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Capitulo |
1. Introduccién

El cacao (Theobroma cacao L) es un cultivo reconocido por su agradable
sabor, y su alto valor nutritivo. Estas caracteristicas lo han convertido en un
producto deseado, constituyendo uno de los principales en el sector de las
materias primas en el mercado internacional. La produccién de cacao adquirié
importancia cuando empezé a desarrollarse la industria del chocolate en
Europa. Ecuador y Brasil se convirtieron en los principales productores a nivel
mundial, posteriormente colonizadores europeos llevaron esta especie a Africa,
primero a Ghana y luego a Nigeria, Camerun y Costa de Marfil (Santander,
2010).

Segun Leandro (2011), el centro de origen del cacao se encuentra en la cuenca
del rio Amazonas y el rio Orinoco. Esta especie pertenece a la familia
Malvaceae, siendo una de las 22 especies del género Theobroma. Es un arbol
perenne que posee una altura promedio de 5 a 6 m y follaje denso. A sus frutos

se los conoce como mazorcas y su vida productiva es de 25 a 30 afios.

El cultivo de cacao constituye una propuesta agroecoldgica de produccion
sustentable, para los habitantes de la Amazonia ecuatoriana, debido a que éste
cumple con los requerimientos sociales, ambientales y productivos, por lo cual
constituye como una alternativa de conservacion de los biorecursos en las

zonas de produccién de la Amazonia (Lecaro, Gavilanes & Carrillo, 2004).

Segun Ordofiez (2011), los hogares indigenas de la Amazonia Ecuatoriana
tienen en promedio 1,5 ha dedicadas al cultivo de cacao, de estas el 88% son
cultivadas por kiwchas y el 12% restante corresponde a otras nacionalidades

(Shuar, Cofan, Huaorani y Secoya).

Las principales enfermedades fungicas que afectan a los frutos de cacao en el
Ecuador son: mazorca negra causada por Phytophthora palmivora (Butler),
escoba de bruja causada por Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime y
Phillips-Mora, mal del machete causada por Ceratocystis fimbriata (Ellis &

Halst) y monilia causada por Moniliophthora roreri (Cif y Par) Evans et al, se



caracteriza por la presencia de una cubierta blanquecina polvorienta en las
mazorcas o frutos de cacao, que se cubren de esporas y posteriormente se
oscurecen (ANECACAO, 2006).

Siendo la principal limitante para la expansion y desarrollo del cultivo de cacao,
la cual puede ocasionar pérdidas superiores al 90% de la produccion vy el
abandono del cultivo por parte de productores a lo largo del continente
americano. Ademas determina una pérdida significativa en los ingresos de los
pequefios productores y por consiguiente el aumento de problemas sociales y
de desigualdad (Phillips, 2006).

Hasta ahora, las practicas culturales han sido el método de control mas
utilizado para combatir la monilia, el control quimico es una alternativa poco
comun debido a los altos costos de los pesticidas que no pueden ser costeados
por los pequefios productores (INIAP, 1993; ANECACAO, 2006; Enriquez,
2004).

En las provincias amazolnicas, no se dispone de aislados de M. roreri que
hayan sido caracterizados patogénicamente ni se conoce la agresividad de los
mismos, lo cual limita el desarrollo futuro de alternativas para lograr un manejo
organico de las plantaciones de cacao frente al agente causal de la monilia. A
su vez, esto limita la posibilidad de reducir las pérdidas que la enfermedad

ocasiona en los sistemas de produccion de cacao organico.

La presente investigacion se propone, caracterizar patogénicamente aislados
de M. roreri procedentes de provincias amazénicas y determinar la respuesta
de genotipos de cacao, con la finalidad de identificar la agresividad de los
mismos, en un ensayo de inoculacion monociclico, bajo condiciones
controladas para en un futuro desarrollar estrategias de control biol6gico de

esta enfermedad, en sistemas de produccién de cacao organico.

El presente trabajo estd enmarcado dentro de las lineas de investigacion de la
Universidad Estatal Amazodnica, en la linea numero 3 que comprende
produccion de alimentos y sistemas pecuarios. Sub linea A: Agrotecnia y

manejo integrado de los cultivos de interés regional.



a. Objetivos
Objetivo general

Caracterizar patogénicamente aislados de Moniliophthora roreri en cacao

(Theobroma cacao L), procedentes de tres provincias amazoénicas del Ecuador.
Objetivos especificos

e Evaluar la patogenicidad y agresividad de aislados de M. roreri en
mazorcas de cacao (T. cacao) procedentes de tres provincias
amazonicas del Ecuador, mediante un ensayo de inoculacién
monociclico.

e Conformar una coleccion de aislados de M. roreri procedentes de tres
provincias amazénicas del Ecuador.

e Determinar la respuesta de genotipos de cacao frente a la inoculaciéon

artificial de M. roreri en un ensayo monociclico.

b. Hipotesis

Mediante la caracterizacion patogénica y la agresividad de aislados de M.
roreri, procedentes de tres provincias amazoénicas del Ecuador, se podria
conformar una coleccion de cultivo para determinar la respuesta de genotipos
de cacao con un ensayo de inoculacion artificial monociclico y sentar las bases
para desarrollar estrategias de control biolégico de esta enfermedad, en

sistemas de produccion de cacao organico.



Capitulo 1l
2. Revision bibliogréfica
2.1. El cacao en el mundo

Hoy en dia los productores mundiales de cacao, son 45 paises de 3
continentes: Africa, Asia y América. En el afio 2011 del total de los granos
cosechados, el 74.8% se cultivaron en Africa, el 13% en Asia y el 12.2% en
América. T. cacao es una planta originaria de las regiones tropicales de
Centroamérica y Sudamérica, experimentando cambios en su geografia desde
los primeros afios del siglo XX. A inicios del afio de 1900, alrededor del 85%
del cacao mundial procedia de América del sur. Mientras que Ecuador y Brasil
se repartian la supremacia mundial como productores, pero la situacion
cambi6 drasticamente al arraigarse el cultivo en el occidente de Africa. Nuevas
plantaciones la mayoria de ellas hibridas propiciaron que el mapa del cultivo
del cacao diese un gran vuelco en apenas medio siglo (Marqués, 2014;
Arguelles, 2014).

Segun Arguelles (2014), los principales productores de cacao a nivel mundial
son: Costa de Marfil, productor nUmero uno de cacao del mundo cosechandose
1 242 000 t, Ghana, Indonesia, Nigeria, Camerun, Brasil, Ecuador y en el resto
del mundo existen varios paises que producen cacao, pero no representan ni el
1% del total producido en el mundo. Entre los pequefios productores
sobresalen Madagascar y Trinidad y Tobado, con el mejor cacao del mundo

considerado asi por muchos.

2.2 Origen del cacao

Algunos autores indican que el cultivo del cacao se inici6 en México y América
Central (Guatemala y Honduras), donde su uso esta atestiguado alrededor del
afio 2000 a. C. y sefialan al mismo tiempo que los espafioles no lo vieron
cultivado en América del Sur cuando arribaron al continente, aunque lo
encontraron creciendo en forma natural en muchos bosques a lo largo de los
rios Amazonas, Orinoco y sus afluentes, donde aldn hoy existen tipos genéticos
de mucho valor (Batista, 2009; Soria, 2014).



En México se encontré que los aztecas usaban las almendras del cacao no
s6lo para la preparacion de bebidas sino también como moneda. Estos creian
gue el arbol del cacao era de origen divino y que su bebida conferia discrecién
y sabiduria. Por eso Linneo asigno a la especie el nombre de Theobroma, que
significa alimento de los dioses. En los tiempos de Cristébal Coldén, los Mayas
eran los verdaderos -cultivadores de cacao; perfeccionaron su cultivo,
aprendieron a curar y conservar las semillas y hacer una bebida agradable.
Ricos y pobres consumian la bebida en su dieta diaria e intercambiaban el
producto con los Aztecas, quienes muy pronto llegaron a apreciar sus
cualidades (Batista, 2009).

Otros autores consideran que el cultivo del cacao tiene su origen en el noreste
de América del Sur, (Alto Amazonas) dispersandose hacia el Norte por la costa
pacifica que comprende paises como Colombia, Ecuador, Peru y Brasil, donde
se ha encontrado una alta variabilidad genética. Desde este lugar de origen, las
especies se fueron difundiendo y evolucionando en dos grupos de cacao con
caracteristicas fenotipicas y genotipicas bien definidas, las cuales

corresponden a los cacaos Criollo y Forastero (Enriquez, 2004).

