2
Algunas de las tipologias de cultivares de cacao de mayor distribucion

CRIOLLO FORASTERO

TRINITARIO

Fuente: Equipo investigador

1.2. Caracteristicas edafoclimaticas del cultivo

Se refiere a las condiciones Optimas asociadas al suelo y el clima que
inciden directamente sobre la productividad de un cultivo, con el fin de
obtener el maximo potencial del mismo. Se ve expresado en numero,
tamafio y sabor de frutos, entre otras caracteristicas de interés organoléptico
(Tabla 1). La produccién de cacao es altamente dependiente de la tempera-
tura, lluvias y humedad relativa, y su variabilidad puede alterar el ciclo
fisiologico del cultivo, haciéndolo mas susceptible al padecimiento de
plagas y enfermedades (Arvelo Sanchez ef al., 2017).



Tabla 1
Caracteristicas edafoclimaticas del cultivo de cacao

Variable Referencia

Latitud 10°N - 10°S
Temperatura 18°-32°C
Precipitacion anual 1500 - 2600 mm
Humedad 70 - 85%
Altura 0 - 1200 msnm
Suelo Franco arcilloso - Arenoso
pH del suelo 5.0-7.5

Fuente: Adaptado de (Arvelo Sanchez et al., 2017).

1.3. Importancia internacional del cacao

El cultivo de cacao es uno de los cultivos de exportacion de mayor impor-
tancia a nivel mundial, posiciondndose en el puesto numero tres, antecedido
del café y el azacar (Osorio-Guarin et al., 2017). Tiene gran importancia
tanto para paises productores como consumidores y al estar limitado a
ciertas condiciones edafoclimaticas, son pocos los paises que pueden suplir
dichas necesidades, representando para estos un gran valor en la economia
de la nacion (Gayi & Tsowou, 2016).

Su produccién ha venido en aumento en los ultimos afios resultado de sus
multiples usos en la industria alimenticia, cosmética, farmacéutica; gene-
rando de esta forma, una mayor demanda y logrando asi cifras historicas en
su produccion. En el afio 2021, se superaron por primera vez los 5 millones
de toneladas anuales (DGPA, 2021) (ICCO, 2022b).

De este cultivo dependen 50 millones de personas a nivel global, lo que
lo convierte en una de las seis (6) principales actividades de mayor lucro,
con un negocio que mueve mas de 200 millones de ddlares anuales (FAO,
2020).



La produccién estd liderada por el continente africano con un 77,4%,
seguido del continente americano con un 17,8% y por tltimo Asia y Oceania
con un 4,8% (Tabla 2) (ICCO, 2022b).

Tabla 2

Paises productores de cacao a nivel internacional en el 2021

Continente Pais Produccion (Miles de toneladas)
Costa de Marfil 2248
Ghana 1047
Africa Camerun 290 4044 (77,4%)
Nigeria 290
Otros 170
Ecuador 365
America Brasil 200 930 (17,8 %)
Otros 364
_ Indonesia 170
Oféﬁeﬁ te Papua Nueva Guinea 42 253 (4,8%)
Otros 41

Fuente: Tomado y adaptado de (ICCO, 2022b).

1.4. Importancia nacional del cacao

El cultivo de cacao en Colombia juega un rol econdémico relevante consi-
derdndose como un sector empresarial estratégico (Agudelo et al., 2022),
donde el 95% de su produccion es considerada por la Organizacién Interna-
cional del Cacao (ICCO) como “cacao fino”. Esta produccién es generada
por un selecto grupo de paises y es bastante apetecida en el mercado interna-
cional, caracterizandose principalmente por su sabor, que es el resultado de
factores intrinsecos de la planta, como de factores externos asociados al
proceso de cultivo, siembra y procesamiento (ICCO, 2022a).



Este cultivo se ha convertido en los tltimos afos en prioridad para el
gobierno colombiano, debido a que es uno de los que se considera podria
impulsar el desarrollo de programas destinados a favorecer la paz en las
regiones en posconflicto y a la sustitucion de cultivos ilicitos producto del
tratado de paz (Rodriguez-Medina et al., 2019).

A lo largo del territorio nacional, aproximadamente 30 de los 32 departa-
mentos que lo conforman producen cacao. Dentro de estos se destacan
Santander, Arauca, Antioquia, Tolima y Huila, que abarcan més del 70% de
la produccion nacional. Los departamentos de Narifio, Cundinamarca,
Meta, Cesar, y Norte de Santander aportan la restante.

Tabla 3
Departamentos con la mayor produccion de cacao en Colombia en el 2021

Departamento Toneladas %
Santander 28,037 40,6
Arauca 7,894 11,4
Antioquia 6,661 9,6
Tolima 4,027 5,8
Huila 3,510 5,1
Narifio 3,480 5

Cundinamarca 2,608 3,8
Meta 2,239 3,2
Cesar 2,006 2.9
Norte de Santander 1,803 2,6

Fuente: (FEDECACAO, 2022b).

En el departamento de Norte de Santander, Colombia, la baja productivi-
dad y competitividad en la produccion de cacao se atribuye entre muchas
razones, a la escasa distribucion de materiales biologicos tolerantes a plagas
y en términos generales a la falta de un manejo integrado del cultivo, que
hace que la region ocupe el décimo puesto dentro del ranking nacional de
produccion.



2. Principales enfermedades que afectan
la produccion de cacao

Al igual que otros cultivos, las plantas de cacao se encuentran expuestas a la
contaminacion y colonizacion por diversos microorganismos, siendo esta
una de las principales limitantes de su produccion (Delgado-Ospina et al.,
2021). Se estima que los microorganismos fitopatdogenos del cacao, ocasio-
nan una pérdida entre el 30% y 40 % de la productividad global (ICCO,
2021). La pérdida de sus frutos se da en gran proporcion durante las doce
semanas iniciales de su desarrollo, oscilando entre el 60% y 80% (Flores et
al.,2022). Estos pueden afectar cualquier etapa de procesamiento del cacao,
alterando el rendimiento y por lo tanto, afectando el suministro y la calidad
del grano, aspectos que modifican la relacion entre oferta y demanda (Sousa
Filho et al., 2021).

La presencia de estas enfermedades se ve directamente favorecida por las
condiciones climaticas; por un incorrecto manejo en la siembra o post-cose-
cha y por el genotipo del material empleado (Delgado-Ospina ef al., 2021).
Varios de los microorganismos causantes de las enfermedades de mayor
impacto en este cultivo son originarios del continente americano y han
venido co-evolucionando con la planta; mientras que otros han saltado de
otras especies y se han adaptado a las condiciones otorgadas por el arbol de
cacao, generando de esta forma nuevas enfermedades antes no reportadas
(Cilas & Bastide, 2020).

Dentro de las enfermedades que generan un mayor impacto en la produc-
cion de cacao tanto a una escala global como nacional, se reportan la moni-
liasis, siendo su agente etiologico el hongo Moniliophthora roreri; 1a escoba
de bruja causada por el hongo Moniliophthora perniciosa y la mazorca
negra causada por el pseudo-hongo Phytophthora sp. En el caso de las dos
primeros, son endémicos de este cultivo, mientras que el ultimo tiene un
amplio espectro de accidon sobre gran variedad de plantas (ICCO, 2021).
Estos microorganismos son altamente invasivos y la mayoria afecta directa-
mente el fruto que sirve de sustrato para su reproduccion y produccion de
esporas que son dispersadas a través de diversos mecanismos hasta llegar a



otros frutos y asi continuar su ciclo hasta la colonizacion de gran parte de la
produccion (Tirado-Gallego et al., 2016).

2.1. Moniliasis

La moniliasis también conocida como pudricioén acuosa, helada, mancha
ceniza o enfermedad de Quevedo, es causada por el hongo Moniliophthora
roreri, un hongo que presenta septo doliporo y un evento Unico de esporogé-
nesis basipetal (Arbelaez, 2010).

Esta enfermedad fungica severa se encuentra en 11 paises de América
Latina y durante afos, Ecuador fue considerado como el centro de origen de
la enfermedad. No obstante, Phillips—Mora (2003) sefial6 que la moniliasis
del cacao pudo aparecer por primera vez en Colombia, en el departamento
de “Norte de Santander en 1817 y en 1851 en el departamento de Antio-
quia. A nivel latinoamericano y nacional, esta enfermedad es considerada
como la principal causa de los bajos rendimientos del cultivo en las regiones
productoras, llegando a ocasionar pérdidas de mas del 40% de la produccion
(Antolinez Sandoval et al., 2020).

El ciclo de vida de Moniliophthora roreri contiene dos fases, razon por
la cual es categorizado como hemibiotréfico. Una primera fase se caracteri-
za porque se obtienen nutrientes a partir de células vivas denominada
biotrofica. En la segunda se obtienen nutrientes a partir de células muertas y
se denomina necrotréfica (Rozo Ortega, 2019). La progresion de una fase a
la otra disminuye los macronutrientes disponibles llevando por consiguiente
a la pérdida del fruto (Lorena ef al., 2022). Una vez el hongo se ha estableci-
do, libera esporas a partir de un fruto enfermo que llegan a través del viento
principalmente a uno sano, siendo mas susceptibles los mas jovenes. Las
esporas ingresan a través de la cuticula o estomas colonizando los tejidos
intercelularmente. En esta fase biotréfica se generan malformaciones en los
frutos. La duracion es de aproximadamente 45 a 90 dias antes de iniciar la
fase necrotrofica, donde se da la colonizacion intracelular que provoca la
muerte del tejido hasta avanzar a gran parte del fruto. Posterior a esto, se
forma una estructura lanosa de color crema indicadora de gran numero de
esporas maduras (Bailey et al., 2016) (Figura 3).



Figura 3
Ciclo de vida de la moniliasis en cacao

30 dias después aparecen
los primeros sintomas

Los frutos jovenes
se infectan

De este fruto enfermo se
liberan esporas por accion
de lluvia y viento (

::: 40 dias después aparecen

manchas color café

70 dias después aparecen manchas
blancas que corresponde al micelio con
abundante niimero de esporar

Fuente: Equipo investigador



2.2. Escoba de bruja

Es una enfermedad compleja y dificil de controlar que ocasiona grandes
pérdidas en el cultivo de cacao, principalmente en la region suramericana.
Es ocasionada por el hongo Moniliophthora perniciosa, que al igual que
Moniliophthora roreri es originario y endémico de Suramérica, especifica-
mente de Brasil. La denominacion se debe a las malformaciones que ocasio-
na brotes, cojines y vainas florales, que barre o cubre varios estadios de
desarrollo de la planta (Lisboa ef al., 2020), e incluso puede llegar también
a afectar a distintas especies de las familias Malvaceae, Solanaceae, Bigno-
niaceae y Malpighiaceae (Masmela-Mendoza, 2019). Los biotipos de este
hongo son C, S, L y B, siendo el primero especifico para la familia Malva-
ceae que infectan a los géneros Theobroma y Herrania (Barbosa et al.,
2018).

Este hongo patogeno también presenta un ciclo de vida hemibiotréfico
con dos etapas distintas de infeccion. Una fase biotrofica, que se caracteriza
por el crecimiento de micelio que coloniza el espacio intercelular y una fase
necrotrofica, que invade el tejido a nivel intracelular, provocando una necro-
sis y por ende muerte de los tejidos involucrados (Barbosa et al., 2018). El
ciclo de vida de este patdogeno inicia cuando una basidiospora - que es el
propagulo infeccioso- alcanza los tejidos en crecimiento o meristematicos.
Alli las hifas monocaridticas se desarrollan y penetran hacia la parte interce-
lular por estomas o heridas, dando paso a la fase biotréfica que puede cursar
con diversa sintomatologia dependiendo del 6rgano infectado, genotipo y
condiciones ambientales (Barsottini ez al., 2020; Pereira et al., 2022). Esta
fase puede llegar a durar de 30 a 60 dias antes de dar paso a la fase necrotro-
fica, donde el hongo adquiere unas caracteristicas especificas como lo es la
produccion de micelio dicaridtico, el cual es saprofito e infecta el tejido a
nivel intracelular. Los periodos de humedad y sequia dan paso a la forma-
cion de basidiocarpos, que a su vez generan basidiosporas y el ciclo vuelve
a iniciar (Reyes Sanabria, 2019) (Figura 4).



Figura 4
Ciclo de vida de la escoba de bruja en cacao a

Los frutos y tallos
se infectan con esporas

Estas germinan y alrededor
de 30 dias generan
deformacion en la planta

De este fruto enfermo
se liberan esporas por
accion de lluvia y viento

90 dias después aparecen
brotes con malformaciones
asimilando a una escoba

La fase final se da cuando aparecen
setas encargadas de liberar esporas

Fuente: Equipo investigador

2.3. Mazorca negra

La mazorca negra o pudricion de la vaina negra, es la enfermedad que
mas afecta el cultivo de cacao a nivel global (Pérez-Vicente, 2018). El
agente etiologico asociado es el microorganismo Phytophthora sp., el cual
es un pseudo-hongo perteneciente a la clase Oomicetos con caracteristicas
similares a los hongos (Perrine-Walker, 2020). Esta enfermedad puede
llegar a ocasionar perdidas en mas del 50% de la produccion, incluso supe-
riores, ya que puede verse favorecida por periodos de alta humedad (Cérde-
nas et al., 2017; Tocafundo et al., 2021).



Suele atacar a distintas especies de plantas en diferentes estados de desa-
rrollo, llegando a diversos organos como raices, hojas, tallos y frutos,
ocasionando una necrosis del tejido (Perrine-Walker, 2020). El ciclo de vida
de este patdgeno inicia con propagulos ambientales o de frutos ya infecta-
dos, los cuales pueden llegar a contener millones de zoosporas (esporas
moviles) que al entrar en contacto con agentes de dispersion y con ayuda de
los flagelos que poseen, colonizan los frutos o cualquier otro 6rgano de la
planta que esté en buen estado.

Estas estructuras sirven como sustrato para la reproduccion del microrga-
nismo el cual ocasiona necrosis, generando indculos que inician nuevamen-
te el ciclo (Nembot et al., 2017; Solis et al., 2021) (Figura 5).

Figura 5
Ciclo de vida de la mazorca negra

Estas germinany en 2 a 5 dias
llegan a afectar estas partes de la planta

Las esporas pueden llegar a
infectar frutos, hojas y tallos

| 2 dias después
aparece una mancha
.~ color café uniforme
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De este fruto enfermo se

liberan esporas por accion
de la lluvia y viento Q
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2 dias después esta mancha ocupa
gran parte del fruto y aparece en
micelio con esporas listas para infectar

Fuente: Equipo investigador



3. Estrategias de control de enfermedades
en el cultivo de cacao

La vigilancia y control de las enfermedades que afectan el cultivo del cacao,
es un factor determinante para garantizar el éxito de las cosechas. Existen
diversas practicas que pueden tener distintos objetivos de acuerdo al tipo,
condiciones ambientales y estado del patdogeno que esté atacando al cultivo.
De acuerdo al tipo de accidon que se ejercera sobre el organismo a controlar
(por ejemplo evitar, excluir, erradicar, proteger y/o generar resistencia) se
emplearan estrategias quimicas, fisicas y/o biologicas(Rasool et al., 2022).
Las dos primeras son altamente eficaces y son los de mayor uso pero su
costo suele ser elevado, a la vez, que genera gran impacto en el medio
ambiente y la salud humana; pueden bioacumularse e inclusive inducir
resistencia en patdégenos y llegar a alterar microorganismos benéficos del
suelo. En contraste, los mecanismos bioldgicos se caracterizan por usar
organismos y/o sus productos metabdlicos con alta eficacia, siendo mas
atractivos y prometedores desde el punto de vista de sustentabilidad de los
cultivos (Singh et al., 2021).

3.1. Estrategias biotecnoldgicas

3.1.1. Microorganismos biocontroladores

El concepto de control bioldgico usando microorganismos data desde
hace 4000 afios en Egipto. Sin embargo, su estudio de manera mas avanzada
no empezo hasta el siglo XIX (Waage J.K., et al., 1988). El descubrimiento
de que algunas enfermedades en el suelo eran mitigadas por Bacillus subtilis
(Ehrenberg) Cohn, Ampelomyces quisqualis Ces, y otros microorganismos
antagonistas, han estimulado significativamente su investigacion (Miljako-
vi¢ D. et al., 2020).

