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Resumen

Las especies de Phytophthora representan un género de patd-
genos devastadores de los vegetales, y por consiguiente son la
causa de importantes pérdidas economicas. En Cuba es uno de
los problemas fundamentales que afectan la produccion del ca-
cao. La necesidad de una caracterizacion actual de los agentes
patégenos del fruto condujo a la realizacion de este trabajo en
la Universidad Catdlica de Lovaina (Bélgica), desde septiembre
de 2010 hasta marzo de 2011. Se analizaron las caracteristicas
moleculares de Phytophthora con el objetivo de estudiar la diver-
sidad genética, utilizando técnicas de caracterizacion molecular
como la huella molecular (Fingerprinting M13) y el polimorfismo
de longitud de fragmentos amplificados (AFLP). Se analizaron
90 muestras del microorganismo, aisladas de plantaciones de
Baracoa, provincia de Guantanamo, mayor productor del cul-
tivo en el pais. Los resultados mediante el programa CEQ8000
(Beckman Coulter) mostraron que solo dos cepas resultaron ser
de la especie tropicalis; las otras 88 correspondieron a la es-
pecie palmivora. Se encontrd la presencia exclusiva del tipo A2
en las cepas de Phytophthora palmivora B., lo que conlleva a
inferir la ausencia de recombinaciones sexuales y la existencia
de una poblacion clonal en Cuba. Se observd un débil indice de
diversidad genética sin una distribucion particular en las planta-
ciones de esta localidad.
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Abstract

Phytophthora’s sorts represent pathogenic devastators’s
kind of the vegetables and for resulting music the cause
of important economic losses. In Cuba one becomes of the
fundamental problems that affect the production of the co-
coa. The need of present-day characterization of the fruit’s
pathogens, was led to the realization of this work at Lovai-
na’s Catolic University (Belgium) from September 2010 to
March 2011. Were examined Phytophthora’s molecular cha-
racteristics, for the sake of going into genetic diversity, uti-
lizing techniques of molecular characterization like the mo-
lecular footprint (Fingerprinting M13) and the polymorphism
of length of fragments amplified (AFLP). They examined the
microorganism’s 90 signs, isolated of Baracoa’s planta-
tions, Guantanamo province, the bigger producer of harvest
at the country. The aftermath obtained intervening the pro-
gram CEQB8000 (Beckman Coulter ), they showed that only
2 ancestries turned out to be of sort tropicalis, the others 88
reciprocated to the sort palmivora, the palmivora found the
exclusive presence of the fellow A2 in Phytophthora’s ances-
tries, that entails to infer the absence of sexual combinations
and population’s existence clonal in Cuba. A weak index of
genetic diversity without a particular distribution at this loca-
lity’s plantations was observed.

Key words: cocoa, Phytophthora, genetic diversity, pathogenic,
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Introduccion

El cultivo y uso del cacao (Theobroma cacao Lin.) ha
estado presente a lo largo de la historia de América La-
tina. Aun antes de la llegada de los conquistadores, el
cacao tiene importancia para las comunidades indige-
nas. En Brasil su cultivo continia siendo importante en
los ecosistemas tropicales humedos. En Meso América
ya no tiene la importancia econdmica y cultural de anta-
fo. Sin embargo, aun constituye un cultivo importante en
determinadas regiones y comunidades, tales como Boca
del Toro (Panama), Salamanca (Costa Rica) y la costa
norte de Honduras (Beer, 1997).

Guest (2007) indica como enfermedad importante
en las plantaciones cacaoteras a la pudriciéon negra o
parda, que afecta actualmente la totalidad de los paises
productores.

Esta enfermedad, causada por Phytophthora spp.,
es la mas importante en las plantaciones de cacao (Ma-
yea, 1983; Blaha y Lotodé, 1976).

Akaza (2009) especifica que los destrozos que pro-
voca esta enfermedad varian de un pais a otro, en de-
pendencia de las diferentes especies, y sefala las cuatro
principales: Phytophthora palmivora, Phytophthora me-
gakarya, Phytophthora afin capsici y Phytophthora afin
citrophthora.

En Cuba la especie que se encuentra presente cau-
sando las mayores pérdidas econdmicas en el cultivo
de Theobroma cacao es Phytophthora palmivora (Butl.)
Butl. (Blaha, 1985, citado por Matos et al., 2002).