Investigaciones a través de la comparacion de huellas genéticas de ADN del
material nativo con los representantes de la variedad Nacional, demostraron el
gran parentesco existente con algunos arboles colectados hace mas de 30
afios en la region amazonica de Zamora Chinchipe, siendo utilizada en la
region por mas de 5000 afios. A pesar de que en la actualidad su cultivo se
encuentra mas desarrollado en la regién costera del Pacifico, la region oriental
de Zamora Chinchipe resulta ser entonces el centro de origen de la
domesticaciéon probable de la variedad Nacional (ANECACAO, 2012; EL
TIEMPO, 2014).

2.3 Cacao en el Ecuador- Importancia econémica

Segun Guerrero (2014), el cacao es uno de los productos mas significativos del
pais, en el afio 2011 Ecuador recibiéo el premio como "mejor cacao por su
calidad oral" y "mejor grano de cacao por region geogréfica" en el Salén du

Chocolat en Paris, Francia. El orden socio-econdmico ecuatoriano se



desarrollaba en gran medida alrededor del mercado internacional del cacao

durante casi un siglo.

En 1830 se declar6 la fundacion de Ecuador, afio donde la mayoria de las
familias adineradas dedicaron sus tierras a la produccion de cacao. Estas
haciendas estaban ubicadas en Vinces y otros cantones de Los Rios, la
produccion en el afio de 1880 se duplicd (15 000 t), luego se triplicé (40 000 t).
Convirtiéndose Ecuador en el afio de 1890 como el mayor exportador mundial
de cacao, siendo esta la base sélida para la economia nacional (ANECACAO,
2013).

El pais produce mas del 70 % de cacao del volumen mundial. T. cacao
presenta caracteristicas Unicas que lo hacen especial, sobresaliendo con su
conocido sabor “cacao arriba”. Los detalles de aroma y sabor de la fruta se
encuentran en el grano que se logra con un buen manejo post-cosecha,
condiciones naturales de suelo, clima, temperatura, luminosidad en un solo
territorio, en un solo punto del mundo “Ecuador” (ANECACAO, 2013).

Segun EL COMERCIO (2014), la produccién de cacao en el afio 2008 aumento
de USD 94,3 millones a USD 229 millones en el afio 2013, es decir existidé un
alza de USD 205 millones a la produccién global casi al equivalente de la
produccion anual de Brasil, la “pepa de oro” obedece también a los buenos
precios que se pagan en el mercado internacional, durante el afio 2012 el
precio promedio por tonelada fue de USD 2.392, en el 2013 fue de 2.439 y en
el 2014 este precio subié a USD 3.126 segun datos de Inside Future.

El cacao basicamente se produce en las regiones Costa y Amazonia del
Ecuador concentrandose principalmente en las provincias de Los Rios,
Guayas, Manabi y Sucumbios, cultivandose cacao de dos tipos: cacao
Nacional y cacao CCN-51 (“Coleccion Castro Naranjal”, este tipo de cacao fue
producto de un injerto de varias cepas realizado por el ecuatoriano Homero
Castro en el aflo 1965 con el objetivo de combatir plagas), ocupando
aproximadamente 500.000 ha, de las cuales 110.000 ha se encuentran en
manos de pequefios agricultores, con parcelas no mayores a 5 ha. Este

producto representa el 7% del Producto Interno Bruto (PIB) del pais,



beneficiando a pequefios y medianos productores agricolas (Figura 1) (EL
COMERCIO, 2014; Guerrero, 2014; LA REPUBLICA, 2012; EL TELEGRAFO,
2013).

Figura 1. Productor ecuatoriano de cacao.

Segun Ayala (2008), la clasificacion botanica mas aceptada de T. cacao es:
Reino: Plantae (plantas)

Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares)

Division: Magnoliophyta (plantas con flores, angiospermas)
Clase: Magnoliopsida (dicotileddneas)

Subclase: Dilleniidae

Orden: Malvales

Familia: Sterculiaceae

Subfamilia: Byttnerioideae

Género: Theobroma

Especie: T. cacao

2.4 Botanica del cacao (Teobroma cacao L.) segun Enriquez (2004)

El Cacao es una especie diploide (2n = 20 cromosomas), puede alcanzar
alturas de hasta 20 m o mas cuando crece libremente, presenta un ciclo
vegetativo perenne. Es una especie aldgama ya que se estima que su

polinizaciébn cruzada esta por encima del 95%. Crece y se desarrolla
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usualmente bajo sombra en los bosques tropicales himedos de América del
Sur.

2.4.1 Morfologia

2.4.1.1 Raiz
La raiz principal es pivotante y puede alcanzar entre 1,20 a 1,50 m, en suelos
sueltos puede llegar hasta 2 m. Las raices secundarias o raicillas en su
mayoria se encuentran en los primeros 0,25 a 0,30 m del suelo alrededor del

arbol, pudiendo alcanzar los 5 — 6 m de longitud horizontal (Figura 2a).

2.4.1.2 Tallo

El tallo, en la primera fase de crecimiento, es ortotrépico (vertical) que perdura
por 12-15 meses. Luego, este crecimiento se interrumpe para dar lugar a la
formacion de 4 - 5 ramas secundarias (“horqueta”), que son de crecimiento
plagiotropico (horizontal). Debajo de la horqueta aparece con frecuencia brotes
ortotropicos o “chupones” que daran lugar a una nueva horqueta y este evento,

puede repetirse por 3 a 4 veces consecutivas (Figura 2b).

2.4.1.3 Hojas

Las hojas adultas son simples y enteras, presentan una pigmentacién color
verde, el mismo que varia desde verde palido a café claro a veces con
tonalidades rojizas de acuerdo a la edad de la planta. Las hojas del cacaotero
son caducas por lo que presentan picos de brotacién reemplazando asi a las
gue caen. El peciolo de las hojas laterales es pequefio y el de la hoja del tronco

es normalmente largo con un pulvinus bien marcado (Figura 2c).

2.4.1.4 Flores

Las flores del cacao son hermafroditas, pentameras es decir que estan
constituidas de cinco (sépalos, pétalos, estaminodios, estambres, y l6culos por
ovario), son completas (todos sus verticilios florales) y perfectas (con androceo
y gineceo). Las flores aparecen en el tronco en forma solitaria o en grupos

(cojinetes florares), su diametro oscila entre 1 — 1,5 cm (Figura 2d).



2.4.1.5 Frutos

Los frutos son bayas indehiscentes, conocidas como mazorcas, las cuales se
encuentran sostenidas por el pedunculo no muy largo que se origina del
crecimiento del pedicelo de la flor. Segun el origen genético del cacao estos
pueden variar de forma, espesor, rugosidad, color y tamafo. Presentan una
exodermis o0 cascara gruesa muy resistente, cuando maduros la cascara se
separa de la semilla que se va secando. Los frutos presentan una gama de
colores que en estado inmaduro van de tonos verdes, rojizos y cafés; con
surcos y lomos pigmentados, mientras que en estado maduro varian de
amarillo a rojizos anaranjados. Las bayas tienen cinco léculos y cada uno tiene
dos partes formadas por dos lomos o un surco interno, lo que en algunos frutos

es evidente y en otros casi ha desaparecido (Figura 2e).

2.4.1.6 Semillas

Las semillas presentan una forma oblonga y varian mucho de tamafio segun el
tipo de cacao, tal es el caso del cacao tipo Criollo y del Nacional de Ecuador
gue son las semillas largas y redondas, otros son aplanados en el caso de los
Forasteros. Tienen un recubrimiento o cuticula que protege los cotiledones, en
la parte exterior se encuentra el mucilago que es la pulpa dulce de la semilla,
permitiendo diferenciar algunos genotipos de cacao. El color de la semilla
también varia de acuerdo al genotipo desde blanco ceniciento, blanco puro,

hasta un morado oscuro y todas las tonalidades intermedias (Figura 2f).

Figura 2. Organos vegetativos y reproductivos del cacao.
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2.5 Caracteristicas de las principales variedades de cacao

Ecuador es uno de los paises donde existe la mayor diversidad genética de T.

cacao. Hoy en dia el centro de dispersion se encuentra entre los 20° de latitud

norte y 20° de latitud sur. Por su origen y caracteristicas genéticas se

desarrollaron cultivares diferentes de cacao en cada zona especifica (Ayala,
2008; Paredes, 2009).

Segun Paredes (2009), El cacao esta clasificado en cuatro tipos:

Cacao Criollo: Son arboles bajos y poco robustos, su copa es de color
verde, gruesa, redonda con hojas pequefias y sus almendras son de
color blanco marfil con sabor a nuez y fruta. La principal caracteristica
de este tipo de cacao estd en la mazorca al ser alargada, de colores
verdes y rojizos en estado inmaduro, amarillas y anaranjadas al alcanzar
la madurez (Figura 3). Este tipo de cacao se desarroll6 al norte de
Ecuador (Esmeraldas), Colombia, Venezuela, Centroamérica hasta las

selvas tropicales de México.