Este método se basa en la utilizacién de agentes biocontroladores (de su
sigla en inglés biological control agents “BCAs”), los cuales mejoran la
inmunidad del hospedero y/o modifican el ambiente a través de los efectos
beneficiosos de su citologia y/o metabolitos. Un vasto numero de BCAs han
sido caracterizados e incluyen microorganismos benéficos, inductores de



plantas, metabolitos microbianos, entre otros (Pieterse C., 2014). La utiliza-
cion de BCAs ofrece varias ventajas tales como: 1) su alta especificidad
para un grupo de patdgenos y por tanto, su bajo impacto sobre el ecosistema
circundante 2) su capacidad de auto-mantenimiento por largos periodos de
tiempo en el lugar de aplicacion sin alterar su actividad (3) su capacidad
para evitar la sobre-expresion del sistema inmunologico de la planta,
haciendo que esta optimice el uso de energia para procesos mas importantes
relacionados como su crecimiento y productividad (Deng Y. et al., 2017).

De acuerdo al modo de accion, algunos BCAs pueden clasificarse entre
otros, como supresores de patogenos comportandose como hiperparasitos
que emplean la antibiosis para matar directamente al patdgeno, o para dejar-
lo sin energia y por tanto metabolicamente inactivo. Otros compiten por
nicho y nutrientes, liberando compuestos antimicrobianos (Hou et al.,
2020). Sin embargo, la eficiencia de los BCAs se puede ver afectada por
factores bidticos y abidticos. Los patogenos pueden llegar a desarrollar
resistencia cuando los tiempos de exposicion al agente biocontrolador son
prolongados. Es asi como se requieren estudios continuos sobre la interac-
cion de BCAs con plantas, patdgenos y el ambiente, creando la necesidad de
aislarlos y aplicarlos en el mismo ecosistema de procedencia con la finali-
dad de aumentar su efectividad.

En el cultivo de cacao se han empleado microorganismos biocontrolado-
res capaces de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos (Syamsuddin et al.,
2021., Larbi-Koranteng et al., 2020., Ferraz et al., 2019). Se ha reportado
especialmente el uso del género Trichoderma y Clonostachys, los cuales
generan una relacion simbiotica con el huésped. Este mecanismo representa
grandes ventajas ya que no implican el uso de sustancias perjudiciales para
el entorno e inclusive pueden llegar a inducir la expresion de genes en la
planta aumentado la resistencia a diversos factores (Bailey & Meinhardt,
2016). De igual forma, se ha explorado el uso de hongos endofitos los cuales
son ampliamente reconocidos por su capacidad de penetrar y colonizar el
huésped, promoviendo la sintesis de compuestos bioldgicos que favorecen
el crecimiento de las plantas y, por tanto, su capacidad de defensa (Mejia et
al.,2021., Villamizar et al., 2017).



3.1.2. Aceites esenciales

Estos compuestos se definen como mezclas complejas de bajo peso mole-
cular, volatiles y con propiedades aromaticas. Su composicion varia en
funcion del método de extraccion empleado, el tipo y la especie de planta de
la que se deriven, la composicion del suelo donde se cultivan, asi como el
clima que puede influir sobre la cantidad de metabolito biosintetizado
(Parrish et al., 2020).

Se encuentran casi exclusivamente en plantas superiores, asociadas a un
numero limitado de familias dentro de las que se destacan Apiaceae, Astera-
ceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Poaceae, Ruta-
ceae, entre otras. La capacidad para biosintetizar y acumular moléculas
aromaticas estd relacionada con la presencia de estructuras histologicas
como tricomas glandulares, cavidades secretoras, conductos resinosos, con
lo cual su composicion variara cualitativa y cuantitativamente en funcion de
la planta (AEMPS, 2018).

3.1.2.1. Métodos de extraccion

Varias investigaciones, han demostrado que diferentes métodos de extrac-
cion pueden producir aceites esenciales con un perfil organoléptico mas
natural sin modificar su actividad biologica. La fabricacion de aceites esen-
ciales (AE) y el método usado para su extraccion van en funcion del mate-
rial botanico empleado, el estado y la forma. La proporcion de aceite esen-
cial en la materia prima vegetal puede variar dependiendo de la planta y
puede oscilar entre un 0,015 % y mas de un 20 %. Por ejemplo, a partir de
10 kg de clavo se pueden obtener hasta 2,2 kg de aceite esencial (AEMPS,
2018). Finalmente, el método de extraccion es uno de los factores claves que
determina la calidad del producto final ya que un método inapropiado puede
conducir a dafio o alteracion del quimiotipo y, como consecuencia, la pérdi-
da de su bioactividad y caracteristicas naturales tales como la viscosidad, el
color, la solubilidad, la volatilidad, puede enriquecer o reducir la presencia
de algunos componentes. En la tabla 4 se presentan algunos de los métodos
de extraccion de aceites esenciales mas comunmente empleados por indus-
trias y laboratorios de investigacion.



Tabla 4

Descripcion de algunos métodos empleados para la extraccion de AE

Método

Destilacion por
arrastre de vapor

Principio

Es el método mas cominmente empleado para
extraer AE, logrando obtener hasta un 93 % del
aceite. Procedimentalmente, la planta se coloca en
un recipiente el cual se calienta mediante. vapor de
agua. El calor aplicado es la principal responsable
de romper la pared celular de la planta y de esta
manera, los aceites esenciales son liberados.
Puede durar entre 1 y 10 h y la cantidad de aceite
producido depende de la duracion del tiempo de
destilacion, la temperatura, la presion y el tipo de
material vegetal. Los inconvenientes son: hidroli-
sis de ésteres a alcoholes y acidos, impurezas que
ocasionan olores inaceptables y tiempos muy
largos de extraccion.

Material vegetal

Todo tipo de
material vegetal
de la planta

Prensado
en frio

Proceso fisico durante el cual las glandulas de
aceite esencial de la piel y las cuticulas se rompen
para que se libere el aceite. Este proceso da como
resultado la produccion de una emulsion acuosa,
que posteriormente se centrifuga para separar el
aceite esencial. Este método es ideal cuando el
material vegetal contiene aldehidos los cuales son
inestables al aumento de la temperatura.

Citricos

Extraccion con
solventes

Se usa para extraer aceites esenciales que son
térmicamente labiles. Se utilizan temperaturas mas
bajas durante el proceso. El material vegetal se
coloca en un bafio de disolvente que disuelve los
componentes de interés. Para separar el aceite
esencial, se realizan las operaciones de filtracion y
destilacion. Los solventes que se usan comunmen-
te para la extraccion son: alcohol, hexano, etanol,
éter de petroleo y metanol. La extraccion con
solvente es economica y relativamente rapida.

Flores

Enfloracién

Extraccion mediante grasa fria inodora y purifica-
da. Se envuelve el material vegetal con el fin de
extraer olores. El proceso se repite durante perio-
dos muy largos hasta que se alcanza la saturacion
de la grasa. Posteriormente, se recoge la grasa y se
extrae con alcohol. Segun los estandares actuales,
es un método costoso, laborioso y requiere mucho
tiempo. No parece tener ninguna aplicacion para
los aceites esenciales utilizados en la industria
alimentaria y es practicamente obsoleto en la
actualidad.

Flores




Método Principio Material vegetal
Este método es mas selectivo en la extraccion al
poderse controlar diferentes variables como: Todo tipo de
., temperatura, control del flujo, manejo de la| material vegetal
Extraccion presion, mayor difusién; es decir, ingresa de la planta,
con fluidos facilmente a materiales solidos porosos facilitando |  especialmente
SUPETCIItiCos |, transferencia de masa. Requiere menor cantidad | cortezas, tallos
de solventes organicos y emplea fluidos no toxicos y raices
(CO2).
Emplea un mecanismo de calentamiento Unico
basado en la friccion. Se han derivado varias técni-
cas aprovechando dicha transferencia de calor.
Investigadores han combinado microondas con
métodos convencionales desarrollando nuevos
métodos como: extraccion por solvente asistida
Extraccion por microondas, hidrodestilacion por microondas Todo tipo de
asistida por al vacio, hidrodestilacion por microondas, destila- | material vegetal
microondas cion por microondas de aire comprimido y destila- de la planta

cion por vapor acelerada por microondas.

En general todos los métodos tienen costo, es
razonable, buen desempefio en condiciones atmos-
féricas y mayores rendimientos, pero requiere
mayor cantidad de solvente segin la combinacion
de la técnica que se aplique.

Proceso de caida
de presion
controlado
instantaneo

Se basa en el procesamiento termo-mecanico
provocado por someter el producto a una rapida
transicion de alta presion de vapor a vacio. El
procesamiento mejora la difusividad global y la
disponibilidad del liquido en la planta y no requie-
re el uso de solventes. Los tiempos de extraccion
son bajos, consume menores niveles de energia y
uso de agua.

Todo tipo de
material vegetal
de la planta

Extraccion
asistida por
ultrasonido

Se basa en la cavitacion, es decir, produccion de
burbujas microscopicas. Cuando las burbujas
aumentan de tamafio colapsan violentamente e
inducen fuerzas mecanicas que conducen al dafio
de la membrana celular, lo que da como resultado
un alto rendimiento de materiales extraidos y una
rapida tasa de extraccion. Este método se puede
también combinar con otras técnicas, como la
extraccion con fluidos supercriticos.

Todo tipo de
material vegetal
de la planta

Fuente: Adaptado de (Stratakos and Koidis, 2016).




3.1.2.2. Mecanismo de accion

Una de las caracteristicas mas importante de los AE es su hidrofobicidad.
Esto hace que sean capaces de penetrar a través de las membranas celulares,
alterando sus estructuras y haciéndolas més permeables. La pérdida excesi-
va o salida de moléculas criticas pueden llevar a la muerte celular (Sanchez,
2011). La actividad microbicida de los aceites esenciales se atribuye a la
relacion de terpernos/terpenoides, los cuales, debido a su naturaleza
altamente lipofilica y su bajo peso molecular son capaces de causar disrup-
cioén a nivel de membrana celular, produciendo la muerte o inhibiendo la
esporulacion y germinacion de las esporas fungicas (Nazzaro et al., 2017).

Ademas, los AE exhiben actividad antioxidante, son reclutadores de radi-
cales libres, agentes reductores, terminadores de peroxido, inhibidores de la
formacion de oxigeno y fijadores de iones metalicos de transicion, entre
otros. Esto hace que interfieran con los procesos de respiracion y reparacion
celular conduciendo a la lisis. La inhibicion especificamente de hongos
fitopatdgenos por accion de los AE ha sido reportada por varios autores,
quienes concluyen la afectacion sobre la pared celular, la interrupcion de la
formacion del ATP, la disrupcion de la membrana plasmatica y la desorgani-
zacion estructural de la mitocondria (Figura 6), bloqueando las reacciones
enzimaticas que ocurren en la central energética de la célula (Gomez-Lopez
Acetal., 2020).



Figura 6
Representacion esquematica del efecto de los AE sobre la ultra estructura celular microbiana

& g LD, Aceites esenciales
= = 49
- = . % '-‘_‘ -
| -
< 0 § %/ ';‘ 2
Membrana
plasmatica
~ ':"', Alteracion estructural
d {/ @) 2 de la membrana
Alteracién sintesis el
proteica mitocondrial

Fuente: Equipo investigador



3.1.2.3. Mecanismo de accion

Tabla 5§
Usos mas frecuentes de los AE

Actividad Usos

Elaboracion de jabones, detergentes y perfumes. En perfumes finos y

Productos : hor .
cosméticos novedosos se requieren quimiotipos concretos de salvia, lavanda y
tomillo.
Se requiere AE con alto potencial de agentes medicinales, expectoran-
te para el tratamiento de la tos y bronquitis (eucalipto), agentes antimi-
crobianos (salvia, arbol del té y clavo), descongestionante de las vias
Medicina y respiratorias (menta piperita), y como carminativo (anis). El aceite de
farmacia clavo se utiliza en odontologia por sus propiedades antisépticas y

analgésicas, mientras que el aceite de arbol de t¢ se utiliza en dermato-
logia como agente antiacné debido a su actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram-positivas, aromatizar preparaciones farmacéuti-
cas, asi como mejorar su sabor.

Los AE actian como antioxidantes, antifungicos y antibacterianos
alargando la vida util de los alimentos. Se requiere un buen conoci-
miento de las propiedades del AE, incluida la sensibilidad a los
Alimentos microorganismos objetivo, el modo de accién especifico, su potencial
antimicrobiano y el efecto de los componentes de la matriz alimenta-
ria. Otro uso en los alimentos, es como aditivo en sabores y olores que
llegan a conferir a estos productos.

Los AE actGian como agentes fitotoxicos gracias a la presencia de
Agricultura terpenos oxigenados, mono y sesquiterpenos. Debido a esto, se consi-
deran excelentes herbicidas y microbicidas.

Fuente: Adaptado de (Abd-Elgawad et al., 2021; Sharma S et al., 2021).

3.2. Estrategias Nanotecnologicas

La Nanotecnologia es un area de la ciencia que se encarga de disefiar,
manipular, y caracterizar &tomos a escala nanométrica (1 a 100 nm). En este
rango de tamano, la materia exhibe propiedades quimicas, mecanicas, eléc-
tricas y opticas unicas, permitiéndole un amplio abanico de aplicaciones en
areas como la Ingenieria, Medicina, Industria de Alimentos, Industria Textil,
Robotica, Informatica, entre otras (Neme ef al., 2021). Los nanomateriales
que se obtienen a través de la Nanotecnologia se pueden clasificar en
funcion de su dimensionalidad, morfologia, estado y composicion quimica
(Saleh, 2020), como lo muestra la figura 7.



Figura 7
Clasificacion de nanomateriales en funcion de varios criterios
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Un tipo de nanomaterial de amplia distribucion en diferentes industrias
son las nanoparticulas (NPs). Estas, se definen como clusters de &tomos que
oscilan entre 1 a 100 nm (Sajid & Plotka-Wasylka, 2020). Existen nanopar-
ticulas a base de carbon, orgénicas e inorganicas. Dentro de este ultimo
grupo se encuentran las metalicas que se caracterizan por contener un
nucleo ya sea de un metal inorgénico u 6xidos de metal (Khan, 2020). Entre
los metales que comuinmente se emplean para la elaboracion de estos
elementos estan el Au, Ag, Pt, Zn, Ni y Cu, cada uno con caracteristicas
especificas que le otorgan potenciales aplicaciones en diversos campos
como la agricultura, medicina, farmacéutica, industria textil, entre otras
(Paramo et al., 2020).

3.2.1. Sintesis de nanoparticulas

La obtencion de nanoparticulas se lleva a cabo mediante diversas técnicas
clasificadas en procesos fisicos, quimicos, y biologicos, que a su vez pueden
dividirse en dos enfoques; uno conocido como “ZTop down” o descendente y
otro “Bottom up” o ascendente. Usualmente las técnicas fisicas son catego-
rizadas como enfoques descendentes debido a que se parte de estructuras de
gran tamafio hasta descomponerlas en sus piezas mas pequefas. En contras-
te, las técnicas biolodgicas y quimicas son categorizadas como enfoques
ascendentes donde se parte de estructuras atomicas hasta la formacion de las
NPs (Figura 8) ( Zhang et al., 2020; Salem et al., 2022).



Figura 8
Acercamientos para la sintesis de nanoparticulas
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Las técnicas de sintesis bioldgica involucran el uso de organismos vivos
y/o sus partes, a partir de los cuales se obtienen los agentes reductores impli-
cados en la formacion de NPs (Rana et al., 2020). Algunos agentes reducto-
res biologicas pueden obtenerse a partir de bacterias, hongos, algas y plantas
(Xu et al., 2020). En el caso de la utilizacion de algas y plantas, la sintesis
se denomina sintesis verde y es un campo emergente de la nanotecnologia
conocido como Fito-Nanotecnologia. (Salem & Fouda, 2021). Este enfoque
ha venido ganando relevancia por encima de las técnicas de sintesis quimica
y fisica, debido a que los procesos se llevan a cabo a temperatura ambiente



y no genera residuos quimicos, con lo cual es mas amigable con el medio
ambiente y de sencillo escalado (Jamkhande ef al., 2019).