Las especies del género Phytophthora pertenecen a
los Oomycetes con crecimiento filamentoso, caracteristi-
ca que los habia ubicado entre los hongos. Sin embar-
go, estudios del metabolismo, composiciéon de la pared
celular y fundamentalmente la secuenciacion de ARNr
indican que los Oomycetes tienen mas similitud con las
chysophytas, diatomeas y algas pardas (Judelson, 1997;
Andersen, 2004). Pertenecen a la clase Oomycetes, or-
den Peronosporales, familia Pythiaceae (Cédigo Interna-
cional de Nomenclatura Botanica, 2008).

Una nueva caracterizacion, teniendo en cuenta la
nueva clasificacion del género Phytophthora dentro del
reino de los Protistas, utilizando tecnologias novedosas
de analisis molecular, nos puede dar una idea mas clara
de las especies que se encuentran actuando sobre el
cacao en Cuba, y nos ayudara a trazar medidas de lu-
cha mas eficientes y especificas; por tanto, el objetivo de
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nuestra investigacion es aislar, identificar y caracterizar a
Phytophthora, agente causal de la pudricion negra de la
mazorca en Baracoa.

Materiales y métodos

El trabajo comenz6 en el municipio de Baracoa, pro-
vincia de Guantdnamo, durante el periodo comprendido
entre abril de 2009 y marzo de 2011, con el objetivo de
aislar, identificar y caracterizar a Phytophthora, agente
causal de la pudricion negra de la mazorca en Baracoa.
Para ello se realiz6 un muestreo de mazorcas dafadas
por dicha enfermedad, en numerosas fincas cacaoteras
de la regién. Se tuvo en cuenta en cada caso las carac-
teristicas edafoclimaticas y topograficas, y se hicieron
anotaciones en la libreta de campo.

Las muestras extraidas fueron trasladadas al Labora-
torio de Micologia (MBLA) de la Facultad de Ingenieria
Bioldgica, Agrondmica y Medio Ambiental de la Universi-
dad Catdlica de Lovaina, en Bélgica, en placas de Petri
con medio de cultivo Agar V8, con productos antibiéticos
y selladas con parafilm para evitar la contaminacion por
otros agentes exteriores.

Para lograr la replicacion y purificacion del material
vivo extraido se prepard nuevamente el medio de culti-
vo Optimo donde se desarroll6 el patégeno in vitro para
su estudio en el laboratorio. En este caso utilizamos el
Agar V8.

Después de preparar el medio de cultivo se pro-
cedié a la siembra de los microorganismos. Luego es-
tas placas fueron trasladadas al cuarto de incubacion,
donde estuvieron en condiciones de oscuridad y a tem-
peratura ambiente de 23 a 25 °C por un periodo de 8
a 10 dias. Luego se observo a simple vista, y con la
ayuda del estereoscopio el crecimiento micelial en el
interior de la placa para observar las diferentes estruc-
turas reproductivas asexuales (esporangios, zoosporas
y clamidiosporas) nos auxiliamos de una preparacion
al microscopio 6ptico de la marca Olympus BX50, uti-
lizando preferentemente el acido lactico y el ocular de
40X para una mejor visualizacién. Esto nos permitio ver
las estructuras reproductivas (asexuales) y el micelio,
asi como sus caracteristicas morfolégicas para obser-
var las estructuras sexuales (oosporas), y se realizd
una prueba de apareamiento (mating types). Para esta
prueba se utilizaron dos cepas de referencia, una del
tipo A1y otra del tipo A2.
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Para la identificacion de las especies a partir de la
extraccién del ADN, utilizando un kit de extraccion llama-
do innuPREP Plant DNA Kit, se emplearon técnicas de
analisis moleculares de las muestras, tales como la Re-
accion en Cadena de la Polimerasa (PCR), Fingerprinting
y Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados
(AFLP). A partir de los datos obtenidos se realizé6 una
busqueda en internet y se pudieron conocer las especies
implicadas en las muestras estudiadas.

Resultados y discusion

Los resultados muestran la presencia de dos espe-
cies de Phytophthora, afectando la produccion de este
cultivo. De las 90 muestras analizadas, 88 resultaron
ser de la especie palmivora para un 97,8 %, y solo dos
muestras fueron de la especie tropicalis, que represen-
tan un 2,2 %. Esta ultima se encuentra por primera vez
afectando los frutos del cacao en Cuba, aunque con
una débil influencia, como muestran los resultados an-
teriores.