Figura 3. Mazorcas de cacao Criollo en estado maduro e inmaduro.

Cacao Forastero AmazoOnico: Se los conoce como amazoénicos al
encontrarse distribuidos en la cuenca del Rio Amazonas y sus afluentes.
La mazorcas en estado inmaduro son de color verde y amarillas cuando
han alcanzado su madurez, presenta forma de cuello de botella, las
almendras son aplanadas con cotiledones de color morado (Figura 4).
De este tipo de cacao se obtiene chocolate con sabor basico de cacao

proporcionando el 80 % de la produccién mundial.

10



Figura 4. Mazorcas maduras de cacao Forastero.

Cacao Trinitario: Es producto del cruce entre cacao criollo de Trinidad
(de ahi deriva su nombre) y Forastero multiplicado en la cuenca del rio
Orinoco. Este tipo de cacao abastece del 10 al 15% de la produccién
mundial. Son més resistentes a enfermedades y han podido adaptarse
mejor a muchos ambientes, presenta sabor a cacao de medio a alto,
usualmente asociado ademas con sabor a frutas y nueces (Figura 5).

Este tipo de cacao es el que mas se cultiva en América, presenta
diversas formas intermedias de mazorcas al igual que su coloracién

desde tonos verdes y rojizos, e inclusive una mezcla de ambos.

Figura 5. Mazorcas cacao Trinitario.

Cacao Nacional de Ecuador: Es el unico grupo natural de cacao que
se cultiva en el occidente de Ecuador. Por su fina calidad de almendra,
éste grupo esta mas relacionado al grupo Criollo que al grupo Forastero.
Las mazorcas son amelonadas, presenta estrangulaciones en el 4pice y
la base, con surcos y lomos poco profundos, el color interno de las
almendras es violeta palido o lila aunque también se puede observar

semillas blancas.
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De este tipo de cacao se obtiene los mejores chocolates del mundo por su

sabor y aroma floral (Figura 6).

Figura 6. Mazorcas de cacao Nacional.

Clones: Segun INIAP (2000), son variedades producidas por el hombre que se
identifican con letras y nUmeros provenientes de investigaciones tal es el caso
del:

CCN-51: tipo de cacao que actualmente cubre una parte de las plantaciones de
la Amazonia ecuatoriana. Las mazorcas en estado inmaduro son de color
rojizas-moradas y en estado maduro presentan un color rojizo anaranjado.
Tienen sabor a cacao de medio a bajo, el potencial de esta variedad es la

producciéon de manteca de cacao (Figura 7a).

EET-95: denominacion original Tenguel-33, cacao que tiende a desarrollarse
en suelos franco arcilloso-limoso con buen drenaje y ricos en materia organica.
Las mazorcas se caracterizan por tener forma de cuello de botella, en estado
inmaduro son de color verde y en la madurez presentan un color amarillo, sus
semillas son cilindricas de color parpura oscuro. El rendimiento de semilla es
de 1368 kg/ha (Figura 7b).

EET-96: denominacion original Porvenir-10, se adapta a una temperatura de 21
a 28°C con poca variacion entre el dia y la noche, suelo franco arcilloso-limoso
con buen drenaje. Las mazorcas presentan una base ancha, surcos profundos,
superficie rugosa, en estado inmaduro son de color verde y en estado maduro
verde amarillento, las semillas son cilindricas. El rendimiento de semilla es de
1140 kg/ha (Figura 7c).

EET-103: dominacion original Tenguel-25, adaptable a una temperatura de 21

a 28°C con poca variacion entre el dia y la noche, suelo franco arcilloso-limoso
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con buen drenaje. Sus frutos son ovoides, amelonados (superficie lisa, poco
rugosos), en estado inmaduro son de color verde y en la madurez amarillo. El
rendimiento de semilla es de 1330 kg/ha (Figura 7d).

Figura 7. Caracteristicas de las mazorcas de los clones de cacao a) CCN-51 b) EET-95 c)
EET-96 d) EET-103 (El productor, 2012).

2.6 Enfermedades fungicas del cacao

El cacao como cualquier vegetal es atacado por microorganismos que afectan
su produccién y calidad, y por consiguiente incrementan los costos de
produccion (Porras & Sanchez, 1991). En el Ecuador las enfermedades del
cacao causan mas pérdidas al agricultor que los insectos, llegando hasta el
80% (Phillips-Mora & Wilkinson, 2007), entre las principales enfermedades en

los cacaotales del Ecuador se sefalan:

2.6.1 Mazorca negra (P. palmivora)

Enfermedad conocida también como pudricion parda, atacando a todas las
partes de la planta: flores, hojas, ramas, tronco y raices, pero las mayores
pérdidas son por dafios al fruto presentandose en forma de manchas circulares
oscuras (Figura 8), extendiéndose rapidamente por toda la mazorca
(CORPOICA, 2010; Villavicencio, 2010).
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El mal manejo de la plantacién, exceso de sombra, mal drenaje y falta de
podas favorecen la presencia de la enfermedad sobre todo cuando se
presentan temperaturas bajas y lluvias mas frecuentes (Paredes, 2009).

Segun estudios moleculares indican que el centro de origen de este
microorganismo es Africa originado al momento de la introduccién de las
primeras plantas al continente hoy en dia la enfermedad se encuentra
distribuida por todo el mundo. (CORPOICA, 2010; ICA, 2012)

Figura 8. Sintoma de mazorca negra.

2.6.2 Escoba de bruja (M. perniciosa)

Enfermedad que se caracteriza por la proliferacion de yemas apicales y
axilares en ramas, afectan a flores, frutos, brotes nuevos, cojinetes flores
(Figura 9) produciendo hipertrofias y crecimientos anormales en la planta. De
igual manera provoca debilitamiento al arbol, y abortos de frutos cuando son
afectados en edades tempranas (Parra, Contreras & Pineda, 2008).

Figura 9. Arbol afectado por escoba de bruja (INIA, 2008).

Los frutos afectados presentan diferentes sintomas los mismos que dependen
del estado de desarrollo a la infestacién, pueden tomar forma de chirimoyas,

fresas o zanahorias (Figura 10a), en frutos enfermos de 1 a 4 meses de edad,

14



se presentan deformaciones, hinchazon (Figura 10b y 10c) y se forma un area
necrotica (Figura 10d) mas oscura que la ocasionada por la pudricion por
monilia, enfermedades fungicas relacionadas entre si (CORPOICA, 2010).

Las escobas producen estructuras reproductivas, con forma de pequefas
sombrillas, que producen millones de esporas. Estas son dispersadas por el
viento y la lluvia. Se ha comprobado que la enfermedad puede ser transmitida
por semilla por partes vegetativas de la planta, ya que el organismo se
establece en tejidos maduros por un tiempo mas o menos largo. Otra forma de
transmitir la enfermedad es por medio de la mazorca (ICA, 2012; Paredes,
20009).

Figura 10. Sintomas en frutos causados por M. perniciosa a) Fruto chirimoya; b) y c) Protuberancias; d)
Mancha chocolate.

2.6.3 Mal de machete (C. fimbriata)

La enfermedad puede destruir arboles enteros ocasionando pérdidas muy
altas. El hongo siempre infecta al cacao por medio de lesiones en los troncos y
ramas principales, los primeros sintomas son marchitez y amarillamiento de
hojas hasta que el arbol se seca completamente (Figura 11). El hongo se
disemina muy facilmente por lo que al realizar recoleccion de frutos, podas,
labores culturales en cacaotales con herramientas estas se deben desinfectar,
de igual manera evitar hacer dafio a los arboles durante la limpieza, poda y
remocion de chupones. Las ramas infectadas o los arboles enteros, muertos
por la enfermedad, deben retirarse del cacaotal y quemarse (FUNDESYRAM,
2013).
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Figura 11. Arbol infectado por Mal de machete.

2.7 Monilia (M. roreri)

2.7.1 Importancia econémica

Considerada la principal enfermedad del cacao al provocar lesiones tan
severas en el cacaotal. Ecuador y Colombia reportan pérdidas que van desde
el 16 hasta el 80%, siendo uno de los factores limitantes de mayor importancia
en la produccion de cacao a nivel nacional. Cuando la enfermedad llega a su
grado maximo de desarrollo se caracteriza por la presencia de una cubierta
blanquecina polvorienta en las mazorcas, las cuales se cubren de esporas, que
posteriormente se oscurecen. Esta enfermedad ataca especificamente a los
frutos de cacao en cualquier etapa de desarrollo, siendo mas susceptibles las
mazorcas jovenes (ANECACAO, 2006; Paredes, 2009).