La sintesis verde de nanoparticulas a su vez, puede realizarse a través de
dos vias. Una conocida como “biorreduccion”, en la cual los iones metalicos
son reducidos quimicamente debido a la presencia de los componentes celu-
lares de los organismos empleados (Figura 9), y otro conocido como “bio-
sorcion”, donde los iones metalicos se unen directamente a una estructura
del organismo permitiendo de esta manera la formacion de complejos esta-
bles en forma de NP (Jamkhande et al., 2019).

Figura 9
Sintesis verde de nanoparticulas por biorreduccion
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En el cultivo de cacao las aplicaciones nanotecnologicas estan siendo
enfocadas al igual que el resto del sector agricola, el uso de nanoformulacio-
nes que minimicen la pérdida de nutrientes durante la fertilizacion, incre-
menten la germinacion de semillas, provean estrategias de uso racional de
los sistemas hidricos y, por tanto, reduzcan los impactos ambientales (Kona-
ppa et al., 2021). Para los primeros, la tecnologia nanoescalar ofrece mejo-
rar sustancialmente los procesos de liberacion controlada, afrontando asi los
problemas de carencia o exceso de fertilizante (Salazar ef al., 2019). Entre
tanto, los nanopesticidas van enfocados especialmente al control de enfer-
medades, ya que se ha demostrado que dependiendo de su naturaleza,
pueden mitigar y/o impedir el crecimiento de organismos fitopatdgenos y
por tanto ayudan en el control de plagas que afectan el cultivo (Villami-
zar-Gallardo et al., 2016).
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1. Introduccion

La produccion de cacao en el pais se ve afectada por muchas variables
dentro de las que se destacan la avanzada edad de las plantaciones sembra-
das, el tipo de material de propagacion utilizado y las dificultades que
encuentra el agricultor para poner en practica las recomendaciones de
manejo integral del cultivo, lo cual se ve influenciado en ocasiones por la
ubicacion de las plantaciones en zonas de dificil acceso. Lo anterior,
sumado a la falta de transferencia de nuevas tecnologias, hacen que el
manejo del cultivo no sea el mas 6ptimo en varias regiones del pais.

La baja distribucion de materiales biologicos resistentes o tolerantes a
plagas aunado al cambio climatico que afrontamos en la actualidad, aumen-
ta el riesgo de infestacion por microorganismos fitopatogenos. Investigado-
res alrededor del mundo han reportado la moniliasis cuyo agente etiologico



es el hongo Moniliophthora roreri (Cardenas et al., 2017) y la mazorca
negra causada por el pseudo-hongo Phytophthora sp (Cedeno et al., 2020),
como dos de las enfermedades que mayor impacto genera en la productivi-
dad de cacao. En el primer caso, la enfermedad es endémica de este cultivo,
mientras que la segunda, tiene un amplio espectro de accion sobre gran
variedad de plantas (ICCO, 2021). Algunas condiciones fitosanitarias
relacionadas con la zona agroecologica, la severidad del in6culo y el manejo
inadecuado del cultivo, permiten una afectacion significativa de los cultivos
(Jaimes y Aranzazu, 2010).

La moniliasis en Colombia ha impactado usualmente el 40% de la produc-
cion anual de cacao y es considerada una enfermedad endémica en todos los
departamentos donde se produce. No obstante, estudios realizados entre
2005 y 2006 en varias fincas ubicadas alrededor de la geografia nacional,
reportaron entre otros datos que el mas alto porcentaje de incidencia de la
enfermedad se presentaba en el departamento Norte de Santander (N de S)
con un 84,1% (Cubillos ef al., 2019). En 2019, Villamizar y colaboradores,
reportaron la incidencia puntual de moniliasis y mazorca negra en 4 zonas
del departamento N de S, con rangos que oscilaron entre 0.37% hasta
21.58% y desde 1.75 % hasta 35.59 %, respectivamente. Los investigadores
lograron identificar 15 morfoespecies, 9 de ellas correspondientes a Moni-
liophthora roreri y 6 a Phytophthora palmivora. Ademads, reportaron la
susceptibilidad de los materiales biologicos de tipo hibrido comparado con
la tolerancia exhibida por algunos clones que estudiaron (Villamizar et al.,
2019).

En este capitulo se da continuidad al trabajo investigativo iniciado en
2019, evaluando dos fincas mas pertenecientes a la Federacion Nacional de
Cacaoteros, ubicadas en el municipio de San Cayetano en el departamento
Norte de Santander. El objetivo de la investigacion fue seguir profundizan-
do sobre la agro-ecologia del cultivo en el departamento Norte de Santander
para, de alguna manera, a mediano plazo aportar alternativas de manejo y
control desde un enfoque Bio-Nano-tecnologico.



2. Metodologia

2.1. Toma de muestras

Se tomaron muestras de frutos infestados con moniliasis y mazorca negra
(Capitulo I, enciso 5) en 2 fincas ubicadas en el municipio de San Cayetano,
N de S. Las fincas se seleccionaron bajo los siguientes criterios: pertenecer
a la Federacion Nacional de Cacaoteros (FEDECACAO), que ofrecieran
condiciones adecuadas de seguridad y asistencia en campo, con una media
de 1 Ha sembrada y un rendimiento promedio de 2000 Kg/Ha/afio en condi-
ciones Optimas de manejo de cultivo; esto quiere decir manejo agrocultural
y aplicacion profilactica de control quimico Ridomil (mancozeb+meta-
laxyl) y oxicloruro de cobre. Se analizaron los clones ICS 95 y CCNS51. Las
mazorcas fueron embaladas en papel plastico, rotuladas y transportadas en
cavas provistas de hielo seco hasta el laboratorio para su respectivo procesa-
miento.

2.2. Determinacion in situ de la incidencia puntual
de moniliasis y mazorca negra

El calculo del porcentaje de incidencia puntual (%IP) en campo de monilia-
sis y mazorca negra, se llevo a cabo tomando el 10% de la poblacion total sem-
brada en una hectarea de cultivo de cacao y se aplico la siguiente formula:

Numero de My en el 10% de la poblacion

%IP= — - - — 9100
(Niimero de M en el 10% de la poblacion + numero de My en el 10% de la poblacion)

Donde,

%]IP= Porcentaje de incidencia puntual.

M= Mazorcas sanas.

Me= Mazorcas enfermas (por Phytophthora sp o Moniliophthora roreri)



2.3. Aislamiento de los agentes etiologicos

2.3.1. Preparacion de medios de cultivo

Los aislamientos fungicos se realizaron en agar V8, agar avena y agar
malta modificado con extracto de cacao obtenido a partir de mazorcas sanas.
Para la obtencion del extracto de cacao se pesaron 0,1 g del macerado de
cacota y se suspendieron en 10 mL de agua destilada. Posteriormente, se
calento la suspension a 60 °C durante 1 h. El extracto se filtr6 usando filtro
Whatman No. 1 y después se centrifugd a 4000 rpm. Seguidamente se
adiciono al 1% al agar malta posterior a la esterilizacion del medio.

2.3.2. Obtencion de cultivos axénico

El aislamiento de los patégenos se realizd de forma indirecta y directa.
En el primer caso, se emplearon mazorcas con lesiones caracteristicas, las
cuales fueron lavadas con hipoclorito de sodio al 5% y agua destilada esté-
ril, con la finalidad de eliminar la carga bacteriana y fingica presente a nivel
de la corteza. Seguidamente, se retird la corteza superior y se seleccionaron
trozos de 0,5 cm que se inocularon sobre los respectivos medios de cultivo
(Figura 1). El aislamiento directo se realizé tomando el in6culo por puncion
con asa recta, a partir de mazorcas enfermas (Figura 2). Posteriormente, se
incubaron (incubadora MEMMERT) a 25°C/ 8 a 10 dias. A partir del creci-
miento mixto, se realizaron repiques hasta obtener cultivos axénicos (San-
tos, 2013), los cuales fueron mantenidos en agar malta (OXOID) modifica-
do con extracto de cacao (1%). Ademas, se adiciond cloranfenicol como
inhibidor de biota competente. Para favorecer la formacion de estructuras
reproductivas necesarias para la caracterizacion microscopica, los hongos
fitopatogenos fueron sembrados en agar arveja (10 g/L) e incubados a 25°C
/18 dias.



Figura 1
Aislamiento indirecto de hongos fitopatogenos a partir de cacotas enfermas
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Fuente: Equipo investigador

Figura 2
Aislamiento directo de hongos fitopatogenos a partir de cacotas enfermas
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2.3.3. Caracterizacion morfologica

La caracterizacion macroscopica se realizé teniendo en cuenta aspectos
tales como: textura, borde, presencia o ausencia de anillos, color de micelio
descritas por (Phillips-Mora et al., 2006), con algunas modificaciones (Ale-
xopulus 1979., Arbelaez, 2010). El color del micelio se determiné de acuer-
do con la tabla de colores de Munsell, 1991. La forma y tamafio de esporas
se determino a los 18 dias de incubacion, tiempo en el cual se logré identifi-
car con mayor claridad las estructuras reproductivas de los fitopatogenos de
interés. Para tal fin, se empled azul de lactofenol como agente de contraste
y se observo en objetivo de 40 X (microscopio Olympus). Las fotografias se
tomaron con camara digital y posteriormente fueron procesadas empleando
el programa Image J (acceso gratuito https://imagej.net/ij/), en el cual se
midieron el largo y el ancho de varias esporas al azar.

3. Resultados

En la tabla 1 se muestran los resultados del calculo de incidencia puntual
de moniliasis y mazorca negra en dos fincas ubicadas en el municipio de
San Cayetano en el Departamento de Norte de Santander junto a las condi-
ciones agroecoldgicas de la zona evaluada. Se determinaron bajos niveles

de las dos enfermedades a una altitud de 350 msnm y temperaturas prome-
dio de 28°C.

Tabla 1

Relacion de fincas (F), materiales biologicos evaluados, condiciones agroecologicas y porcenta-
Jjes de incidencia puntual M: moniliasis MN: mazorca negra

HR Altura

promedio promedio Ha /il

Departamento Material Biologico T (°C)

Norte de Santander (T. Cacao L) promedio (%) (MSNM) Cultivadas M

Municipios: 1CS 95
San Cayetano
corregirilliento/ Finca: F1 IHa 0,74 0,74
vereda: J 28 70 350
Cornejo; la CCN 51 1Ha |0,18 | 0,31
Amarilla. Finca: F2

Fuente: Equipo investigador



Los porcentajes de incidencia puntual calculada in situ oscilaron en el
rango de 0,18% - 0.74 % y de 0,31 a 0.74 % para moniliasis y mazorca
negra, respectivamente. En términos generales se encontrd que los materia-
les bioldgicos sembrados en las dos fincas evaluadas, a saber, ICS 95 y CCN
51, exhibieron tolerancia a las dos enfermedades estudiadas.

A nivel macroscépico se obtuvo que los dos fitopatdgenos presentaron
textura afelpada, estriada o algodonosa, siendo mas predominante para
Moniliophthora roreri la textura afelpada. Adicionalmente, una caracteristi-
ca de este fitopatogeno fue la formacion de anillos centrales y/o terminales,
lo cual puede apreciarse en la figura 3-superior, numerales a, b y ¢. En el
caso de Phytophthora sp, se encontrd que este fitopatdgeno exhibi6 esporu-
lacion uniforme sobre el medio de cultivo con bordes bien definidos, sin
formacion de anillos. La coloracion del micelio fue variable en la escala de
amarillento a beige (figura 3-inferior, numerales a, b y c).

Figura 3

Moniliophthora roreri y Phytophthora palmivora en a) Agar Malta modificado con extracto de
cacao b) Agar V8 c) Agar arveja aisladas a partir de cultivos en algunas fincas cacaoteras del
departamento Norte de Santander, Colombia

Caracteristicas morfologicas

Monoliophthora roreri

Phytophthora sp

Fuente: Equipo investigador



A nivel microscopico las cepas de M. roreri evidenciaron la formacion de
esporas en cadena e hifas septadas. Con respecto a la forma y el tipo de
esporas, se encontraron globosas, ovoides o elipsoides con una relacion
largo/ancho para esporas individuales de aproximadamente 2 pm, presen-
tandose en menor proporcion esporas elipsoides. En contraste, Phytophtho-
ra sp. produjo esporangios papilados, conteniendo zoosporas en su interior,
con una relacion largo/ancho de aproximadamente 3 um (Figura 4).

Figura 4
Estructuras reproductivas encontradas en los aislados Moniliophthora roreri y Phytophthora sp.

Caracteristicas microscopicas

Monoliophthora roreri

Phytophthora sp

Nota. Se observan los zoosporangios conteniendo las zoosporas. Fuente: Equipo investigador

4. Discusion

A través de este estudio, se pudo determinar la presencia de moniliasis y
mazorca negra en las 2 fincas evaluadas en el municipio de San Cayetano,
departamento Norte de Santander. La incidencia puntual de las dos enferme-
dades fue ligeramente menor comparada los resultados reportados por Villa-
mizar y colaboradores en 2019, para los mismos materiales bioldgicos



(Villamizar et al., 2019). Esto podria en cierta forma atribuirse a la campana
de sensibilizacion que ha venido realizando FEDECACAO en los ultimos
afios sobre la renovacion y siembra de materiales biologicos clonales mas
tolerantes a las enfermedades. Con este hallazgo se confirma que, una
amplia distribucion de estos a las medianas y pequefias fincas ubicadas a lo
largo y ancho de la geografia del departamento, sumado a buenas practicas
agroecologicas asegurarian un aumento considerable en el ranking de
produccion departamental y nacional, ya que la region cuenta con las condi-
ciones edafoclimaticas y calidad de suelo necesarias para la éptima produc-
cion de cacao (Villamizar, 2019).

Analizando el crecimiento macroscopico y las estructuras microscopicas
(forma y tamafio de las esporas) se pudo determinar que los hongos aislados
correspondian a las especies de Moniliophthora roreri y Phytophthora
palmivora. Esto coincide con los reportes hechos por Villamizar y colabora-
dores, quienes aislaron 9 cepas de Moniliophthora roreri'y 6 de Phytophtho-
ra palmivora a partir de cultivos infestados con moniliasis y mazorca negra
en 4 zonas del departamento Norte de Santander. La forma y tamafio de las
estructuras reproductivas de los dos patogenos, coinciden con lo reportado
por investigadores como Pérez-Vicente, quien estudi6 las estructuras mor-
fologicas y crecimiento de las colonias de M. roreri en Ecuador, Venezuela
y Costa Rica (Perez-Vicente, 2018) y los reportes de Rogriguez y Vera,
quienes realizaron identificacion de la pudricién parda de la mazorca de
cacao a causa de Phytophthora palmivora (Cedefio et al, 2020).

A nivel de laboratorio se pudo evidenciar que, la modificacion de medios de
cultivo empleando cacao (1%), favoreci6 el crecimiento de Moniliophthora
roreri 'y Phytophthora palmivora, a diferencia de medios sintéticos sin
modificar, ya que proporcionan nutrientes autoctonos que promueven el
crecimiento de los patdgenos, facilitando asi su identificacion. Lo anterior
coincide con lo reportado por (Santos 2013), quien demostré que medios
modificados con cacao favorecen el crecimiento de especies de Monilioph-
thora roreri.



5. Conclusiones

La presente investigacion permitidé determinar in situ, la incidencia
puntual de dos enfermedades de origen microbiano en cultivos de cacao
establecidos en fincas pertenecientes al municipio San Cayetano, del depar-
tamento Norte de Santander, con porcentajes que oscilaron entre 0,18% -
0,74 % y de 0,31% - 0,74% para moniliasis y mazorca negra, respectiva-
mente; demostrando que los dos materiales clonales analizados exhiben alta
tolerancia. De igual manera, se pudo identificar que los agentes etiologicos
implicados fueron Moniliopthora rorveri y Phytophthora palmivora, de
acuerdo a las caracteristicas macroscopicas en medio de cultivo y microsco-
picas evaluadas. Estas dos cepas nuevas se suman a las 15 cepas aisladas
previamente, en estudio realizado en 2019 y se conservaran en el stock de
cepas del laboratorio NANOSOST de la Universidad de Pamplona, para
fines investigativos posteriores. Se ampliara la investigacion hacia la carac-
terizacion molecular de las morfo especies identificadas a fin de poder esta-
blecer, por ejemplo, relacion filogenética entre ellas, entre otros aspectos,
que puedan alimentar nuestro conocimiento sobre la agroecologia del culti-
vo.
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1. Introduccion

Las enfermedades en plantas ocasionadas por microorganismos patogenos,
representan un serio problema para los ecosistemas naturales, que se ven
impactados con dafos que ocasionan pérdidas anuales estimadas en 40
billones de dolares y altas repercusiones en la economia global (Syed Ab
Rahman et al., 2018). En el caso especifico de enfermedades causadas por
hongos, estas representan un 64-67 % del total que afecta a los cultivos a
nivel global, con pérdidas del 20% a nivel de produccion y mas del 10 % en
post-cosecha. Investigadores sefialan que las enfermedades flingicas se
expanden a una velocidad de 8 Km/afio y su accion se ve aumentada entre
otros aspectos, por los extensos monocultivos establecidos alrededor del
mundo (Fisher et al., 2012, Fisher et al., 2018).