Blaha (1986) sefala las cuatro principales especies
que afectan indistintamente al cultivo en el mundo. El-
las son Phytophthora palmivora, Phytophthora mega-
karya, Phytophthora afin capsici y Phytophthora afin
citrophthora. De ellas, la mas desastrosa es la especie
megakarya, que se encuentra localizada en el noroeste
de Africa, donde se concentran los mayores productores,
y como especie mas extendida la palmivora, que afecta
la totalidad de los paises productores.

En anteriores estudios realizados por Blah (1985), cit-
ado por Matos (1989), refieren la presencia de Phytoph-
thora palmivora B. como principal especie que ataca el
cultivo del cacao en Cuba, principalmente en la regién
de Baracoa, mayor productor de este rublo econdmico
en el pais.

Resultados similares fueron alcanzados por Hu-
beaux (2010) al analizar muestras provenientes de
plantaciones de cacao en Baracoa, provincia de
Guantanamo, Cuba.

Estos resultados evidencian la presencia de una nue-
va especie para Cuba en el cultivo del cacao que, aun-
que es infima, se le debe seguir de cerca para observar
su ciclo de vida y agresividad con el objetivo de trazar
medidas de manejo que combatan su proliferacion.

La fig. 1 muestra la diferencia entre las dos especies
encontradas, reveladas sobre un gel de electroforesis.
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Fig. 1. Muestras reveladas sobre un gel de electroforesis.

Por otra parte, se observa en Cuba la presencia
del mating types A, en el 100 % de las cepas analiza-
das de Phytophthora palmivora B. hasta el momento.
Segun Decock (2011), comunicacidn personal, en la
mayoria de los paises de Centro y Sur América, donde
se cultiva el cacao, generalmente se encuentra el mat-
ing types A,.

Conclusiones

¢ Se encuentran dos especies de Phytophthora, provo-
cando dafos al cultivo del cacao en Cuba (palmivora
y tropicalis).

» Se evidencia la presencia del mating types A, en las
cepas de Phytophthora palmivora B.estudiadas.

e Se reporta por primera vez en Cuba la especie Phyto-
phthora tropicalis, como otra especie causante de la
enfermedad pudricién parda del fruto del cacao.
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RECONVERTIR FINCAS CAFETALERAS EN UNIDADES DIVERSIFICADAS

CON PRODUCCIONES SECUNDARIAS ASOCIADAS Y COMO FUENTE
DE INGRESO ADICIONAL AL PRODUCTOR

El modelo de produccion cafetalero debe estar orientado hacia
una agricultura sostenible, que permita el equilibrio del cultivo
con su entorno, garantice la estabilidad econémica del productor
y contribuya a la seguridad alimentaria de la poblacién, con su
consiguiente aporte a la conservacién del medio ambiente.

Los frutales bien orientados dentro del agroecosistema cafetalero
juega un papel importante para lograr estos objetivos. El agua-
cate (Persea americana Mill.), la guanabana (Annona muricata L.),
pueden cultivarse dentro del cafetal en pequenas proporciones

Para mayor informacion contactar con: agrotecnia3@tercerfrente.inaf.co.cu

y fuera de este en areas puras o asociados a otros cultivos, asi
como en guardarrayas, limite territorial y dreas marginales. La pifia
(Ananas comosus L. Merr.) puede ser plantada a curva en contorno
como barrera viva.

El mango (Mangifera indica L.), los citricos, las sapotaceas, el ta-
marindo (Tamarindus indica L.), diversas especies de anonaceas, la
guayaba (Psidium guajava L.), la fruta bomba (Carica papaya Lin.),
entre otros, deben ser orientadas en la periferia del cafetal o en
areas destinadas para este fin.

Otro grupo de especies frutales con caracteristicas muy singulares
pueden ser muy Utiles en la agricultura familiar para plantar en patios
de viviendas y pequefas parcelas. Las mas significativas son la fresa
(Fragaria ananassa Duch.), el maracuya (Passiflora edulis), la acerola
(Malpighia emarginata Sesséet Moc) y el higo (Ficus carica L.). Este
Ultimo se adapta bien a las condiciones de Cuba.

En este sentido, en las montafias de Cuba existen enormes poten-
cialidades productivas, pues existen suelos de buena calidad.

afé . 34