La severidad de la enfermedad varia de una zona a otra, aspectos que
depende de las condiciones climaticas del sitio dénde se encuentre la
plantacién. En un cacaotal desatendido la monilia puede provocar la pérdida
total de la produccién lo que hace poco rentable aun en época de excelente
precio en el mercado. Por el contrario al realizar practicas de manejo en la
plantacién como control de malezas, podas, regulacion de sombra, eliminaciéon
de frutos enfermos y mejora de los drenajes entre otras practicas culturales la
pérdida en la produccion puede reducirse a menos del 8% (Porras & Sanchez,
1991; FHIA, 2012).

2.7.2 Origen y distribucién geografica.

En Ecuador la monilia fue descrita por primera vez en el afio de 1916, por J. B.

Rorer, considerando la regiéon de Quevedo como el centro de origen. Phillips
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(2006) demostr6 que en la zona de Antioguia, Colombia aparecié la
enfermedad a fines de siglo XVIIl. La enfermedad se encuentra en todos los
paises de Sudamérica donde se dedican al cultivo de cacao como son:
Ecuador, Colombia, Perd, Venezuela y Surinam; Brasil es el Unico pais que
hasta el 2012 no presentaba reportes de la enfermedad en plantaciones de
cacao. La monilia se la encuentra también en Panama, Costa Rica, Nicaragua,
Honduras, Guatemala, Belice y hasta el 2008 se conocié que México se vio
afectado por la enfermedad posiblemente introducida de Honduras (FHIA,
2012).

Conociendo la gran susceptibilidad de los genotipos comerciales de cacao, la
agresividad del patdégeno, su excepcional capacidad para sobrevivir en
diferentes condiciones ambientales y la rapida dispersion natural mediada por
el hombre, se considera que M. roreri es una gran amenaza para los

agricultores de cacao en el mundo (Phillips-Mora & Wilkinson, 2007).

2.7.3 Etiologia

Se conoce que el centro de origen del patégeno esta en la regidén nororiente de
Colombia. ElI agente causal de la moniliasis fue inicialmente llamado Monilia
roreri por Ciferri y Parodi (1933), dandole la siguiente clasificacion: clase:
Deuteromycetes, orden: Hyphales, género: Monilia y especie: M. roreri, filum
Ascomicota hongo anamorfico debido a la aparente ausencia de un estado
meiotico o de estructuras sexuales y sus similitudes morfolégicas con otros
fitopatogenos del género (Evans et al.,, 2003 citado por CORPOICA, 2010).
Evans et al. (1978) mediante el uso del microscopio observé caracteristicas de
Basidiomycetes, por lo que lo agrupd dentro de esta clase y se cred un nuevo
nombre: Moniliophthora roreri. Phillips-Mora (2003), mediante el uso de
técnicas moleculares confirmé que el hongo es un Basidiomycete.
Posteriormente, Aime y Phillips-Mora (2005) reafirmaron la ubicacion de M.

roreri dentro de la familia Tricholomataceae.

2.7.4 Taxonomia

Segun Bioscience (2004), este patdgeno se encuentra clasificado de la

siguiente manera:
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Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota

Clase: Basidiomycetes

Subclase: Agaricomycetidae

Orden: Agaricales

Familia: Marasmiaceae

Género: Moniliophthora

Especie: roreri

Nombres comunes de la enfermedad segun IDIAF, 2012:

Moniliasis del cacao, pudricion de fruto, pudricion acuosa del fruto, helada

mancha ceniza, enfermedad de Quevedo.

2.7.5 Ciclo de vida del hongo M. roreri

El agente causal de la monilia presenta un periodo de incubacién (largo) de 3
a 8 semanas de acuerdo a la edad del fruto, aunque el ciclo es mas corto en
climas calientes y humedos que en climas frescos. En dias de abundante lluvia
y calor los sintomas de la enfermedad aparecen a los 15 y 20 dias en frutos
tiernos. Se considera que la primera etapa (menor de 3 meses) de desarrollo
del cacao son las mas susceptibles a la infestacién del hongo el ataque es
intercelular y emite conidiéforos ramificados para propagarse en la parte interior
del tejido; produce nuevas hifas infectivas torndndose el hongo intracelular
alcanzando de esta manera su forma adulta, e iniciando la manifestacion de los

sintomas en la mazorca.

A los dos o tres dias aparecen manchas color café, dependiendo de las
condiciones climéticas se producen esporas, las mismas que se desprenden y
son facilmente transportadas por el viento, dando inicio un nuevo ciclo en
mazorcas sanas. Después de la destruccion total de los tejidos, pasado los

cuatro meses pocas mazorcas se puede aprovechar ya que la enfermedad
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alcanzé la madurez momificando las mazorcas (Ayala, 2008; Phillips Mora &
Cerda, 2009; Torres, 2010) (Figura 12).

Investigaciones del ICA entre 1960 y 1980 sobre etiologia, epidemiologia y
control de la moniliasis, resaltan que los conidios sélo germinan en presencia
de una pelicula de agua, con mayor germinacion cerca de los 24°C
(CORPOICA, 2010).

Cosecha
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hospedero
v colonizado

//>

Penetraciony
colonizacion

Sobrevivencia

Residuos de cosecha

Fruto infectado mostrando (mazorcas contaminadas)

los signos y sintomas de la
enfermedad

Produce toxinas
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del hospedero

Diseminacion

Deposicion

Realizada principalmente por el viento y
salpicaduras de lluvia (dentro de la
misma planta o hacia otras)

Frutos sanos

Figura 12. Ciclo de vida del vida del hongo M. roreri (Evans, 1978).

En condiciones de campo, la enfermedad se ha encontrado sélo sobre frutos,
artificialmente se han logrado infecciones sobre plantulas y primeros estadios
foliares (Evans, 2007). La susceptibilidad de los frutos es inversamente
proporcional a su edad, es decir que a mayor edad menor susceptibilidad. Es
por tal motivo que en frutos menores a dos meses, la enfermedad ya se
manifiesta con pequefios abultamientos o gibas en la superficie de la mazorca;
sintomas tipicos de la monilia. Después de la giba, se desarrolla una mancha
café y sobre esta mancha aparece el micelio; a partir de los tres a siete dias
comienzan aparecer esporas de color crema, las cuales se dispersan con el
viento. El hongo vuelve a infectar a frutos sanos o del mismo arbol, sélo en un

centimetro cuadrado de la superficie de un fruto afectado, pueden contarse
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desde 7 hasta 43 millones de conidios, siendo necesaria un solo conidio para

dar inicio a la enfermedad (Torres, 2010; Villavicencio, 2010) (Figura 13).

Otro sintoma comun de la monilia es la apariencia de madurez prematura del
fruto, provocando un cambio de color en las mazorcas, las cuales aparentan
una madurez normal en frutos que no tienen tamafio ni edad de cosecha, el
dafo que esta enfermedad produce con méas severidad es en las almendras sin

importar el estado fenolégico del fruto (FHIA, 2012).

Figura 13. Sintomas y signos de M. roreri (a Deformaciones — Gibas; (b Maduracion prematura-puntos
aceitosos; (¢ Manchas irregulares; (d Pudricion de almendras; (e Micelio del hongo sobre la mancha, etapa
contagiosa; (f Fruto momificado (FUNDESYRAM, 2014).

2.7.6 Epidemiologia

Estudios demostraron que las infecciones de esta enfermedad son favorecidas
por condiciones de alta humedad relativa y temperaturas, transportando
facilmente las esporas que se producen sobre mazorcas enfermas por el viento
y otros agentes, incluidos los seres humanos, hacia otras mazorcas donde

reinician la infeccion (Enriquez & Soria, 1978).

La moniliasis, se desarrolla de 0 a 1520 msnm, con precipitacion anual de 780
a 5.500 mm, temperatura promedio anual de 18,6 a 28°C. Se le considera un
patogeno agresivo y excelente invasor de regiones geograficas al presentar un
alto potencial de dispersion y una amplia plasticidad ecoldgica, es decir el
nivel de adaptacién a diferentes ambientes (Evans, 2002; Phillips-Mora, 2003;
Phillips-Mora, 2006).
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2.7.8 Rango de hospederos

M. roreri ha sido reportado solamente en especies de los géneros Theobroma y
Herrania. Rorer en 1918 report6 el ataque de frutos de T. bicolor y H. balaensis
en Ecuador. Baker et al. (1954) reportaron infecciones en T. gireli. Ademas,
Evans (1981) reporto6 infecciones de M. roreri en T. mammosum, T. simiarum,
T. sylvestre, T. angustifolium, H. nitida, H. pulcherrima. Posteriormente,
Enriquez y Soria (1981) identificaron el patégeno en T. grandiflora y H.
purpurea (Cuhn, 2006).