A lo largo de la historia de la agricultura, se han desarrollado diferentes
métodos de manera empirica por los propios cultivadores y de manera mas
cientifica por investigadores alrededor del mundo, para evitar el estableci-
miento y transmision de patdégenos. En funcion del tipo de cultivo, tipo de
patogeno, localizacién geografica, disponibilidad tecnoldgica, politicas
regulatorias, entre otros factores, los controles pueden ser agro-culturales
(poda y diversificacion del cultivo), genéticos (manipulacion de la toleran-
cia y/o resistencia), fisicos (solarizacion, riego), quimicos (uso de pesticidas
e inductores de inmunidad del huésped) o bioldgicos (uso de microorganis-
mos biocontroladores). Estos métodos pueden ser empleados de manera
individual o en combinacidn, lo que se traduce en un manejo integrado del
cultivo (MIC) (ICA, 2012).

En la literatura existen reportes de un grupo de hongos que tienen efecto
antagonico frente a fitopatogenos, que pueden ser empleados como contro-
ladores de tipo bioldgico. De acuerdo al modo de accion, los BACs (de su
sigla en inglés Biocontrol Agents) pueden clasificarse entre otros, como
supresores de patdgenos, comportandose como hiperparasitos que emplean
la antibiosis para matar directamente al patogeno o para dejarlo sin energia
y por tanto metabdlicamente inactivo. Otros compiten por nicho y nutrientes
liberando compuestos antimicrobianos (Hou et al., 2020).

Investigadores de sistemas agroforestales de cacao en Tabasco, México,
han identificado morfoldgica y molecularmente nueve aislados de Tricho-
derma asperellum, T. brevicompactum, T. harzianum/H. lixii, T. koningiop-
sis/H. koningiopsis, T. longibrachiatum/H. sagamiensis, T. pleuroticola, T.
reesei/H. jecorina, T. spirale y T. virens/H. virens con potencial antagénico
contra monilia (Torres et al, 2015). Uno de los productos comercializados a
gran escala para controlar enfermedades del cacao ha sido el Tricovab (7
stromaticum) (Hermosa et al, 2013). Los mecanismos de accion antagoénica
de Trichoderma se describen como competencia, antibiosis y micoparasitis-
mo (Lopez-Ferrer et al, 2017).



A nivel nacional, en Santo Domingo, Antioquia, investigadores aplicaron
por aspersion un lixiviado combinado con el hongo Trichoderma sp. y lo
compararon con un tratamiento de sintesis quimica. Los investigadores no
reportaron diferencias significativas en las fracciones de mazorcas sanas y
el rendimiento, después de la aplicacion de los dos tratamientos. No obstan-
te, concluyeron que el control con 7richoderma era mas eficiente con
respecto al quimico, convirtiéndolo en una alternativa de bajo costo para
plantaciones de pequeia escala (Rojas et al., 2016).

Segin (Hawksworth y Lucking, 2017) la diversidad fingica se estima,
oscila entre 1,5 y 3,8 millones de especies donde los hongos endofitos son
hospederos de aproximadamente 300.000 especies de plantas. El mecanis-
mo de accion de un hongo endofito a diferencia de un antagonista, se basa
en su capacidad para potenciar el desarrollo vegetal produciendo altas tasas
de germinacion, mayor biomasa en los tejidos y, por tanto, incrementando la
resistencia a enfermedades causadas por otros microorganismos (Chaithra
et al,2020).

Apreciando el potencial del control bioldgico como mecanismo natural
para combatir enfermedades en el cacao, Villamizar y colaboradores repor-
taron el uso de hongos antagonistas y endofiticos aislados en tres departa-
mentos de Colombia, con capacidad biocontroladora del crecimiento de
hongos fitopatdgenos primarios del cacao como Moniliophthora roreri y
Phytophthora palmivora y hongos fitopatogenos secundarios como Asper-
gillus flavus y Fusarium solani. Los investigadores obtuvieron porcentajes
de biocontrol cercanos al 80 %, afirmando que el efecto biocontrolador fue
mayor en cepas obtenidas y aplicadas en un mismo nicho ecologico (Villa-
mizar et al.,2017).

En este capitulo se contintia con la investigacion mencionada anterior-
mente, con el fin de evaluar el uso potencial de los biocontroladores Tricho-
derma viride y Botryosphaeria quercum, esta vez, directamente sobre corte-
za y pulpa de cacao contaminados artificialmente con el patégeno primario
Moniliophthora roreri, y los secundarios Aspergillus flavus y Fusarium
solani.



2. Metodologia
2.1. Preparacion de stocks microorganismos patogenos

Las cepas de Moniliophthora roreri, Aspergillus flavus y Fusarium
solani fueron aquellas aisladas y caracterizadas por Villamizar y colabora-
dores (Villamizar et al., 2017, Villamizar et al., 2019) y provistas por el
laboratorio NANOSOST de la Universidad de Pamplona. Para obtener los
in6culos de cada microorganismo, se adaptd la metodologia propuesta por
Santos M y colaboradores. Se parti6 de cultivos jovenes (10 dias), los cuales
fueron depositados en un tubo de ensayo conteniendo 10 mL de solucion
salina 0,85 % con ayuda de un asa micologica. El contenido se agitd vigoro-
samente aplicando vortex a maxima revolucion durante 120 segundos.
Seguidamente, se realizaron diluciones en base 10 y se procedio a realizar el
conteo de esporas empleando la cdmara de Neubauer, visualizando a través
de microscopio Optico (Olympus), objetivo 40 X. El nimero de esporas fue
calculado mediante la formula mostrada abajo. El in6culo fue ajustado hasta
obtener una concentracion final entre 3*10° esporas/mL de cada uno de los
patdgenos analizados (Santos M, 2021).

esporas Recuento obtenido

= - * factor de dilucion * factor de la camara
mL Numero de cuadros contados

2.2. Hongos biocontroladores

Se emplearon las cepas de Trichoderma viride y Botryosphaeria quer-
cum, aislados a partir de muestras de suelo y mazorcas sanas de cultivos de
cacao en Norte de Santander, caracterizados morfoldgica y molecularmente
como lo reporta Villamizar y colaboradores (Villamizar et al., 2017). La
concentracion de esporas de los hongos biocontroladores fueron ajustadas a
la misma de los patogenos, 3*10°¢ esporas/mL.



2.3. Ensayo de inhibicion con hongos antagonistas en planta

Se realiz6 directamente sobre pulpa y corteza de cacao. Para ello se utili-
zaron placas estériles de 24 pocillos con tapa TC (Cellstar, Sigma Aldrich,
EE.UU.) en las cuales se colocaron piezas de 0.125 cm? de pulpa y corteza
de cacao, respectivamente, previamente esterilizados bajo tratamiento con
calor himedo (121°C/15 Ib de presion / 20 min). A cada trozo se le adiciona-
ron 100 uL de cada uno de los biocontroladores hasta cubrir completamente
y posteriormente, se contaminaron artificialmente con las respectivas solu-
ciones conteniendo los patogenos. Tres pozos se marcaron como control
positivo, los cuales sélo contenian los trozos de cacota inoculados con el
biocontrolador y tres mas como control negativo, en los cuales no se realizo
inoculacion. Los seroclusters se incubaron a 25°C/8 dias. El ensayo fue
realizado por triplicado. Se evalu6 cualitativamente la capacidad del biocon-
trolador, para reducir y/o inhibir completamente el crecimiento del patégeno
en corteza y pulpa de cacao.

3. Resultados

El enfrentamiento del biocontrolador 7. viride y del endofito Botryosphae-
ria quercum vs los patdgenos del cacao M. roreri, F. solani, y A. flavus se
muestra en la figura 1. Se puede observar que T viride tuvo efecto ligera-
mente significativo sobre el crecimiento de M. roreri en pulpa, mientras
que, en corteza el patdogeno crecidé mucho mas rapido y no permiti6 que el
biocontrolador se expresara. En contraste, 7. viride vs F. solani mostr6é un
efecto inhibitorio, reduciendo al minimo el crecimiento del patégeno tanto
en corteza como en pulpa. En el ensayo 7. viride vs A. flavus, se evidencid
que tanto en pulpa como en corteza el biocontrolador y el patdégeno crecie-
ron en proporciones similares.

En el caso de B. quercum vs M. roreri se aprecio crecimiento mayoritario
del patogeno en corteza y ligero crecimiento en pulpa. B. quercum vs F.
solani mostrd efecto inhibitorio con crecimiento solo del biocontrolador
tanto en corteza como en pulpa. Similar resultado se presentd con 4. flavus
en corteza, no obstante , en pulpa el patdogeno crecid ligeramente.



Figura 1

Ensayo de inhibicion en corteza y pulpa de cacao utilizando a. Trichoderma viride b. B. quercum
frente M. roreri, F. solani y A. flavus. Ct: Control positivo (inéculo solo de hongos fitopatogenos
tanto en pulpa como en corteza). R1-R3: réplicas

a. Ensayo T. viride b. Ensayo B. quercum
Vs fitopatégenos Vs fitopatogenos

€At R2——@3— Rl A2-—R3

M. roreri pulpa
F. solani corteza

F. solani pulpa

A. flavus corteza

A. flavus pulpa

Fuente: Equipo investigador

4. Discusion

En las pruebas realizadas con el antagonista 7. viride, se pudo determinar
que este ejerce un mayor control sobre el crecimiento de patdgenos secun-
darios, que pudieran afectar la corteza del cacao. Comparando los resultados
con otras investigaciones se ha evidenciado que, por ejemplo, 7richoderma
asperellum produce metabolitos secundarios con capacidad de inhibir a
Aspergillus flavus. Este fendmeno se debe a la formacion de compuestos
activos excretados por Trichoderma sp. como enzimas o antibidticos que
dafian e interrumpen el proceso fisioldgico de A4. flavus (Darmayasa y Oka,
2016).



En el caso que el hongo patogeno invada tejidos internos como la pulpa,
estos tienden a competir eficientemente por sustrato, creciendo rapidamente
y, por tanto, limitan la antibiosis de Trichoderma viride (Figura 1). Estos
resultados coinciden con lo reportado por Aini FN y colaboradores, quienes
estudiaron la actividad antagonista y endofitica de una especie de T.
harzianum sobre cacota y semillas de cacao infectadas por Phytophthora
palmivora. Los autores concluyeron que 7. harzianum en concentraciones
de 10® a 10" esporas/mL en semillas de cacao, no produjeron resistencia
contra el patogeno (Aini FN et al. 2020).

El mecanismo de inhibicién que emplean los hongos antagonistas como
Trichoderma sp. ha sido ampliamente estudiado. El hongo produce metabo-
litos tales como: celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y quitinasas con
actividad antifingica; compite por espacio y nutrientes, hace micoparasiti-
mo, promueve el crecimiento de la planta e induce genes implicados en la
respuesta frente a estrés bidtico y abidtico (Szekeres, et al, 2006). En esta
investigacion se aprecié la competencia por nutrientes, como el mayor
mecanismo de accion biocontroladora sobre los patdégenos objetos de estu-
dio. Para poder determinar la liberacion de compuestos inhibitorios, se
requiere de investigaciones posteriores.

En las pruebas realizadas con el endéfito B. guercum, se pudo determinar
que este presenta una mayor velocidad de crecimiento en corteza (color
blanco y textura algodonosa), por encima de M. roreri, F. solaniy A. flavus,
mientras que en pulpa los tres fitopatogenos logran crecer de manera parale-
la (Figura 1). La capacidad de inhibicién de este patdgeno estd dada de
forma directa a través de procesos de antibiosis, competicion por sustrato,
micoparasitismo o indirectamente induciendo resistencia intrinseca en el
huésped frente al ataque de patégenos (Mejia LC et al., 2008). Al realizar
los ensayos de inhibicion se pudo evidenciar, que el mecanismo mas comun
empleado por B. quercum sobre los fitopatdgenos analizados fue al igual
que T viride la competicion por substrato, es decir directa (Figura 3B). Esto
es similar a lo reportado por Mejia L.C. y colaboradores, quienes compara-
ron el efecto inhibitorio de diferentes morfoespecies endofiticas sobre
fitopatogenos primarios del cacao (Mejia LC et al., 2008). Simamora A, y
colaboradores también reportaron que el mecanismo de competicion por



sustrato fue el predominante en 5 hongos endofiticos entre los cuales se
encuentran especies de Aspergillus, Fusarium y Ramichloridium sobre P.
palmivora, donde los endofiticos ganaron espacio de manera mas rapida que
el patogeno (Simamora A et al. 2021).

A través de los resultados obtenidos en este estudio, se confirma que el
control bioldgico no elimina las posibles enfermedades a las que pueda ser
susceptible el cultivo de cacao, en este caso especificamente, la moniliasis y
la incidencia de patégenos secundarios. Sin embargo, se cree que podria
ayudar a mitigar la accion que ejercen el hongo patégeno primario M. roreri.
Este se caracteriza por tener dos fases de crecimiento, una biotrofica, en la
que el micelio coloniza el espacio intercelular y una fase necrotréfica, en la
que el hongo invade el tejido a nivel intracelular, provocando una necrosis y
por ende muerte de los tejidos involucrados (Barbosa, 2018). Al reducir la
accion del patdgeno primario, se limitaria también la accion de patdogenos
secundarios, los cuales contribuyen con el proceso de degradacion del fruto
iniciado por el patégeno primario y ademas, pueden dejar trazas contami-
nantes como micotoxinas en la semilla. Por tanto, se plantea la hipotesis de
si una aplicacion mixta del endofito B. gquercum junto con el antagonista 7.
viride, podria minimizar la accion invasiva de los patdgenos primarios en el
cacao en su fase biotrofica y de esta manera, la accion de los patdgenos
secundarios.

5. Conclusiones

Se logré evaluar a nivel in vivo, el efecto biocontrolador de dos hongos con
comportamiento antagonista y endofitico, frente a un patdégeno primario y
dos secundarios; todos autdctonos de cultivo de cacao de la region. El meca-
nismo de accion de los dos hongos se caracterizd por la competencia por
sustrato, demostrando un mayor efecto protector en corteza de cacao. De
acuerdo a los resultados obtenidos, se hace necesario llevar estos hongos a
fase de campo a fin de analizar su comportamiento iz sifu y de esta manera,
dimensionar el posible escalado de una suspension biologica que pudiera
aplicarse de manera preventiva, para ayudar a reducir y/o mitigar el impacto
de patdgenos primarios y secundarios sobre el cultivo.