2.7.9 Métodos de control

Se conoce que la presencia de monilia en el cultivo de cacao es a causa de la
deficiente ejecucion de practicas culturales, el control de esta enfermedad es
relativamente facil, pues se conoce que a M. roreri le benefician las condiciones
humedas, la oscuridad, el entrecruzamiento de las ramas dentro del mismo
arbol o entre arboles vecinos, por lo que su control se basa principalmente en
un buen manejo de la plantacién evitando condiciones favorables para el
desarrollo del hongo. Asi para un buen control se necesita atender la plantacion
con mayor eficiencia (FHIA, 2012; Porras, 2012).

2.7.9.1 Control cultural segun CORPIOCA, 2010 y Porras,
2012

Entre las practicas de cultivo que conducen a una modificacion del ambiente,
tornandolo inapropiado para el desarrollo de la enfermedad, se destacan las

siguientes:

a. Podas

Se realiza al menos dos veces al afio para mantener las ramas y el tronco libre
de brotes, chupones y de ramillas entrecruzadas dentro del arbol o entre
arboles vecinos. También se puede realizar podas suaves donde se despunta
las ramas eliminando chupones. De esta manera se contribuye a mantener un
ambiente seco y fresco permitiendo una buena circulacién de aire y facilitando

la ejecucion de otras labores.
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b. Regulacion del sombrio permanente

Esta practica conjuntamente con la poda en los arboles de cacao permite una
apropiada entrada de luz a la plantacion, y una buena circulacion de aire,
favoreciendo el escape del vapor de agua. La regulacién de la sombra también
permite un uso mas eficiente de la luz solar y por ende realizar una mejor

fotosintesis.
c. Adecuado sistema de drenaje

Es indispensable realizar drenajes para evitar encharcamientos del agua lluvia

y evitar humedad dentro del ambiente de plantacion.
d. Control de malezas

Eliminar malezas del cacaotal facilita la libre circulacion del aire, contribuyendo
a un ambiente equilibrado, evitando la condensacion del rocio durante las

noches ya que esta favorece la germinacion de las esporas en el fruto.
e. Remocion de frutos enfermos

En épocas de lluvia se debe eliminar del arbol los frutos enfermos con
cualquiera de los sintomas, practica que se realiza al menos dos veces por
semana, evitando que se conviertan en fuente de infeccion de los nuevos frutos
gue se desarrollan en el mismo &rbol o arboles vecinos. Esta actividad se debe
realizar minuciosamente para ir detectando cualquier fruto con sintomas aun en
estado inicial. Los frutos enfermos que se remueven y caen se los deja ahi para

gue se descompongan debido a la actividad de los microorganismos del suelo.

2.7.9.2 Control quimico

El uso de fungicidas ha sido sugerido para controlar la moniliasis del cacao en
diversos lugares, sin embargo son poco efectivos y costosos, lo cual determina

gue este método sea poco apropiado.

Los primeros intentos para el control quimico de las enfermedades de los frutos
de cacao, en el Ecuador, principalmente de la monilia, se realizaron por Rorer

(1918) con la aspersion de caldo bordelés, en diferentes formulaciones, pero
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sin obtener resultados convincentes, por lo que se considerd inconveniente su

aplicacion (Ayala, 2008; Villavicencio, 2010).
2.7.9.3 Control biolégico

Uno de los enfoques mas exitosos del manejo integrado de plagas sin quimicos
es el control biolégico, considerado valioso en los programas de manejo
integrado de plagas (MIP). Sin embargo, el control biolégico o biocontrol surgio
hace pocas décadas con el desarrollo del MIP como una préctica eficiente para
el manejo de plagas o enfermedades (Peshin & Dhawan, 2009).

En los ultimos afios se ha demostrado el gran potencial de hongos y bacterias
enddfitos para el control de la moniliasis. Los microorganismos mas
importantes se encuentran las bacterias de los géneros Pseudomonas y
Bacillus, asi como hongos de los géneros Gliocladium y Trichoderma. Los
hongos endofiticos son habitantes de los tejidos internos de las plantas, sin
causar dafio aparente y existen en una relacion que puede ser considerada
como simbiosis mutualistica (SENASA, 2003 citado por Villavicencio, 2010;
Suarez & Rangel, 2014).

2.7.9.3 Control por medio de resistencia genética

Los cultivares de T. cacao presentan diferencias en la susceptibilidad a M.
roreri, lo que indica que dentro de esta especie existe resistencia al hongo. No
se ha descubierto material inmune a M. roreri. Pruebas realizadas en Ecuador,
Colombia, Costa Rica y Honduras han permitido encontrar cultivares (clones o
hibridos) que muestran menor nimero de mazorcas infectadas, o si son
infectadas la severidad de la enfermedad es menor (dafios internos o
externos). Ejemplo de los cultivares son los clones: UF-273, UF-712, PA-169,
ARF-22, EET-75, EET-233, UF-296, IMC-67, entre otros (FHIA, 2012).

2.8 Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

Van der Plank (1963) propuso una modificaciéon al modelo epifitiolégico de
puntos multiples, en el cual el ABCPE fue usada como descriptor de la epifitia
vegetal, basada en la determinacion de las pérdidas de diferentes cultivos

afectados por agentes fitopatdgenos. Esta variable, relaciona las pérdidas de
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los cultivos con las sumas de enfermedades, durante un periodo de tiempo
dado en un periodo especifico del crecimiento del cultivo Shaner y Finney
(1977). A su vez lograron definir mateméticamente la formula que actualmente
se utiliza para su calculo. Para determinar el ABCPE, se puede hacer mediante
el método del punto medio o mediante el método de integracion trapezoidal en
dos intervalos de tiempo dados (Campbell y Madden, 1990). Generalmente, se
utiliza en epifitias de corta duracién, que se presentan de forma tardia durante
el crecimiento del cultivo. A medida que menor es los intervalos de tiempos en
los cuales se evalla la epifitia, mayor exactitud se logra del ABCPE. Esta
variable asume, que el dafio al huésped es proporcional a la cantidad de tejido

enfermo y a la duracion de la enfermedad.
2.9 Conservacion de hongos filamentosos segtn Angel (2006)

2.9.1 Métodos para la conservacion a largo plazo
Estos métodos son considerados los mejores, porque con ellos se paraliza el
crecimiento y el metabolismo de las células microbianas sin que mueran.
Garantizando asi al maximo la estabilidad genética de la especie que se desea
conservar. Sin embargo, durante la fase preparatoria del material biolégico que
se desea crioconservar, no se puede descartar la posibilidad que se originen
cambios genéticos. Entre las técnicas de conservacion pertenecientes a este

grupo estan la liofilizacion y la criocongelacion.

2.9.1.1 Liofilizacién

Por este método, se puede preservar a largo plazo bacterias, hongos,
levaduras y virus, siendo introducido en 1903 cuando Vansteenberghe liofilizo
el virus de la rabia sobre acido sulfurico en condiciones de vacio. El principio
basico para hongos es congelar la suspension conidial y remover el agua por
sublimacién mediante vacio. El periodo de viabilidad para algunos hongos

conservados bajo este método es de hasta 23 afios.

2.9.1.2 Criocongelacion

Mediante este método, los microorganismos pueden ser preservados entre -5
a -20°C por 1 a 2 afos en cultivo, en caldo o en suspensiones celulares

utilizando viales. Para los procesos de profunda congelacién se requieren
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crioprotectores como el glicerol o dimetil sulfoxido (DMSO), cuando la
criocongelacion es a -70°C o en nitrogeno liquido de -156 a -196°C. Con
cultivos en caldo se toman de la mitad o pasada la fase logaritmica del
crecimiento y mezclado con un volumen igual de 10 a 20% (v/v) de glicerol 6
de 5a 10% (v/v) de DMSO.

Lo mejor es conservar en tubos cerrados o sellados, que contengan las
células microbianas, sumergidos en nitrégeno liquido, que tiene una
temperatura aproximada de -196°C, o bien en la fase gaseosa del nitrégeno
liguido, con una temperatura de -140°C. Se pueden emplear sustancias
crioprotectantes, que protejan del dafio a las células microbianas en el
momento de la congelacién entre esas se encuentra el glicerol a una
concentracion del 15 al 20%, o a la vez se puede utilizar dimetilsulféxido,
leche descremada y carbohidratos como glucosa, lactosa, sacarosa, inositol,
etc. En su elecciéon influye el tipo de microorganismos que se desea

conservar.