REFERENCIAS

Aini, F.N., Sulistyowati, E., Oktaviana, S., Wulandari, N.D.F. (2020). Biological
control of cocoa pod rot, Phytophtora palmivora, using Trichoderma harzianum
como endofitico. ACIAR Proceedings Series. 149: 61-67. Recuperado de
https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/20203545970

Chaithra, M., Vanitha, S., Ramanathan, A., Jegadeeshwari, V., Rajesh, V., Hegde,
V., Apshara, E. (2020). Morphological and Molecular Characterization of
Endophytic Fungi Associated with Cocoa (Theobroma cacao L.) in India. Current
Journal of Applied Science and Technology, 38(6): 1-8. DOI: 10.9734/cjast/2019/-
v38i630447

Darmayasa, I. & Oka, 1. (2016). A Study on Inhibitory Effect of Trichoderma sp.
TKD on Aspergillus flavus FNCC6109 and Its Molecular Identification. Interna-
tional Journal of Pure and Applied Bioscience, 4(2): 103—110. doi: http://dx.-
doi.org/10.18782/2320-7051.2254

Fisher, M.C., Henk, D.A., Briggs, C.J., Brownstein, J.S., Madoff, L.M., McCraw
S.L., Gurr, S.J. (2012). Emerging fungal threats to animal, plant and ecosystem
health. Nature. 484:186—194. https://doi.org/10.1038/nature10947

Fisher, M.C., Hawkins, N.J., Sanglard, D., Gurr, S.J. (2018). Worldwide emergen-
ce of resistance to antifungal drugs challenges human health and food security.
Science, 360: 739-742. DOI: 10.1126/science.aap7999

Hawksworth, D., Lucking, R. (2017). Fungal diversity revisited: 2.2 to 3.8 million
species. Microbiology Spectrum Journal, 5(4). DOI: 10.1128/microbiolspec.-
FUNK-0052-2016

Hermosa, R., Belén-Rubio, M., Cardoza, R.E., Nicolas, E., Monte, E., Gutiérrez, S.
(2013). The contribution of Trichoderma to balancing the costsof plant growth and
defense. International Microbiology, 16: 69-80. DOI: 10.2436/20.1501.01.181

Hou, Q., Kolodkin-Gal, 1. (2020). Harvesting the complex pathways of antibiotic

production and resistance of soil bacilli for optimizing plant microbiome. FEMS
Microbiology. And Ecology, 96:142. DOI: 10.1093/femsec/fiaal42



ICA. (2012). Manejo Fitosanitario del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).
Medidas para la temporada invernal. 40p. Recuperado de https://www.ica.gov.co/-
getattachment/c01fa43b-cf48-497a-aa7f-51e6da3{7¢96/-

Lopez-Ferrer, U.C., Brito-Vega, H., Lopez-Morales, D., Salaya-Dominguez, J. M.,
Gomez-Méndez, E. (2017). Papel de Trichoderma en los sistemas agroforesta-
les-Cacaotal como un agente antagoénico. Tropical and Subtropical Agroecosys-
tems, 20  (1):91-100. Recuperado  de  https://www.redalyc.org/pd-
/939/93950595003.pdf

Mejia, L.C., Rojas, E.I., Maynard, Z., Van Bael, S., Arnold, S.E., Hebbar, P.,
Samuels, G.J., Robbins, N., Herre, E.A. (2008). Endophytic fungi as biocontrol
agents of Theobroma cacao pathogens. Biological Control. 46(1): 4-14. https://-
doi.org/10.1016/j.biocontrol.2008.01.012

Osorio A.C., Triana, A.V., Jiménez, L.A., Ramirez., C.A. Identificacion de hongos
endofitos presentes en mazorcas de Theobroma cacao de los municipios de Maceo
y San Pedro de Urabd, Antioquia. Recuperado de https://bibliotecadigi-
t al . uwd e a . e d u . c o/ b i1 t s -
tream/10495/23969/1/TrianaAndrea 2021 HongosEnd%C3%B3fitosCacao.pdf

Rojas, S.A., Villa, J.A. (2016). Evaluacion de Trichoderma spp como Control
Bioldgico en una Plantacion a Pequefia Escala de Cacao.Journal of Agriculture and
Animal Sciencies. 5:2. Recuperado de http://repository.unilasallista.edu.co/dspa-

ce/bitstream/10567/1835/1/1183-4059-1-PB.pdf

Santos, A., Garcia, M., Cotes, A.M., Villamizar, L. (2013). Efecto de la formula-
cion sobre la vida util de bioplaguicidas a base de dos aislamientos colombianos de
Trichoderma koningiopsis Th003 'y Trichoderma asperellum Th034. Revista
Iberoamericana de Micologia, 29(3):150-156. DOI: 10.1016/j.riam.2011.11.002

Seng, J., Herrera, J., Vaughan, C.S., McCoy, M.B. (2014). Use of Trichoderma
fungi in spray solutions to reduce Moniliophthora roreri infection of Theobroma
cacao fruits in Northeastern Costa Rica. Revista de Biologia Tropical, 62 (3):
899-907. Recuperado de https://www.scielo.sa.cr/pdf/rbt/v62n3/a06v62n3.pdf

Simamora, A., Mayavira, S.V., Hahuly. V., Julinda, B.D. (2021). Endophytic fungi
as potential biocontrol agents of Phytophthora palmivora in the cocoa plant. Biodi-
versitas, 22 (5): 2601-2609. DOI https://doi.org/10.13057/biodiv/d220519

Syed-Ab-Rahman, S.F., Chua, E.T. & Schenk, P.M. (2021). Characterisation and
isolation of bioactive compounds of anti-oomycete bacterial isolates inhibiting the
growth of Phytophthora capsici. Australasian Plant Pathology, 50, 651-659.
https://doi.org/10.1007/s13313-021-00806-z



Szekeres, A., Leigeb, B., Kredics, L., Manczinger, L., Vagvolgy, C. (2006). A
Novel, 1mage analysis based method for the evaluation of in vitro antagonism.
Journal of Microbiological Methods. 65 (3): 619-622. Recuperado de http://publi-
catio.bibl.u-szeged.hu/id/eprint/358

Villamizar, R., Ortiz, O., Escobar, J.W. (2017). Symbiotic and endophytic fungi as
biocontrols against cocoa (Theobroma cacao L.) phytopathogens. Summa Phyto-
pathologica, 43 (2):87-93. https://doi.org/10.1590/0100-5405/2175

Villamizar, R.A., Osma, J.F., Ortiz, O.0. (2019). Regional evaluation of fungal

Pathogen incidence in colombian cocoa crops. Agriculture. 9(3): 1-11. https://-
doi.org/10.3390/agriculture9030044






Control biolégico de Moniliophthora
roreri-y Phytophthora palmivora
a través de aceites esenciales. .




) j \ GRUPO DE INVESTIGACION EN

=~ NANOTECNOLOGIA
Y GESTION SOSTENIBLE



CAPITULO 1V

Control biologico de Moniliophthora
roreri y Phytophthora palmivora

a través de aceites esenciales

Raquel Amanda Villamizar Gallardo

Grupo de Investigacion en Nanotecnologia y Gestion Sostenible
Universidad de Pamplona, campus Ciicuta, Norte de Santander, Colombia.

1. Introduccion

La necesidad de disminuir el control quimico en la agricultura, ha aumenta-
do el interés por el uso de métodos verdes que sean efectivos, pero a la vez
amigables con el ambiente. Uno de estos, se basa en la utilizacion de aceites
esenciales (AEs), definido por la Organizacion Internacional para la Estan-
darizacion (ISO 9235:2013), como “Producto oloroso, generalmente de
composicion compleja, obtenido a partir de una materia prima vegetal
definido botanicamente, por destilacion con vapor, por destilacion seca, o
por un proceso mecdnico apropiado sin calentamiento. Los aceites esencia-
les normalmente se separan de la fase acuosa mediante un proceso fisico
que no afecta significativamente a su composicion.”

Quimicamente son una compleja mezcla de compuestos polares y no
polares. Dentro de su composicion contienen terpenos (monoterpenos Cio y
sesquiterpenos Cis), compuestos aromaticos (aldehido, alcohol, fenol, y
derivados de metoxi) y terpenoides (isoprenoides). La mayoria de los AEs



contienen monoterpenos y sesquiterpenos, los cuales son CioHis y CisHza,
respectivamente. En menor cantidad se encuentra la presencia de diterpe-
nos, triterpenos y tetraterpenos (Tongnuanchan P & Benjakul S. 2014).

En el caso especifico de aquellos aplicados en la agricultura, se ha repor-
tado que pueden actuar como bactericidas, virucidas, antiparasitarios, insec-
ticidas y/o fungicidas (Santamarta and Aldavero, 2020). Su uso como
protector frente al ataque de hongos patogenos ha sido ampliamente investi-
gado (Ibanez and Blazquez, 2021; Ebani and Mancianti, 2020; Karpinski,
2020; Elshafie and Camele, 2017; Lozada et al., 2012). La actividad
antifingica de los AEs se atribuye a la relacion de terpernos/terpenoides los
cuales, debido a su naturaleza altamente lipofilica y su bajo peso molecular,
son capaces de causar disrupcion de la membrana celular, produciendo la
muerte o inhibiendo la esporulacion y germinacion de las esporas fingicas
(Nazzaro et al.,2017). En la tabla 1 se presentan algunos trabajos desarrolla-
dos por investigadores alrededor del mundo sobre la utilizacion de diferen-
tes AEs en sistemas agricolas de cacao.

Tabla 1

Estudios sobre el uso de aceites esenciales con propiedades antifiingicas sobre patogenos del
cultivo de cacao

Aceite esencial CMI % inhibicion Patégeno Referencia
Cinnamomum CMlos 100
verum 172.1 pL/L
- CMlos
Lippia alba 53,866 pL/L 100
Origanum CMlos 100
vualgare L. 262.4 uL/L . . Gomez-Lopez
Moniliopthora roreri etal (20f0)
Schinus molle L 1 6?1;/[;9]54/[4 100 i
Syzygium CMlIss 100
aromaticum 167.4 uL/L
Thymus CMlIos
vulgaris L. 107.6 pL/L 100
Cymbopogon citratus, | 3 o1 1 Phytophthora palmivora Coulibaly K
Oui Vissi y I /4 P
mmgatiomny | S © Fhophihoramegakarys tal, 3021
Cymbopogon 95 Moniliophthora roreri | v, uasccl'?é‘-/%l;é,lacho
vt iy 500 puL/mL uerrini, Radice,
24 Phytophthora sp & Chiurato, 2016

Fuente: Equipo investigador



De acuerdo a los antecedentes presentados anteriormente, se puede
evidenciar que los AEs se perfilan como una estrategia eco-sostenible que
podria reemplazar a los fungicidas convencionales, con tasas de inhibicion
del crecimiento fingico de hasta el 100 %. Para nuestro conocimiento, en la
region de Norte de Santander no existen publicaciones sobre el uso de estos
compuestos naturales en el control bioldgico de patdogenos del cacao especi-
ficamente. Por tanto, a través de este estudio se aborda el uso de estas solu-
ciones oleosas, como estrategia eco-amigable para el control in vitro del
crecimiento de Moniliopthora roreri y Phytophthora palmivora, patdogenos
que afectan el cultivo de de cacao en algunas zonas de la region.

2. Metodologia
2.1. Obtencion de los hongos patégenos

Moniliophthora roreri'y Phytophtora palmivora fueron provistos por el
Laboratorio de Nanotecnologia y Gestion Sostenible de la Universidad de
Pamplona, quienes reportaron su aislamiento e identificacion a partir de
mazorcas de cacao enfermas, provenientes de diferentes fincas cacaoteras
del departamento Norte de Santander (Villamizar R ef al., 2019).

2.2. Obtencion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales fueron proporcionados por la empresa PROMI-
TEC “Soluciones Biotecnologicas Naturales que brindan bienestar y salud”
ubicada en la ciudad de Bucaramanga. El proceso de obtencion de los
mismos estd basado en procesos de hidro-destilacion de semillas, hojas y/o
flores de plantas aromadticas. En la tabla 2 se relacionan los quimiotipos de
los aceites empleados. Se ha asignado una letra a cada uno, a efectos de
proteccion intelectual por busqueda de patente del producto.



Tabla 2
Quimiotipos de los aceites esenciales empleados

Caodigo Componentes principales Clase de actividad
AE-01 Timol y carvacrol General
AE-02 Piperitona Geranial, neral General
AE-03 Eugenol, acetil eugenol, General

beta-cariofileno y vainillina.

_ : : Amplio espectro de
AE-04 Geraniol, farnesol, citronel bacten}:e)ls y hongos, virus
AE-05 Anetol, estragol Bacterias, levaduras

y hongos.

Fuente: Equipo investigador

2.3. Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales

Se empleo la técnica de macro dilucion en agar reportada por Ponce y
colaboradores (Ponce et al., 2003) con algunas modificaciones. Se prepara-
ron 100 mL de agar malta (modificado con corteza de cacao), al cual se le
adicion6 cada uno de los aceites a diferentes concentraciones (1000 pg/mL
hasta 200 ug/mL.) Las concentraciones fueron ajustadas en funcion del tipo
de aceite. El medio fue plaqueado en cajas de Petri y seguidamente se reali-
z06 inoculacion por puncion directa de los diferentes patogenos (M. roreri'y
P. palmivora) con 14 dias de incubacién a 25 °C. Durante este periodo de
tiempo se determino el crecimiento de cada patdogeno de acuerdo al control.
Cada ensayo se realizd por quintuplicado. La concentracion minima fungi-
cida (CMI) fue tomada como aquella capaz de inhibir completamente el
desarrollo fingico sobre el medio de cultivo (Ponce et al., 2003).

3. Resultados

Se pudo comprobar que empleando el AE-01 fue posible inhibir el 100 %
del crecimiento fungico a una CMI de 800 pg/mL tanto para M. roreri como
para P. palmivora (Figura 1).



Figura 1

Concentraciones minimas inhibitorias de AE-01 frente a M. roreri y P. palmivora

CONTROL M. roreri

1000pg/mL 800ug/mL 600ug/mL  400pg/mL 200 ug/mL

CONTROL P. ,—:aln_livora )

'mL 800 pg/mL 600pg/mL  400ug/mL 200 pg/mL

Tratamiento AE-01

Fuente: Equipo investigador

En cuanto a la inhibicion del AE-02, se evidencié un comportamiento
similar a AE-01, siendo igual su CMI de 800 ug/mL (Figura 2).

Figura 2

Concentraciones minimas inhibitorias de AE-02 frente a M. roreri y P. palmivora

CONTROL M. roreri

1000 ug/mL 800 ug/mL 600 pg/mL  400ug/mL 200 pg/mL

CONTROL P palmivora

1000 ug/mL 800 pug/mL 600 pg/mL  400pg/mL 200 pg/mL

Tratamiento AE-02

Fuente: Equipo investigador



En la figura 3, se logra observar que el AE-03 produjo cambios en la coni-
diacion (mas escasa), produciendo despigmentacion y una ligera reduccion
y/o aumento en la velocidad de crecimiento con respecto al control.

Figura 3
Concentraciones minimas inhibitorias de AE-03 frente a M. roreri y P. palmivora

coNTROL. s

1000 pg/ml 800pg/ml 600 pg/mlL  400pg/mL 200 ppfmlL

CMF = NO SE
PRESENTA

P. palmivora

O 1000pg/ml  800ps/ml 600 pg/ml  400pgiml 200 ps/mL

CMF = NO SE
PRESENTA

Tratamiento AE-03

Fuente: Equipo investigador

En los resultados obtenidos con el tratamiento AE-04 se logra apreciar
que el crecimiento de M. roreri es inhibido en una CMI de 600 pg/mL mien-
tras que para P. palmivora se requirié una CMI de 400 pg/mL (Figura 4).

Figura 4

Concentraciones minimas inhibitoria de AE-04 frente a M. roreri y P. palmivora

CONTROL M. roreri
1000pg/ml  B0Dps/ml  G00pg/ml 400 pg/ml  200pefml

CONTROL | P palmivora

1000pg/ml  800pg/ml  600pgfml  400pg/ml  200pz/ml

Tratamiento AE-04

Fuente: Equipo investigador



En la figura 5 se logra observar el efecto anti fungico del AE-05 para M.
roreriy P. palmivora. Se logro determinar que empleando una CMI de 400
ug/mL del AE es suficiente para generar un inhibir el crecimiento de los dos
patogenos.