2.9.2 Métodos a corto plazo

Son métodos que ayudan al mantenimiento de las cepas, generalmente para el

uso frecuente donde se requiere la cepa activa.

2.9.2.1 Conservacion por suspensidén en agua destilada

Es un método alternativo que da altos porcentajes de viabilidad en especies de
Phytophthora, Pythium, ascomicetos, basidiomicetos y hongos mitosporicos;
alcanzando viabilidad entre 2 y 7 afios. Esta conservacion consiste en
suspender en agua estéril conidias, esporas, esclerocidos, entre otros, los
resultados obtenidos muestran altos porcentajes de viabilidad en periodos a

veces superiores a 5 afios.

2.9.2.2 Conservacion con aceite mineral

El aceite mineral esta compuesto de aceite lubricante producido a partir del
petréleo o de la hulla. Este método, consiste en recubrir con aceite mineral
estéril un cultivo que se encuentre en condiciones Optimas de crecimiento

micelial y esporulacion, generalmente se utiliza aceite mineral de alta calidad
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de grado medicinal, esta técnica disminuye la deshidrataciéon del medio, retarda
la actividad metabdlica del cultivo por la reduccion de la tension del oxigeno
ademas de reducir la infestacion por acaros. Este método es aplicable a formas
no esporuladas o estrictamente miceliales, para las cuales la liofilizaciéon o la

criopreservacion no pueden ser utilizadas.
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Capitulo 1l

3. Materiales y métodos

3.1 Localizacion y duracion del experimento.

El trabajo experimental se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Estatal Amazonica, ubicada en el Km. 2 ¥ Via Napo (Paso lateral)

provincia de Pastaza, parroquia Puyo.

Con una duracién de trabajo en el laboratorio de 180 dias, sistematizacion e
interpretacion de la informacion obtenida, correspondiente al periodo de Junio
2014 a Marzo 2015.

La ubicacion geogréfica fue levantada directamente con un GPS.

Coordenadas geograficas: 1°27°42” S
78°01°’53,6” O
Altitud: 935 m.s.n.m

3.2 Condiciones meteoroldgicas.

En el laboratorio la temperatura fue controlada a 24°C y una humedad relativa
del 85%.

3.3 Materiales y equipos
3.3.1 Fisicos

Tijeras de podar (PRETUL), balde plastico de capacidad 50 litros, papel
periédico, pinzas metélicas, Erlenmeyer de 100 mL, 500 mL y 1000 mL
(CITOGLAS), cajas petri de dimensién 100 x 15 mm, asa de inoculacion,
sacabocados de 4,30 mm y 3,70 mm, lampara de alcohol, cuchillo
(TRAMONTINA), vasos de precipitacion de 50 mL, 250 mL y 600 mL (OBEROI
uk), probeta de 250 mL, bandejas plasticas, gasa, tubos eppendorf de 2cc,
parafiim (BEMIS®), papel filtro, micro pipeta (SOCOREX SWISS 10-100 ul),
bolsas herméticas con cierra facil (16,5 cm x 14,9 cm), vaso plastico de

licuadora de 250 mL, termOometro de -10°C, goteros plasticos, espatula
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metélica, marcadores permanentes, camara de Neubauer, atomizador plastico,

gradilla plastica para eppendorf, registro de datos.

3.3.2 Bioldgicos (Material experimental)

Mazorcas pequeiias de aproximadamente 10 cm de largo de cacao cultivar
Nacional, clones CCN-51 EET-95, EET-96, EET-103 y aislados monosporicos

de M. roreri.

3.3.3 Equipos

Autoclave (Wisd LABORATORY INSTRUMENTS), cdmara de flujo laminar
(LABCONCO), incubadora (MEMMERT IN 110), camara fotografica (SONY),
refrigerador (INDURAMA), pHmetro (HANNA), plato agitador magnético (IKA C-
MAG HS 7), balanza analitica (22 ADAM), ultra congelador (WUF-D300; Wisd),

microscopio trinocular (MEIJI), computador portatil (Hp).

3.3.4 Insumos

Agua destilada estéril, glicerol al 15% (v/v), alcohol al 70% (v/v) y 90% (v/v),
medio de cultivo liquido Difco™ Potato Dextrose Broth (Codigo: 254920), medio
de cultivo semi sélido VBMAA.

3.3.5 Software estadistico

El procesamiento estadistico de las variables utilizadas en este trabajo, se
realiz6 mediante el paquete estadistico IBM SPSS Statistic version 21.0 para

Windows.
3.4 Factor de estudio

El factor en estudio para la investigacion fue la caracterizacion patogénica y la

agresividad de aislados de M. roreri.
3.5 Analisis estadistico

Para el andlisis, comparacion y procesamiento de datos del Area Bajo la Curva

del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) se utilizé la prueba de Dunnet.

De igual manera se utilizé la prueba no paramétrica de Kruska Wallis

complementada con la prueba de Mann Whitney para determinar la respuesta
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de cinco genotipos de cacao en base al valor del ABCPE hasta los 10 dias

posteriores a la inoculacion artificial de sus mazorcas.
3.6 Variables

Las variables independientes de la investigacion correspondieron a la
patogenicidad y la agresividad de los aislados M. roreri, mientras que las
variables dependientes fueron severidad externa e interna, asi como el ABCPE
(Tabla 1).

Tabla 1. Variables empleadas en la investigacion

Variables Variables o .
_ _ _ Descripcion de la variable
independientes dependientes
Niveles de infestacion de Ia
enfermedad siguiendo lo
recomendado por Sanchez (1982),
Severidad interna | mediante una escala

sintomatolégica de 0 a 5, sobre

Caracterizacion mazorcas sanas; tiempo de

patogénica evoluciéon de la enfermedad.

Basada en la experiencia externa
Severidad externa | ¢ fruto y los signos del patégeno,
utilizando la escala propuesta por
Brenes, 1983.

En base a una escala diagramatica
propuesta por Brenes (1983). Para
Agresividad de los determinar el ABCPE, se utilizo la
_ _ ABCPE
aislados de M. roreri férmula propuesta por Shaner y
Finney (1977) usando el método de

integracion trapezoidal.
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3.7 Manejo del experimento

3.7.1 Analisis de la zona de estudio.

Para la investigacién se usaron los aislados de la coleccion de cultivo de M.

roreri de la Universidad Estatal Amazdnica procedentes de 3 provincias

amazonicas (Tabla 2 y Figura 14).

Tabla 2. Sitios donde se

realizé la recoleccion de las mazorcas enfermas de cacao e identificacion de

aislados
AISLADO FINCA | PROPIETARIO | PROVINCIA CANTON PARROQUIA SECTOR EDAD
(afios)
Colonia
CC-UEA-Mrl1.6 1 Sr. Carlos Napo Tena Ahuano Bolivar 7
CC-UEA-Mrl.16 Pozo
CC-UEA-Mr1.29
CC-UEA-Mr2.7 2 Sr. Cesar Napo Tena Ahuano Ahuano 8
CC-UEA-Mr2.12 Dahua
CC-UEA-Mr2.15
CC-UEA-Mr5.3 5 Sra. Mariana Napo Arosemena Arosemena Arosemena 7
CC-UEA-Mr5.16 Rodriguez Tola Tola Tola
CC-UEA-Mr5.17
CC-UEA-Mr6.10 6 Pto. Napo Tena Misahualli - 7
Misahualli
CC-UEA-Mr7.13 Sr. Wilson Pastaza Arajuno Arajuno Hushifio las
CC-UEA-Mr7.16 7 Avilez pefias del 8
CC-UEA-Mr7.17 pozo
CC-UEA-Mr7.20
CC-UEA-Mr7.28
CC-UEA-Mr8.9 Sr. Patricio Morona Palora 16 de La
CC-UEA-Mr8.10 8 Carrefio Santiago Agosto Comanche 5
CC-UEA-Mr8.11
CC-UEA-Mr8.19
CC-UEA-Mr8.20
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Simbologia

¥,

Simbologia

D Limite internacional
[ Region Amazénica
I:I Regién Costa
[ Region Sierra
Regién Insular

A

Figura 14. Lugares de procedencia de los aislados. Proyeccién del mapa UTM, Datum WGS 84,
Zona 18 sur. A) Ecuador, B) Provincias amazénicas, C) Sitios de procedencia de lo aislados.
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3.7.2 Evaluacién de la patogenicidad y agresividad de los
aislados de M. roreri en un ensayo monociclico en condiciones
controladas (Phillips, 1986).
Este estudio se realizé con el fin de determinar la capacidad infectiva de 20
aislados de M. roreri sobre mazorcas sanas del cultivar Nacional de cacao asi
como para comprobar los sintomas y su correspondencia con lo observado en
condiciones naturales. Los aislados utilizados pertenecen a la Coleccién de
Cultivo de M. roreri de la Universidad Estatal Amazonica.