Figura 5
Concentraciones minimas inhibitorias de AE-05 frente a M. roreri y P. palmivora

CONTROL M. roreri

1000ug /L 800 ugfmL 600 ug/ml 400ug/mlL 200 ug/mL

CONTROL P. paimivora

O 1000ug/mlL  BOOpg/ml 60O pg/mi 400 pgfml 200 pgfml

Fuente: Equipo investigador

Tratamiento AE-05

4. Discusion

El efecto inhibitorio de los AEs depende de su composicion y concentra-
cion. Asi mismo, el tipo de patégeno también influencia la accion de los
AEs ya que estos pueden exhibir caracteristicas especificas de resistencia
y/o susceptibilidad, frente a los diferentes compuestos presentes en la solu-
cion oleosa. En el caso de AE-01, cuyos quimiotipos principales fueron el
timol y carvacrol, se observé un efecto inbitorio del 100 % del crecimiento
fingico a 800 pg/mL. La literatura reporta que compuestos como el carva-
col, timol han demostrado una total inhibicion del crecimiento micelial a
diferentes concentraciones. El timol altera la permeabilidad de la membrana
celular, asi como la formacion de tubos germinales, estructuras indispensa-
bles en los hongos para el inicio de la infeccidén en los tejidos vegetales.
Ademas, es un potencial inhibidor de la pectin-metil-esterasa, enzima que
modifica el grado de metil-esterificacion de las pectinas, los cuales son los



principales componentes de las paredes celulares de los hongos, lo que
provoca cambios en la adhesion celular, y la plasticidad (Stashenko, E. et
al., 2014). Numpaque MA y colaboradores consideran que el carvacrol
(isébmero del timol) puede ejercer una actividad como intercambiador de
protones, al reducir el gradiente de pH a través de la membrana citoplasma-
tica, lo que ocasiona un colapso en la fuerza motriz de protones y la muerte
celular (Numpaque MA ef al., 2011). Lozada et al. reportaron que al usar
aceites esenciales de Aloysia citriodora Palau (800 pg/mL), L. origanoides
Kunth (1000 pg/mL) y L. alba (200 pg/mL), cuyos quimiotipos son simila-
res a los mencionados anteriormente, se presentaba un efecto fungicida
sobre el crecimiento y germinacion de M. roreri (Lozada et al., 2014).
Gomez-Lopez et al., demostraron también que aceites provenientes de O.
vulgare, S. aromaticum, T. vulgaris y C. verum inhibieron el crecimiento
total de M. roreri a partir de 500 pL/L en medio de cultivo PDA (Go-
mez-Lopez A et al.,2020).

El AE-02, cuya composicion se basa en piperitona geranial y neral mos-
traron resultados que coinciden ligeramente con Lozada y colaboradores,
quienes obtuvieron inhibicion de 53.43 % para M. roreri, empleando Acei-
tes Esenciales con el mismo quimiotipo, y la misma concentracion (Lozada
et al., 2012). Por su parte, el AE-03, cuyos quimiotipos mayoritarios son
eugenol, acetil eugenol, beta-cariofileno y vainillina, exhibieron un com-
portamiento diferente al reportado por Hassani y colaboradores, quienes
emplearon estos quimiotipos y otros, para controlar el crecimiento de M.
fructicola y B. cinerea, logrando que a una concentracion de 600 pg/mL se
inhibiera el crecimiento de los dos patdgenos durante almacenamiento
post-cosecha.

El AE-04 es un aceite basado en geraniol, farnesol, citronel que proviene
de una hierba perenne, ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales. Pandey y colaboradores, realizaron el tamizaje de 11 tipos de
aceites contra el hongo micotoxigénico Aspergillus flavus, demostrando que
aquellos aceites que contenian genarial y neral exhibieron efecto fungistati-
co y fungicida en concentraciones de 0,14 uL/mLy 0,28 uL/mL, respectiva-
mente (Pandey et al., 2016). Finalmente, el AE-05 cuyos quimiotipos son el
anetol y estragol, exhibieron un efecto similar al reportado por



Nascimiento y colaboradores, quienes encontraron la inhibicion del creci-
miento total del micelio de F. solani f. sp. Glycines. No obstante, las concen-
traciones empleadas por estos investigadores fueron inferiores (6 pL/mL)
(Nascimiento et al., 2016), a las reportadas en este estudio, contra M. roreri
y P. palmivora (400 pg/mL). Las diferencias obtenidas se pueden atribuir al
tipo de microorganismo y al origen de la planta de donde se obtuvo el aceite,
que de acuerdo a la literatura puede inferir en la concentracioén del quimioti-
po y, por tanto, es su accion inhibitoria.

5. Conclusiones

Se logro evaluar el efecto inhibitorio de 5 aceites esenciales sobre dos
hongos patogenos primarios del cultivo de cacao y se pudo comprobar que
aquellos cuyos quimiotipos se basan en timol, carvacrol, p —cimeno y estra-
gol, logran inhibir exitosamente el crecimiento fingico, siendo consistente
con resultados reportados por otros investigadores. Esto permitié identificar
una alternativa altamente efectiva y eco-amigable que puede aplicarse in
situ como método de control biologico en cultivos de cacao infestados por
moniliasis y mazorca negra, en el departamento Norte de Santander.
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1. Introduccion

La nanotecnologia se ha posicionado desde comienzos del presente siglo,
como una de las tecnologias emergentes estratégicas para hacer frente a los
desafios en materia de energia, agricultura, ambiente, salud y desarrollo
industrial en general. Desde que se implementaron las iniciativas nacionales
para trazar la hoja de ruta en inversion, formacion y desarrollo cientifico y
tecnologico en Nanotecnologia, el camino recorrido hasta ahora ha mostra-
do una trayectoria de transito por un elevado pico de expectativas y en algu-
nos casos limitados avances en seleccion y adopcion (Gonzélez, 2021).
Especificamente en el contexto de la actividad agricola, la oferta de posibili-
dades que ofrecen las tecnologias nanoescalares emergentes ha abierto un
amplio espectro de potenciales aplicaciones, las cuales prometen mejorar
sustancialmente la produccion y seguridad alimentaria.



Para contextualizar el papel de la nanotecnologia en el sector agricola y
especificamente en la produccion del cacao, se hace necesario establecer los
aspectos en torno a los cuales se valoran los aportes de esta tecnologia emer-
gente. Una de las problematicas en las que resulta relevante el aprovecha-
miento de las capacidades que ofrece la tecnologia nanoescalar es el relacio-
nado con la contaminacion de suelos, agua y aire, producida por via natural
o antropica. Este aspecto afecta drasticamente la calidad de los productos
agricolas, tanto en fase de cultivo como en posteriores etapas de procesa-
miento. Entre los principales contaminantes que se incorporan en la cadena
alimentaria, se destacan los metales pesados y metaloides, que, por su toxi-
cidad, comprometen la inocuidad alimentaria y en consecuencia la salud de
los seres humanos expuestos.

En este capitulo se presenta el potencial impacto de la tecnologia nanoes-
calar para afrontar el problema de contaminacion del cacao por metales
pesados, especificamente el cadmio (Cd) y el plomo (Pb). Se orienta la
oferta nanotecnoldgica para monitoreo y medicion, asi como las contribu-
ciones a la fertilizacion controlada. Estos avances permitiran abrir escena-
rios de mitigacion y remediacion a la contaminacion causada por la exposi-
cion de los cultivos de cacao a metales pesados y metaloides.

2. Metales pesados en cultivo de cacao

En lo que se refiere a la produccion agricola del cacao y productos deriva-
dos, la contaminacion por metales pesados que afecta la cadena de valor de
los cultivos, exige la implementacion de estrategias de gestion y recursos
tecnoldgicos de deteccion y medicion. Entre los metales pesados y metaloi-
des que forman parte de ranking de contaminantes peligrosos no esenciales
para el metabolismo se destacan: mercurio (Hg), cromo (Cr), Cd, Pb, arséni-
co (As). La tabla 1 muestra algunos de los valores reportados en diferentes
paises del mundo, de concentraciones de metales pesados en granos de
cacao y productos derivados.



Tabla 1

Concentraciones de metales pesados y metaloide en cacao reportada en diferentes paises

Contaminante Pais Concentracion (mg kg ') Referencia
Hoj 4 .
. ojas 0.43 Aguirre,
Cd Colombia Granos 0.67 et al., (2020)
Frutos 0.5
cd Ecuad G 0.02-3 Chavez
cuadaor ranos VUZ- et al., (2015)
Cacao/Chocolate
Cd Comercial 0.04-3.15
USA Abt, et al.,
cd Cacao/Chocolate <LOD-0.38 (2018)
Comercial
Huamani
o Perd Granos 1.55 etal., (2012)
Granos 0.2-12.56 Zug et al. (2019)
Cd Honduras Granos 1.1 et?;in(glgil 8)
Cd Chocol . 0.001-2.73 Dhi
- . ocolate comercia 1ya
Ni India (diferentes marcas) 0.41-8.29 et al., (2005)
Pb 0.049-8.04
Trinidad .. Ramtahal
Pb %g;)aagoy Tejidos de cacao 0.54-5.21 etal., (2016)
Cd 0.05
Pb Indonesia Granos 0.10 Assa
As 0.01 etal., (2018)
Hg 0.005
P Chocolate Rankin
Pb Nigeria comercial 0.23 et al., (2005)
: Chocolate i Villa
Pb Brasil comercial 0.021-0.138 etal., (2014)
. Chocolate Kataoka
Cd Japon comercial 23 etal., (2018)
Granos 0.01
As Malasia Muestras de Moharmed
chocolate 0.02 et al, (2020)

Fuente: Equipo investigador

De otra parte, las rigurosas regulaciones para la comercializacion de
cacao y sus derivados impuestas en los paises importadores, obligan a los
agricultores y productores a monitorear la presencia de estos metales tanto
en cultivos como en productos derivados. Se requiere ademas el uso de
tecnologias que permitan mitigar y remediar las fuentes causales de exposi-
cion en los cultivos.




Figura 2

Productividad cientifica en contaminacion de cd 'y pb en cacao y sus productos derivados para la
ventana de vigilancia comprendida entre el aiio 2000 y 2020
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Fuente: Equipo investigador

De los metales pesados, el Cd y Pb han sido dos de los contaminantes del
cacao de mayor monitoreo, medicion e investigacion. La figura 2 muestra la
productividad cientifica en contaminacion causada por Cd y Pb en cultivos
de cacao y subproductos, para la ventada de vigilancia entre 2000 y 2020.
Desde la segunda década del presente siglo, la tasa aproximada de creci-
miento en publicaciones para estos dos metales ha alcanzado los 10 articu-
los/afo.
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3. Contaminacion del cacao por Cd y Pb

El Cd y Pb son considerados los principales agentes de contaminacién en
cultivos de cacao. La absorcion de estos metales depende, entre otros aspec-
tos, de la textura del suelo, pH, potencial redox, presencia de carbonatos,
capacidad de intercambio catidnico/anionico, contenido de materia organi-
ca, especiacion quimica y practicas agricolas (Song, ef al., 2015).

Ya que el cacao se clasifica como acumulador de cadmio, este aspecto
compromete seriamente la inocuidad alimentaria de los productos prove-
nientes de este valioso recurso alimenticio con potencial bioacumulaciéon en
el cuerpo humano, donde este metal se mantiene con un tiempo de vida
media superior a los 10 afios. El Cd puede encontrarse en el aire atmosférico
debido a emisiones producidas, entre otras fuentes, por quema de carbon,
que produce potencial contaminacion del suelo de cultivo y aguas expuestas
por deposicion aérea. Igualmente, contribuyen con esta contaminacion los
fertilizantes fosfatados' y algunos abonos provenientes de excreta animal.
En forma natural, el Cd se encuentra en suelos en concentraciones inferiores
a 1 mg kg'. Estas potenciales causales hacen que las plantaciones de cacao
puedan estar expuestas a niveles de contaminacién con un alto perfil de
riesgo.

En cuanto a la variabilidad de niveles de Cd en funcion de la ubicacion
geografica, se han reportado las mas bajas concentraciones para el oeste de
Africa, y el mayor valor en Sur América, incluyendo los productos origina-
rios de esta region (Abt et al., 2018). La ruta de ingreso del cd a la planta de
cacao, que depende del genotipo, edad de la planta y tipo de nutrientes
disponibles inicia en la raiz, avanza a los tejidos, alcanza las hojas via
xilema y finalmente a los frutos a través del liber.

Aunque resulta de interés y urgencia mitigar el problema del cd en el
cacao, alin no se cuenta con suficiente informacion que permita comprender

1 Fertilizantes manufacturados a partir de roca fosforica puede contener hasta 400 mg
kg™ de Cd.
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la fenomenologia involucrada con movilidad e internalizacion de este metal
en las plantas. En Wade ef al., (2022), a partir de un estudio de vigilancia
cientifico-tecnoldgica realizada en octubre 20 de 2020, se reporta el nlimero
de estudios realizados que contienen informacion sobre Cd disponible en el
el suelo, total en el suelo, en hojas y en granos. Se identificaron 1113 regis-
tros con 457 articulos para evaluar los requisitos de elegibilidad. Finalmen-
te, se seleccionaron 31 estudios con datos utilizables con un total de 2127
observaciones totales de 10 paises. Se concluye que existen brechas de datos
geograficos y metodoldgicos que pueden ser mejorados a futuro. Ademas,
se recomienda tener en cuenta el Cd del subsuelo, el cual puede contribuir
con la absorcion del cacao de este metal. De otra parte, se destaca el papel
de la acidez del suelo como un factor de solubilidad del Cd, lo cual acentta
la movilidad hacia la planta de cacao y su bioacumulacién en hojas y granos.
Se acenttia el hecho que con incrementos del pH>6.0, se hace posible redu-
cir el Cd en los granos, lo que puede lograrse con incorporacion de cal al
suelo de cultivo.

Para mitigar en regiones de Latinoamérica la contaminacion por Cd del
cacao y sus productos, Ecuador, Colombia y Costa Rica han creado la plata-
forma Multiagencial de Cacao para América Latina y el Caribe, orientada a
coordinar actividades de gestion agrondmica, calidad, normatividad, gober-
nanza y gestion del conocimiento. Dentro de uno de los aspectos relevantes
en el componente de calidad y seguridad, se propende por la “incorporacién
y estandarizacion de metodologias de medicion para generar mapas y tecno-
logias de reduccion”. Para hacer realidad esta opcion, se hace necesario
contar con herramientas instrumentales y procesos de monitoreo y medicion
con capacidad de actuacion en red en tiempo y lugar. Este monitoreo y
medicion debe ser realizada en suelo y agua, ambientes causales de la movi-
lidad del Cd a las plantas de cacao.

Otro de los metales pesados que afectan la calidad e inocuidad del cacao,
es el plomo. Este elemento puede encontrase en forma natural en suelos en
concentraciones en el rango de 2-200 mg kg™' (Mounicou et al., 2002) y
puede incrementarse por via antropica. Una de las fuentes de contaminacion
proviene de tetraetilo de plomo presente en la gasolina, el cual ha sido utili-
zado en algunos paises productores de cacao. Sin embargo, en el afio 2021
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el Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente anuncio la erradi-
cacion de la gasolina con plomo, lo que va a producir un efecto de mitiga-
cion importante en la contaminacion del cacao por Pb.

4. Nanotecnologia para contribuir
a la fertilizacion del cacao

La fertilizacion de cultivos de cacao, requiere de una evaluacion previa de
las condiciones naturales del suelo y requerimientos foliares, que permita
valorar los niveles necesarios de fertilizante que deban ser aplicados. El
suelo después de cada cosecha —principal e intermedia-, se empobrece en
nutrientes y en capacidad de suministrar las condiciones suficientes para
mantener el nivel de productividad requerido®. Este empobrecimiento del
suelo en fertilizacion, que se acentia durante los primeros 5 afios (figura 3)
hace necesario la utilizacion de fertilizantes organicos y quimicos, con dosi-
ficaciones que dependen, entre otros aspectos, de los resultados de analisis
de suelos. La disponibilidad de estos fertilizantes aplicados, se reduce
debido a escorrentia y otros factores ambientales. Algunas estimaciones
indican pérdidas entre el 40% y 70% de nitrogeno (N), 80% y 90% de fosfo-
ro (P) y 50% y 70% de potasio (K), elementos que configuran el coctel NPK
(Duhan ef al., 2017). Ademas, una inadecuada dosificacion de estos com-
puestos posibilita la degeneracion del suelo y potenciales efectos adversos
debido a niveles de reactividad, causales de toxicidad a la microfauna, a las
plantas dosificadas y contaminacion de ambientes hidricos.

2 De acuerdo a lo reportado en Borrero (2009), para produccion de 1000 kg de semillas
de cacao, se extrae del suelo valores cercanos a 44 kg de N, 10 kg de P-Os y 77 kg de
K-0. Si se hiciera re-uso de las cascaras y residuos de las mazorcas (fragmentadas en el
mismo lugar de cultivo) para fertilizacion, se reciclarian 2 kg de N, 5 kg de P-Os y 24
kg de K20O. Esta diferencia entre el consumo de nutrientes por cosecha y el retorno por
residuos, causa un importante deterioro de capacidad nutricional en el suelo.
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Figura 3

Nutrientes absorbidos en kg ha-1 de plantaciones de cacao en funcion de la edad de las
plantas
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Nota. Se hace notoria la elevada tasa de absorcion durante los primeros 5 afios, aspecto que
propone acciones para un monitoreo frecuente de concentraciones de nutrientes disponibles
en suelo, para una dptima dosificacion. Fuente: Grafica elaborada a partir datos reportados
en (INPOFOS, 2007).

Para administrar de manera precisa la dosificacion de fertilizantes aplica-
dos en tiempo y lugar, se requiere:
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« Informacion nutricional del suelo para determinar los valores 6ptimos
requeridos que deben ser aplicados®. En general, cuando estos analisis
de nutrientes en suelo no pueden ser realizados in sifu, se hace necesa-
ria la recoleccion de muestras y transporte a laboratorios especializa-
dos, lo que conlleva costos, demoras e imposibilidad para monitoreo
continuo. Aunque ya existen en el mercado ofertas de instrumentacion
para censar in situ concentraciones de NKP en suelo, con resoluciones
cercanas a 1 mg kg-' y precision de £2%F.S., alin se requiere mejorar
la implementacion de sistemas de menor costo, mayor sensibilidad y
capacidades para monitoreo continuo en red.

*  Mejorar la estabilidad y la cinética de liberacion sostenida de los ferti-
lizantes aplicados. Tanto la estabilidad como control en la liberacion,
se puede alcanzar con nanorecubrimientos con capacidad de favorecer
la reduccion de la velocidad de liberacion. Esta linea estratégica de
oferta para fertilizacion controlada ha tomado el nombre de nanoferti-
lizacion.

5. Nanofertilizantes

De una deficiencia o sobreexposicion se derivan problemas en el crecimien-
to y desarrollo de las plantas. En cuanto a prevencion y mitigacion, para
controlar el aumento de concentracion de metales y metaloides en suelos
propiciada, en algunos casos, por el uso fertilizantes y plaguicidas; una de
las opciones que se estdn consolidando es el desarrollo de productos para
fertilizacion y control de plagas con capacidad de liberacion controlada vy,
cuando se requiera, ralentizacion en la velocidad de entrega.

El encapsulamiento con el uso de nanorecubrimientos se configura como
una alternativa de gran valor para liberacion controlada y sostenida. En un
primer tipo de morfologia, el fertilizante ocupa el core de la capsula mien-

3 Algunos de los criterios que se tienen en cuenta para dosificar la fertilizacion: 1) medi-
cion del nivel de nutrientes, iii) eficiencia en la movilidad de los fertilizantes del
producto aplicado, iii) cantidades de fertilizante extraidos por las plantas.
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tras que un segundo material, generalmente polimérico, se dispone como
revestimiento o shell en varias capas (figura 4a). En Tomaszewska et al.,
(2006) se reporta encapsulacion de fertilizante granulado recubierto con
Polisulfona. En funciéon del nimero de capas se logré una reduccion en la
velocidad de liberacion del fertilizante en un 25%.

Otra de las morfologias que estan siendo desarrolladas para nanoencap-
sulacion, es el uso de una matriz en la que se dispersa en forma homogénea
el fertilizante formando una estructura multicore, tal como lo indica la
figura 4b. Aprovechando las excepcionales propiedades eléctricas, bacteri-
cidas, de biodegrabilidad y absorcion que exhibe el Quitosano, ya se han
confeccionado nanoparticulas esféricas de 78 nm de didmetro con excelen-
tes resultados de estabilidad, coexistencia y lenta liberacion del NPK
(Corradi ni et al., 2010). Se impide con este tipo de nanofertilizantes las
pérdidas de nutrientes y se controla la interaccion con el entorno, principal-
mente durante el periodo de mayor tasa de absorcion con entrega de cada
componente del coctel NPK, en la proporcion requerida, de acuerdo con lo
indicado en la figura 3.

Figura 4
Clasificacion de las nanocdpsulas en funcion de la morfologia

Fertilizante

M anore cubrimiento

b)

Fertilizante

Matriz

50 nm

Fuente: Equipo investigador
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a) Encapsulamiento tipo monocore o core-shell, en la que el fertilizante conforma el
core de la capsula y un nanorecubrimiento controla y sostiene la entrega; b) El fertili-
zante es distribuido en forma homogénea en una matriz que controla y sostiene la entre-
ga. Se muestran fotografias tomadas con microscopio electronico de las dos configura-
ciones mencionadas, reproducidas con permiso de nanoCiTec.

6. Potencial impacto de la nanotecnologia
para monitoreo y remediacion

El monitoreo de contaminantes facilita la identificacion de las fuentes origi-
narias del agente contaminante, ademas, de proporcionar informacion y
datos requeridos para investigar la movilidad, acumulacion y distribucion
en tiempo y lugar. Desde la tecnologia nanoescalar se hace posible el desa-
rrollo de sensores con suficiente precision, especificidad, operacion in situ
y portabilidad, los cuales hacen viable la implementacion de redes de moni-
toreo para deteccion y medicion. Con estas capacidades tecnologicas se
hace posible el levantamiento de mapas de presencia y concentracion de los
contaminantes de interés.

En cuanto a remediacion especificamente en aire y agua, el desarrollo de
filtros y membranas nano-estructuradas con capacidad de remocion eficien-
te y selectiva, se encuentra en una fase de adopcion para limpieza de volu-
menes limitados de agua y aire. Sin embargo, con el uso de materia prima de
origen vegetal (residuos derivados de la produccion agricola), se estdn
confeccionando propuestas de filtrado con capacidad de remocion eficiente
para volumenes que pueden ser escalados progresivamente.

En lo referente al impacto causado por plaguicidas, herbicidas, regulado-
res de crecimiento, vacunas y fertilizantes, que en algunos casos son fuente
de contaminacidn, el desarrollo de procesos y sistemas de encapsulamiento
con liberacion controlada se esta fortaleciendo como opcion de gran valor
para avanzar en la consolidacion de la agricultura de precision. La figura 5
muestra las lineas de actuacion de la nanotecnologia para afrontar la proble-
matica de contaminacion de cacao por metales pesados y metaloides.
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Figura 5

Oferta de la nanotecnologia para afrontar el problema de contaminacion de cultivos por
metales pesados y metaloides proveniente, entre otros causales, por movilidad de contami-

nantes desde el agua, suelo o aire

L Contaminacion
n
Contaminacion IZD encultwus
' =

N
[ Metales pesados, metaloides

contaminantes emergentes

Filtros y membranas
| nanoesltructuradas |

‘ Entrega controlada en
hempo y !wga'

Nanotecnologia

I Plaguicidas I
Fertilizantes

Fuente: Equipo investigador

7. Nanosensores para monitoreo y medicion

Segun lo indicado, la movilidad de contaminantes al cacao tiene su origen
en el suelo, aire o aguas contaminadas, con fuentes originarias de contami-
nacion antropicas y/o naturales. Para identificar estas fuentes y comprender
las dindmicas de movilidad se requiere monitorear y medir en suelo, agua,
aire y plantas, frutos y productos derivados la presencia de contaminantes.
Asi, para el caso del Cd y Pb en suelo, una de las metodologias utilizadas
para medicion conlleva la realizacion de los siguientes pasos metodologi-
cos: 1) recoleccion de las muestras a una determinada profundidad. Homo-
geneizacion y traslado al laboratorio. ii) Procesamiento, que incluye el
secado y molienda para obtener la granulacion apropiada. iii) Analisis
quimico, consistente en digestion de las muestras con acido nitrico y peroxi-
do de hidrégeno. iv) Posteriormente, analisis por espectrofotometria de
absorcion atomica, que genera los valores de concentracion correspondien-
tes (Rosales et al., 2021). Para la determinacion de concentraciones de Cd y
Pb en granos de cacao o productos derivados, se han validado entre otras

— 108 —



técnicas, la digestion acida asistida por microondas antes de la cuantifica-
cion por ICP-MS. Esta metodologia registra una elevada selectividad, linea-
lidad y precision aceptable. Se ha reportado el analisis de los metales pesa-
dos Cd, Hg, Sb y el metaloide As en granos de cacao, cacao en polvo y
chocolate con limites para la cuantificacion en el rango de 7,84 hasta 194.52
ug kg™ con desviacion estandar relativa por debajo del 20% (Mohamend et
al., 2020).

En general, las técnicas utilizadas para medicion de metales pesados en
suelo, agua o plantas, aunque algunas de ellas de elevada precision, presen-
tan limitaciones en portabilidad, costo, transporte y pretratamiento de mues-
tras, entre otras. Se requiere por lo tanto el desarrollo de dispositivos y
procesos para medicion in sifu, monitoreo/medicion continua, reduccion de
costos y facilidad de uso. La tecnologia de la nanoescala proporciona las
capacidades para dar cumplimiento con estos requisitos. La oferta en nano-
materiales para la confeccion de dispositivos y procesos es una de las lineas
de mayor proyeccion. Dentro de la amplia gama de nanomateriales se desta-
can, las nanoparticulas, puntos cuanticos, nanotubos de carbono y grafeno.
Aunque el estado del arte en el desarrollo de nanosensores para deteccion y
medicion de metales pesados, especificamente Cd y Pb en cacao, aun es
deficiente, se hace posible la implementacion para el cacao de las propues-
tas reportadas para otras plantas, productos agricolas, suelo, aire o agua.
Una completa descripcion de estas capacidades desde la nanotecnologia
para nanocensado en ambiente y agricultura aparece reportado en Kumar et
al., (2021).

En la figura 6 se muestra el esquema de componentes de un sensor tipico.
Esta conformado por un receptor con capacidad de detectar a través de
interacciones -generalmente por transferencias de energia- la fijacion selec-
tiva del analito de interés. En general, para fijacion y deteccion se hace uso
de agentes moleculares con capacidad de “reconocimiento” de los analitos
seleccionados para ser censados. El receptor produce una respuesta que
debe ser traducida a una senal que pueda ser amplificada y codificada en una
interfaz de lectura por parte del usuario. Dependiendo del tipo de respuesta
del receptor y accidn del transductor, los sensores pueden ser clasificados
en: electroquimicos (amperiométricos, potenciométricos y conductométri-
cos), opticos (fluorescencia, colorimétricos) y de plasmon superficial, entre
otros.
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Figura 6
Componentes de un sensor tipico para medicion de analitos de interés
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En sensores electroquimicos potenciométricos, el transductor esta confor-
mado por electrodos confeccionados en base a membranas con materiales
conductores de iones permselectivos. Para deteccion selectiva de Cd, se ha
reportado el uso de membranas de poly (vinylchloride) con (E)-2-bencili-
denhidrazinacarbotioamida sintetizada como ionoforo (Ozbek, et al.,
2020).

Para el caso de los sensores colorimétricos basados en nanoparticulas, el
transductor lo configura una dispersion coloidal de nanoparticulas de oro,
las cuales apropiadamente funcionalizadas -por ejemplo, con alcanetioles-
se facilita el reconocimiento selectivo y fijacion de los analitos de interés,
los cuales propician agregados de nanoparticulas con la consecuente varia-
cion en la coloracion del coloide (Gonzalez ef al., 2022).

La figura 7 muestra el desplazamiento del pico de resonancia de plasmon
superficial para una dispersion acuosa de nanoparticulas de oro funcionali-
zadas con 1,4-ditiotreitol (1 mM) cuando se agrega Cd” en concentracion
de 10 uM. Se indica el efecto de agregacion producido por el Cd en las
nanoparticulas de oro, asi como el cambio perceptible de color, senal que
puede ser utilizada para detectar la presencia de este metal pesado.
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Figura 7
Nanosensor colorimétrico para deteccion de Cd
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Nota. a) Corrimiento del pico de resonancia de plasmon superficial de nanoparticulas de oro funcio-
nalizadas con DDT con la adicion de Cd 2t b) Cambio de color observado por la agregacion de las
nanoparticulas coloidales. Se muestra registro en microscopia electronica de transmision antes y
después de la adicion del Cd?*. Fuente: Reproducidas con permiso de nanoCiTec. Equipo investiga-
dor
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Los sensores de plasmon superficial ocupan una posicion privilegiada en
cuanto a sensibilidad y precision. En una configuracion tipo Kretschmann,
un haz de luz laser polarizada incide a través de un prisma sobre una pelicu-
la delgada de oro funcionalizada con una monocapa molecular con capaci-
dad para reconocimiento y fijacion del agente i6nico de interés. La intensi-
dad del haz de luz reflejado de la superficie de oro depende del angulo de
reflexion de la superficie metalica de oro.

Para un cierto angulo, se produce resonancia de plasmon; fenémeno
correspondiente a una maxima oscilacion de la densidad de carga eléctrica
en la interfaz oro-ambiente de censado. El d&ngulo de resonancia depende del
indice de refraccion en dicho ambiente donde se encuentra fijado el agente
que esta siendo medido. Con este tipo de configuracion y con el uso de
1,4-ditiotreitol para funcionalizar la superficie de oro. Con el grupo de
Nanociencia de la PUJ se ha logrado un sistema auténomo y portable para
medicion de arsénico (figura 8), con registros de sensibilidad cercanos a 5
ppb (Salinas et al., 2014). Este sistema de censado puede ser utilizado para
medicion in situ de Pb y Cd en cultivos de cacao, simplemente modificando
la monocapa molecular de reconocimiento y fijacion.

Figura 8

a) Sistema autonomo y portable para medicion in situ de As que puede ser implementado
para medicion de Cd y Pb agricultura de cacao.

Fuente: (Salinas et al., 2014).
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Los nanosensores basados en agentes fluorescentes para deteccion y medi-
cion de Cd y Pb, consolidan una plataforma robusta para atender la proble-
matica del cacao. Con nanoclusters de oro funcionalizados con glutation
(GSH-AuNCs) como receptor/transductor, se hace posible la agregacion
inducida por la presencia del Pb* (que actuia como amplificador), lo que
incrementa la intensidad luminiscente de GSH-AuNCs (Ji et al., 2015).

Analisis de Pb en agua con este tipo de nanosensor, mostrd un comporta-
miento lineal, elevada selectividad y suficiente precision y sensibilidad.
Para deteccion de Cd en plantas, en Reyes et al., (2022) se reporta el desa-
rrollo de un sensor fluorescente para deteccion de Cd” en plantas de albaha-
ca. Para tal fin, se hace uso de la respuesta fluorescente de la rodamina B
con la adicion de dietilenetriamina en etanol como solvente. La eficiencia en
intensidad de fluorescencia obtenida permite deteccion in sifu del agente de
interés, en este caso Cd”. Esta propuesta de censado puede ser implementa-
da para Cd en plantas de cacao y sus frutos.

No cabe duda que la emergencia tecnoldgica nanoescalar va a jugar un
papel fundamental en la configuracion del mapa de ruta para la moderniza-
cion de la agricultura para el siglo XXI. Se hara viable a corto plazo el desa-
rrollo y disponibilidad comercial de nanosensores de bajo costo, portables y
de suficiente precision y sensibilidad, asi como una mayor apertura a las
nuevas estrategias de fertilizacion y control de plagas, basadas en nanoferti-
lizantes y nanoplaguicidas con capacidad de entrega selectiva y controlada.

Con un uso responsable de estas tecnologias disruptivas, la agricultura de

precision transitard hacia una meseta estable de productividad agricola, con
notables mejoras en la calidad y seguridad de los productos derivados.
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1. Introduccion

Desde su surgimiento, la Nanotecnologia ha aportado nuevas alternativas de
solucidn y/o mitigacion a grandes problematicas en diferentes sectores. En
este capitulo se centra la atencion especificamente en el sector agricola
cacaotero. En la actualidad, se dispone en el mercado de productos que
emplean nanomateriales para diferentes aplicaciones tales como fertilizan-
tes, biosensores, remediadores, pesticidas entre otros (Chaud et al., 2021).

Entre la diversidad de nanomateriales con actividad antifungica se desta-
can las nanoparticulas de plata (AgNP), las cuales debido a su alta relacién
de superficie-volumen, exhiben propiedades Unicas que incrementan su
reactividad y actividad bioquimica (Khan et al., 2019). Se han reportado
diversas estrategias o mecanismos de accion de las AgNPs sobre hongos
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fitopatdgenos, las cuales en su mayoria se caracterizan por causar afectacio-
nes a nivel de pared y membrana celular, dafiando los componentes intrace-
lulares, material genético y enzimas, y activando mecanismos de estrés
oxidativo (Salem & Fouda, 2021). Las alteraciones a nivel de pared celular
se producen cuando las AgNP se unen mediante interacciones electrostati-
cas a grupos cargados positivamente como glucanos, generando asi altera-
ciones morfoldgicas que permiten la salida de los componentes intracelula-
res, lo cual afecta la integridad de la célula, ocasionando la muerte. Ademas,
las AgNP también pueden influir en procesos celulares de gran importancia,
como lo es la respiracion celular, la replicacion del material genético y la
division celular (Ali et al., 2020).