3.7.2.1 Preparacion del material vegetal

Se utilizaron diez mazorcas por aislamiento y diez mazorcas sin incubar como
control, requiriéndose un total de 210 mazorcas pequefias de
aproximadamente 10 cm de largo de cacao Nacional. La colecta de las
mazorcas para el experimento se realizé en el Centro de Investigacion,
Posgrado y Conservacion de la Biodiversidad Amazoénica (CIPCA) de la
Universidad Estatal Amazénica, procedentes de un sistema agroforestal con
manejo organico. Para su transporte, las mazorcas fueron envueltas con papel

periédico humedecido y colocadas en un recipiente plastico.

Una vez en el laboratorio los frutos de cacao fueron lavados con agua
corriente durante 5 min, luego se desinfectaron con alcohol al 70% cada una
durante 3 min y posteriormente fueron enjuagadas con agua destilada estéril

por 2 min.

3.7.2.2 Preparacion del medio.

Para el crecimiento del micelio de los aislados de M. roreri, se emple6é medio de
cultivo liquido, Difco™ Potato Dextrose Broth para lo cual se utilizé 250 mL de
medio liquido por aislado. El pH se ajusté a 5,8. Se distribuyeron 50 mL de
medio liquido en los erlenmeyers de 100 mL. Se esterilizaron en autoclave, a
una temperatura de 121°C y 1 atmésfera de presion por 15 min. Se dej6 enfriar
el medio de cultivo, dentro de la camara de flujo laminar se procedié a sembrar
un disco de micelio con la ayuda de un sacabocados de 3,70 mm de diametro.
Los erlenmeyers, se colocaron en una incubadora a 27°C y se mantuvieron
durante 12 dias (Figura 15).
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Figura 15. Preparacion del medio de cultivo PDB.

3.7.2.3 Preparacion de la suspensién del micelio.

Transcurridos los 12 dias de inoculacion, se colectdé el micelio dentro de la
camara de flujo laminar. ElI micelio colectado de cada aislado se unié en un
vaso plastico de licuadora de 250 mL de capacidad y se homogenizd el
contenido con la ayuda de la licuadora marca Oster®, durante 2 min (Figura
16). El homogenizado micelial, se filtr6 por cuatro capas de gasa estéril.
Posteriormente se determino la concentracion de micelio filtrado en la camara
de Neubauer, la misma que fue ajustada a una concentracion aproximada de
1.2*10°ufc.mL™.

Figura 16. Preparacion de la suspensién del medio.
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3.7.2.4 Inoculacién

En la camara de flujo laminar, con la ayuda de una micro pipeta se tomé 0,5 mL
de solucién y se colocé en la mazorca. Una vez inoculadas y secas, las
mazorcas fueron ubicadas en bolsas de polietileno herméticas (16,5 cm x 14,9
cm) con papel filtro humedecido con 25 mL de agua destilada estéril. El objetivo
de esta labor fue proveer, de una pelicula de agua, condicién indispensable
para que ocurra la infeccidén. Las bolsas fueron incubadas a 27°C durante 3
semanas. El papel filtro se retir6 48 horas después de la inoculacién con la

ayuda de una pinza (Figura 17).

Figura 17. Inoculacién de las mazorcas de cacao.

3.7.2.5 Evaluacion.

Para evaluar la patogenicidad y agresividad se determind la presencia o
ausencia de sintomas sobre las mazorcas inoculadas asi como la magnitud del
dafio causada, por cada aislado. Para esto se utilizaron las siguientes

variables:

a. Severidad externa: basada en la apariencia externa del fruto, los sintomas y
signos inducidos por la incubacion de los aislados sobre las mazorcas de

cacao, utilizando la escala propuesta por Brenes (1983) (Tabla 3).
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Tabla 3. Escala de valoracion de severidad externa propuesta por Brenes (1983)

o Correspondencia
Escala | Caracteristicas _
visual

Grado O Fruto sano

Grado 1 Puntos aceitosos

Grado 2 Tumefaccién o
clorosis
Grado 3 Mancha oscura
(necrosis)

Grado 4 Micelio hasta un
25% de la mancha

Grado 5 | Micelio en méas del
25% de la mancha

35



b. Severidad interna: basada en el porcentaje de necrosis interna observada
en el fruto cuando este sea cortado longitudinalmente y medido con relacion a
la escala desarrollada por Sanchez, et al (1987) (Tabla 4).

Tabla 4. Escala de valoracién de severidad interna propuesta por Sanchez et al., (1987)

Escala Caracteristicas Correspondenma
visual
Grado 0 Cero area necrosada
- 0, A
Grado 1 1-20% del area
necrosada
- 0, A
Grado 2 21-40% del area
necrosada.
- 0, A
Grado 3 41-60% del area
necrosada
61-80% del area
Grado 4 necrosada.
o ;
Grado 5 100% del area
necrosada
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c. Indice de infeccion: propuesto por Townsend y Heuberger, 1943.

1= "nb+(N -1)T x100

Dénde n= numero de porcidon de cada mazorcas en cada nivel, b= valor de
severidad acorde con la escala evaluativa, N= nimero de niveles de la escala,
T= numero total porciones (parte basal, parte media y parte distal de la

mazorca) por cada mazorca inoculada.

d. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE): Se calcul6

mediante la féormula propuesta por Shaner and Finney (1977):

n—1

4+
ABCPE :Z(%](zm 1)

i

Donde y; representa el indice de infeccion (severidad), en diferentes momentos

de evaluacion (t). Las evaluaciones fueron realizadas diariamente

3.7.3 Conformacion de una coleccién de aislados de M. roreri

Los aislados de M. roreri fueron sembrados en cajas petri que contenian medio
de cultivo semi solido VBMAA. Transcurridos 15 dias de su crecimiento, se
procedio a conservarlos. Se utilizaron 20 tubos eppendorf de 2 mL por aislado.
En autoclave, se esterilizé 400 eppendorf, 200 mL de agua destilada, y 200 mL
de glicerol al 15% a una temperatura de 121°C y 1 atm por 15 min. Dentro de la
camara de flujo laminar se procedi6é a colocar 1 mL de agua destilada estéril en
10 eppendorf y en los 10 restantes se colocd 1 mL de glicerol al 15%.

Con la ayuda de un sacabocados de 4,30 mm de diametro se coloco tres
discos de micelio en cada eppendorf y se los sellé con parafilm. Se procedié a
conservar 5 muestras en glicerol y 5 muestras en agua estéril de cada aislado a
una temperatura de -4°C en refrigerador y las diez muestras restantes de cada
aislado (5 muestras en glicerol y 5 muestras en agua estéril) en el ultra
congelador a una temperatura de -80°C. Ademas, se conservaron dos cajas
petri de cada aislado a una temperatura de -4°C en refrigerador y en la
incubadora a una temperatura de 27°C.
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Prueba de viabilidad.

Se realiz6 con el fin de evaluar la estabilidad morfologica, viabilidad y pureza
de los aislados que fueron conservados a valores de temperaturas diferentes

(-80°C, -4°C, 27°C) en dos soluciones (agua estéril y glicerol al 15%).

Se preparé medio semi solido VBMAA, el mismo que fue colocado en cajas
Petri previamente rotuladas. Transcurrido 24 horas se procedié a sembrar un
disco de micelio con la ayuda de un sacabocados de 3,70 mm de diametro,
realizando 10 repeticiones de cada aislado conservado. La evaluacion del

crecimiento micelial de los aislados se realizé diariamente.

3.7.4 Determinacion de la respuesta de genotipos de cacao

frente a la inoculacion artificial de M. roreri en un ensayo

monociclico.
Este estudio se realizd con el fin de determinar la capacidad infectiva de los
aislados CC-UEA-Mr 6.10, CC-UEA-Mr 1.6, CC-UEA-Mr 7.13, CC-UEA-Mr 2.7
de M. roreri (siendo los que mejor respuesta presentaron en las pruebas de
patogenicidad y conservacion) sobre mazorcas sanas de cultivar Nacional,
clones: CCN-51, EET-95, EET-96, EET-103 de cacao asi como para
comprobar los sintomas y su correspondencia con lo observado en condiciones

naturales.