En el contexto internacional, son varios los investigadores que han repor-
tado la actividad inhibitoria de AgNP, contra un amplio espectro de hongos
fitopatdgenos en el sector de la agricultura (Mansoor et al., 2021). A nivel
nacional, en busca de nuevas estrategias para el control de fitopatogenos en
cultivos de cacao, Villamizar y colaboradores, realizaron una investigacion
para evaluar la capacidad antifingica de nanoparticulas de plata obtenidas
por sintesis quimica frente a Aspergillus niger y Fusarium solanni, aislados
de cultivos de cacao en fincas del departamento Norte de Santander. Los
investigadores demostraron que estos nanomateriales tuvieron un efecto
inhibitorio contra los fitopatdgenos entre 50 ppm y 80 ppm, logrando una
reduccion y/o inhibicién en la corteza de cacao (Villamizar et al., 2017).

No obstante, el uso de AgNP obtenidas por sintesis fisica o quimica, repre-
senta un problema desde el punto de vista ambiental ya que su produccion
es altamente contaminante, ya sea por la energia que requiere o por los
subproductos que generan tras la sintesis.

En este sentido, investigadores han buscado estrategias mas amigables
con el ambiente, a través de métodos biologicos los cuales son altamente
efectivos y eco-amigables. Lateef y colaboradores, publicaron una investi-
gacion sobre la utilidad del extracto de la vaina del cacao céascara para la
sintesis de AgNP. Las particulas sintetizadas mostraron morfologia esférica,
con un tamafo que oscil6 desde 4 a 32 nm y mostraron antifungica frente a
diferentes especies de Aspergillus sp. inhibiendo completamente su creci-
miento (Lateef et al., 2016).
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En 2022 Campo y colaboradores, reportaron el uso de nanoparticulas de
plata obtenidas por sintesis biotecnoldgica a partir del hongo fitopatdogeno
Aspergillus flavus, aislado a partir de cultivos de cacao en el departamento
Norte de Santander, como agente bactericida de cepas multiresistentes de
Pseudomonas aeruginosa. Los autores demostraron que las soluciones
coloidales fueron capaces de producir dafio a nivel de membrana celular,
pared celular, ademas de generar especies reactivas del oxigeno (ROS) que
afectaron la viabilidad de la bacteria (Campo et al., 2022).

Tomando en cuenta los antecedentes previamente mencionados, se explo-
16 la posibilidad de introducir algunos principios de la economia circular
para darle un valor afiadido al enfoque Bio-Nano-Tecnologico, que se viene
empleando en nuestras investigaciones. Para tal fin, se usaron cacotas de
cacao como material bioldgico para la obtencion del agente reductor, reque-
rido para sintetizar AgNP por biorreduccion y a su vez, se evaluo la capaci-
dad inhibitoria de estos nanomateriales sobre Moniliophthora roreri, autoc-
tono del mismo cultivo.

2. Metodologia
2.1. Obtencion del hongo patogeno

Moniliophthora roreri fue provista por el Laboratorio de Nanotecnolo-
giay Gestion Sostenible de la Universidad de Pamplona, quienes reportaron
su aislamiento e identificacion a partir de mazorcas de cacao enfermas,
provenientes de diferentes fincas cacaoteras del departamento Norte de
Santander (Villamizar ef al., 2019).

2.2. Biosintesis de AgNPs usando cascara de cacao

Se empleo la metodologia de Lateef'y colaboradores con algunas modifi-
caciones. Se recolectaron frutos frescos de cacao de una finca localizada en
el municipio de Bochalema, en el departamento Norte de Santander, cuya
temperatura se encuentra en un rango de 22°C a 30°C con una media anual
de 28.6°C; precipitaciéon media anual de 1.969,6 mm que la clasifica como
bosque tropical himedo. Suelos predominantes con textura arenosa, con pH
de 4,9. Las cacotas se llevaron al laboratorio y se lavaron con detergente
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para eliminar residuos y otras sustancias extrafias. Se dividieron por la mitad
y se separd la céascara del fruto contenido en el interior. Se tomd solo la
corteza y se cortd en cuadros pequeiios, los cuales se secaron a temperatura
ambiente durante 7 dias.

Los chips de cascara se molieron hasta obtener un macerado con la ayuda
de una batidora eléctrica. Posteriormente, se pesaron 0,1 g del macerado y
se suspendieron en 10 mL de agua destilada. Luego, se calent6 la suspension
a 60 °C durante 1 h. El extracto se filtr6 usando filtro Whatman No. 1 y
después se centrifug6 a 4000 rpm. El sobrenadante fue colectada y almace-
nada a 4°C para su uso posterior. Finalmente, a 40 mL de nitrato de plata
(AgNO:s) (Sigma-Aldrich) 1 mM, se le adicion6 1 mL del extracto obtenido
en el paso anterior. La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante
algunos minutos, hasta observar un cambio en el color (Lateef, ef al., 2016).

2.3. Caracterizacion UV-Vis de las AgNPs

En un tubo Eppendorf se adicionaron 2 ml de la solucion coloidal obtenida
y fue llevado a un sonicador por 10 minutos. Seguidamente, la muestra se
introdujo en celda de cuarzo y se midi6 en espectrofotoémetro UV-Vis (Shi-
madzu) para observar el pico de absorbancia generada en un rango de longi-
tud de onda entre 350 y 700 nm. En el detector UV-VIS, la sefial medida
depende de la absorcion y dispersion de radiacion el cual, a su vez, es depen-
diente del tamafio de las nanoparticulas y de la longitud de onda de la luz.

2.4. Preparacion diluciones de las AgNPs

Se prepararon patrones de las nanoparticulas realizando diluciones hasta
tener concentraciones de 100 % - 90 % — 80 % — 70 % — 60 % — 50 %,
empleando agua destilada como solvente.

2.5. Ensayos de inhibicion con AgNPs en medios de cultivo

El ensayo in vitro se realiz6é en agar PDA modificado con extracto de

cacao, sobre el cual se adicion6é 5 mL de las AgNPs sintetizadas y se dejo
secar durante 24 h a 37 °C. Posteriormente, se depositaron en el centro de
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las cajas, discos de 8 mm de diametro conteniendo agar PDA con el creci-
miento de 8 dias del patogeno Moniliophthora roreri. Las cajas de Petri se
incubaron a 25 © C/14 dias. Como control positivo se emplearon cajas de
Petri con los respectivos medios inoculados con el patdogeno y sin la nano-
particula (Adaptada por Nasrollahi ef al., 2011). Todos los ensayos se reali-
zaron por triplicado.

2.6. Ensayos de inhibicion con AgNPs en planta

Se emplearon placas estériles con 24 pocillos con tapa TC (Cellstar,
Sigma Aldrich, EE.UU.) en cada una de las cuales se colocaron trozos
pequeios de 0.5*0.5 cm de corteza y pulpa de cacao previamente esteriliza-
dos bajo tratamiento con calor himedo (121°C/15 Ib de presion/ 20 min).
Seguidamente cada trozo fue modificado con la solucion coloidal de AgNPs
a diferentes concentraciones (100 % - 90 % — 80 % — 70 % — 60 % — 50 %,)
y se contaminaron artificialmente con 100 uL que contenian 3*10° Moni-
liophthora roreri. Las placas se incubaron a 25°C/18 dias. Como control
positivo se inocularon los trozos de cacota sélo con el patdgeno, mientras
que para el control negativo se dejaron solo los trozos de cacota con AgNP.
El efecto inhibidor fue observado macroscopicamente y se evaludé en
funcion del crecimiento o ausencia aparente del hongo sobre la corteza o la
pulpa de cacao (Villamizar et al., 2016).

3. Resultados

El extracto de la cadscara de cacao sirvié como agente para la bioreduccion
del sustrato (AgNO:s) hasta la formacion de las nanoparticulas, en un tiempo
de 50 minutos. La soluciéon coloidal se mantuvo estable sin formacion de
precipitado aparente durante al menos 25 dias (Figura 1).
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Figura 1
Sintesis de nanoparticulas de plata por biorreduccion usando extracto de cacota

0 minutos 25 minutos 50 minutos

Nota. Se evidencia el cambio de coloracion de la suspension, transcurridos 25 minutos de
reaccion de la solucion de corteza con AgNOs a una concentracion 1 mM. Fuente: Equipo
investigador

Para confirmar la reaccion colorimétrica, se procedié a caracterizar
mediante espectro UV Vis. La formacién de AgNP se evidencié por un pico
de absorbancia a 420 nm (Figura 2), longitud de onda a la cual ocurre un
fenomeno denominado “Resonancia de Plasmén™ (Villamizar, 2022). Estos
fenomenos son oscilaciones colectivas de electrones restringidos en peque-
fios volimenes metalicos. Para que esto ocurra, el tamafo de la nanoparticu-
la debe que ser menor que la longitud de onda de la luz incidente. La reso-
nancia de estos plasmones superficiales justifica la aparicion de bandas de
absorcion y en el caso de metales nobles como la Ag, la resonancia es
maxima y provoca la aparicion de bandas en la region del visible (Cruz et
al., 2012).
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Figura 2

Espectro UV-Vis de la solucion coloidal de nanoparticulas de plata obtenidas usando extracto de
cacao como agente reductor
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Fuente: Equipo investigador

Los resultados obtenidos usando medios de cultivo modificados con
AgNP permitieron determinar que estos nanomateriales redujeron el creci-
miento del patégeno de manera significativa con respecto al control. Se pudo
apreciar como se detuvo el crecimiento de M. roreri durante los dias de
ensayo (Figura 3).

Figura 3

Ensayo de difusion en medio PDA donde cM) Crecimiento control de M. roreri y M) Crecimiento
de M. roreri en agar PDA modificado con AgNP 100%

Fuente: Equipo investigador
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Dado que el hongo logro crecer ligeramente en medio, se procedié a medir
el crecimiento miceliar del mismo comparandolo con un tratamiento control
(sin nanoparticulas), para hallar la velocidad méaxima de crecimiento
(Vmax). Los resultados se aprecian en la siguiente tabla 1. Se encontrd que
la velocidad de crecimiento fue menor en los medios con nanoparticulas que
en el control, lo cual confirmé el efecto inhibitorio del nanomaterial sobre el
patogeno.

Tabla 1

Velocidad de crecimiento maxima de M. roreri bajo tratamiento con AgNP en agar PDA modifi-
cado con extracto de cacao.

Fitopatogeno Medio VEL MAX VEL MAX

(mm/dia) (AgNPs) (mm/dia)(Control)
M. roreri PDA 0.168 £ 0.0208 0.425 +0.0680 ™

Nota. Las columnas con letras minusculas en comun, indica la no existencia de diferen-
cias significativas en la velocidad de crecimiento con un valor p. Fuente: Equipo investiga-
dor

Para confirmar si este mismo comportamiento se observaba in vivo, se
procedi6 hacer la valoracion de concentraciones descendentes de AgNP
directamente en trozos de corteza y pulpa de cacao. Los resultados permitie-
ron visualizar que a 100 %, las AgNP logran una reduccion del crecimiento
del patodgeno sin llegar a la inhibicion total. No obstante, a medida que la
concentracion de la solucién coloidal disminuy6, el efecto inhibitorio
también, tanto en corteza como en pulpa de cacao permitiendo el crecimien-
to del patdgeno en al menos dos de las tres réplicas realizadas (Figura 4).
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Figura 4

Ensayo de inhibicion sobre pulpa y corteza de cacao modificada con diferentes concentraciones
a)100% b) 90% c) 80% d) 70% e) 60% f) 50% frente a M. roreri. Ct (a-c): Negativo Ct (d-f)
positivo (trozo de pulpa o corteza inoculado sélo con el fitopatégeno). R1-R3 (réplicas).

1a. Ensayo en corteza AgNPs sobre 1b. Ensayo en pulpa AgNPs sobre
M. roveri M. roreri
Ct R R2 R3 Ct R1 R2 R3

Fuente: Equipo investigador

4. Discusion

La coloracion de las soluciones coloidales de AgNP, esta dada en funcion del
tamafio y morfologia de las nanoparticulas. Un color naranja indica la
presencia de nanoparticulas esféricas con un rango de tamafio inferior a 50
nm. Esto, ha sido previamente reportado por Lateef'y colaboradores, quienes
obtuvieron particulas con morfologia esférica con un tamafio que oscila
entre 4 y 32 nm (Lateef, et al., 2016). Aunque en este estudio no se llevo a
cabo caracterizacion por microscopia electronica de las AgNP, se podria

— 129 —



inferir que, por la coloracion obtenida y el pico de absorbancia, los tamafos
serian similares a los reportados por Lateef, y col, toda vez que se sigui6 la
misma metodologia para la sintesis.

Las propiedades antimicrobianas de la plata se basan en varios aspectos.
Uno de ellos es su morfologia y tamafio. En hongos, se ha observado, que las
nanoparticulas a bajas concentraciones (i.e. 10 ppm, 20 ppm) producen cam-
bios estructurales en las hifas y a altas concentraciones (i.e 100 ppm) produ-
ce deformaciones en la pared celular, dafios en la membrana, asi como cam-
bios significativos en la forma de las esporas y su germinacion (Lamsal et
al.,2011; Kim, et al., 2009; Nasrollahi et al., 2011). Este hallazgo es similar
al obtenido en esta investigacion, donde se logré apreciar cambios en la tasa
de germinacion de Moniliophtora roreri con una reduccion significativa en
la velocidad de crecimiento en medio de cultivo con respecto al control.
Ademas, se aprecio cambio en la pigmentacion del hongo, especialmente en
los ensayos realizados in vivo.

5. Conclusiones

Las nanoparticulas de plata obtenidas por biorreduccion, se podrian conver-
tir en una alternativa eco-amigable y costo-efectiva para el control del creci-
miento de patdgenos en los cultivos de cacao en la region. No obstante, se
requieren estudios mas profundos sobre su mecanismo de accion, fitotoxici-
dad, asi como la posible adicion de grupos funcionales a su superficie que
permitan potenciar su accion inhibitoria, previo escalado y aplicacion en
campo. Esta proyeccion esta siendo evaluada en este momento por un estu-
diante de maestria y se espera en poco tiempo poder comunicar los hallazgos
que se han alcanzado.
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ABSTRACT:

The current research shows the results obtained through the implementation of the axial scanning
technique, which were applied to determine the non-linear optical response of nanofluids based on Ag
nanoparticles, biosynthesized by means of endophytic fungi isolated from cocoa pod husk cultivated in
Norte de Santander-Colombia.
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RESUMEN:

La presente investigacién muestra los resultados obtenidos de la implementacién de la técnica de
barrido axial, empleada en la determinacidn de la respuesta 6ptica no lineal de nanofluidos basados
en nanoparticulas de Ag, las cuales fueron biosintetizadas a través de un hongo endofitico aislado de
la mazorca de cacao, cultivado en Norte de Santander - Colombia.

Palabras clave: Optica no lineal, Espectroscopia Z-Scan, indice de refraccién no lineal,
Coeficiente de absorcién no lineal, Lente térmica, Nanofluido de Ag.

Disponible en: https://sedoptica.es/Menu_Volumenes/Pdfs/OPA.55.1.51064.pdf

— 144 —



UNIVERSIDAD
DE PAMPLONA

[

N
\
N =
\
-

\ /ﬁ
ISBN: 978-628-7656-01-7
48




\

=7\
Al
N\ ?

UNIVERSIDAD
DE PAMPLONA

BN: 978-628-7656-01-7

BioNanotecnologia aplicada al cultivo
de Theobroma cacao L. /

I

UNIVERSIDAD
DE PAMPLONA

=
3
3 @‘

UNIVERSIDAD
DE PAMPLONA

BioNanotecnologia

aplicada al cultivo de
Theobroma cacao L.

Raquel Amanda Villamizar - Edgar E. Gonzdlez