La metodologia empleada, es la utilizada en el objetivo especifico uno:
Evaluacion de la patogenicidad y agresividad de aislados de M. roreri en
mazorcas de cacao (T. cacao) precedentes de tres provincias amazonicas-
Ecuador. Utilizando como material vegetal quince mazorcas por aislado, diez
mazorcas inoculadas con el aislado, tres mazorcas inoculadas con agua estéril
y dos mazorcas sin inocular como control, requiriéndose un total de 75
mazorcas pequefias de aproximadamente 10 cm de largo de cacao. Para la
preparacion de la suspension del micelio, se colect6 los cuatro aislados (CC-
UEA-Mr 6.10, CC-UEA-Mr 1.6, CC-UEA-Mr 7.13, CC-UEA-Mr 2.7) en un vaso
plastico de 250 mL de capacidad y se homogenizé el contenido con la ayuda

de la licuadora durante 2 min.

38



Capitulo IV

4. Resultados y discusién

4.1 Evaluacién de la patogenicidad y agresividad de aislados de M.

roreri en mazorcas de T. cacao.
Los 20 aislados de M. roreri fueron patogénicos, capaces de reproducir los
sintomas caracteristicos de la moniliasis, en los frutos inoculados de cacao
Nacional. Estos fueron similares a los observados en condiciones naturales en
campo en donde el periodo de incubacion es de 3 a 8 semanas de acuerdo a
la edad del fruto, mientras que a nivel del laboratorio los sintomas se
desarrollan con mayor velocidad (en un periodo de 12 dias). Coincidiendo con
lo reportado por Ampuero, (1967); Suérez, (1971); Barros, (1977) vy
Villavicencio, (2010).

Severidad externa.- Se realiz6 la evaluacion diaria de las mazorcas inoculadas
en donde se evidencio los siguientes sintomas: al dia dos de la inoculacion se
manifiesta el grado 1 (puntos aceitosos), el dia cinco presenta grado 2
(tumefacciones o clorosis). En el dia siete se observéo grado 3 (mancha
necrotica). En la evaluacion realizada al dia 11 se observo grado 4 (micelio
hasta en un 25% de la mancha), y al dia 12 grado 5 (micelio en méas del 25 %
de la mancha) en la mayoria de los aislados, excepto para CC-UEA-Mrl.6,
(Napo-Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr2.7 (Napo — Ahuano), CC-UEA-Mr6.10
(Napo- Puerto Misahualli), CC-UEA-Mr7.13 (Pastaza- Hushifio), aislados que
manifestaron los sintomas de grado cinco a los 8 dias, esto coincide con lo
reportado por Villavicencio (2010), quién observa el primer periodo de
evaluacion a los ocho dias después de la inoculacién, de diez aislados
procedentes de la costa ecuatoriana, mostraron una mayor virulencia en
comparaciéon con los demas aislamientos, evidenciando su capacidad para
producir enfermedad y sintomas mas severos (necrosis mas esporulacién en

un area mayor de la cuarta parte de la superficie necrética).

A los 15 dias los sintomas expresados en las mazorcas por los aislamientos
inoculados, se comportaron uniformemente en el transcurso de los dias y no

se observo diferencia entre ellos (Figura 18).
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Figura 18. Severidad externa acorde con la escala de Brenes (1983) del dafio ocasionado por aislados
de M. roreri en ensayo monociclico. a) puntos aceitosos (dos dias) b) tumefaccion o clorosis (cinco
dias) c) mancha necrética (siete dias) d) micelio en un 25% de la mancha (once dias) e) micelio en
mas del 25% de la mancha (doce dias).

Severidad interna.- Los primeros sintomas internos se manifestaron a los
cinco dias de la inoculacion se observé grado 1 (1-20% area necrosada), a los
siete dias se manifestd grado 2 (21-40% é&rea necrosada), a los nueve dias
present6 grado 3 (41-60% éarea necrosada), a los 11 dias se observo grado 4
(61-80% area necrosada) y a los 15 dias la mazorca se encontré infectada
completamente grado 5 (100% area necrosada). En relacion a esta variable en
la literatura cientifica no se ha encontrado referencias previas al uso de la
misma para determinar la severidad interna de aislados de M. roreri, lo cual
implica un aporte del presente trabajo para enriquecer la caracterizacion

patogénica de este hongo (Figura 19).

Figura 19. Severidad interna acorde a la escala de Sanchez (1987) del dafio ocasionado
por aislados de M. roreri en ensayo monociclico a) grado 0 b) grado 1 c) grado 2 d) grado 3
e) grado 4 f) grado 5.
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Agresividad.- Para determinar la agresividad se realiz6 la evaluacion diaria de
las mazorcas inoculadas observandose que los aislados CC-UEA-Mr6.10
(Napo- Puerto Misahualli), CC-UEA-Mr1.6 (Napo-Colonia Bolivar), CC-UEA-
Mr7.13 (Pastaza- Hushifio), CC-UEA-Mr1.16 (Napo-Colonia Bolivar), CC-UEA-
Mr8.11 (Morona Santiago — La Comanche), CC-UEA-Mr7.17 (Pastaza-
Hushifio), CC-UEA-Mr2.7 (Napo — Ahuano), fueron los que mostraron los
mayores valores de ABCPE, siendo los més agresivos. Donde el aislado CC-
UEA-Mr6.10 (Napo — Puerto Misahualli) fue el que mayor valor mostré6 mientras
gue el aislado CC-UEA-Mr7.20 (Pastaza — Arajuno) reflejé los menores valores
del ABCPE (Tabla 5).

Tabla 5. Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad 1 — 10 dias con intervalo continuo.

Aislados Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mr6.10 550 181,5 a
CC-UEA-Mrl1.6 474 173,9 ab
CC-UEA-Mr7.13 520 163,5 ab
CC-UEA-Mrl1.16 426 157,1 abc
CC-UEA-Mr8.11 412 144,3 abcd
CC-UEA-Mr7.17 412 139,3 abcd
CC-UEA-Mr2.7 382 127,5 abcdef
CC-UEA-Mr2.12 340 124,5 bcdef
CC-UEA-Mr8.20 320 110,8 bcdef
CC-UEA-Mr8.10 320 110,3 bcdef
CC-UEA-Mr8.19 324 107,1 bcdef
CC-UEA-Mr5.3 328 100,5 bcdef
CC-UEA-Mr5.17 278 92,1 cdef
CC-UEA-Mr8.9 250 81,6 cdef
CC-UEA-Mr7.28 256 79,1 cdef
CC-UEA-Mr2.15 232 68,1 def
CC-UEA-Mr1.29 232 67,3 def
CC-UEA-Mr7.16 226 67,3 ef
CC-UEA-Mr5.16 210 58,5
CC-UEA-Mr7.20 188 55,7

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segin la prueba de Dunnet p <0,05 (n=10)
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En el caso de los aislados CC-UEA-Mr6-10 (Napo - Puerto Misahualli), CC-
UEA-Mr1.16 (Napo-Colonia Bolivar), CC-UEA-Mrl1.6 (Napo-Colonia Bolivar),
CC-UEA-Mr7.13 (Pastaza - Hushifio), CC-UEA-Mr7.17 (Pastaza - Hushifio) y
CC-UEA-Mr2.7 (Napo - Ahuano) no difieren estadisticamente en agresividad a
los 6 dias, siendo el aislado CC-UEA-Mr6-10 (Napo - Puerto Misahualli) el que
mayor valor de ABCPE obtuvo, y el aislado CC-UEA-Mr7.20 (Pastaza -
Hushifio) presentd el menor valor (Tabla 6).

Tabla 6. Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad 1 — 6 dias con intervalo continuo.

Aislados Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mr6.10 202 174,7 a
CC-UEA-Mrl.16 132 166,7 ab
CC-UEA-Mr1.6 134 163,5 ab
CC-UEA-Mr7.13 196 161,1 ab
CC-UEA-Mr7.17 128 130,5 ab
CC-UEA-Mr2.7 132 125,7 ab
CC-UEA-Mr8.11 114 115,1 b
CC-UEA-Mr5.17 94 112,5 b
CC-UEA-Mr8.19 98 112,3 b
CC-UEA-Mr2.12 90 102,5 b
CC-UEA-Mr8.10 96 102,5 b
CC-UEA-Mr8.20 78 99,7 b
CC-UEA-Mr8.9 76 95,1 b
CC-UEA-Mr5.3 96 93,7 b
CC-UEA-Mr7.16 128 87,9 b
CC-UEA-Mr1.29 78 83,1 b
CC-UEA-Mr7.28 64 82,7 bc
CC-UEA-Mr5.16 62 75,5 bc
CC-UEA-Mr215 58 70,9 bc
CC-UEA-Mr7.20 36 47,3 c

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segin la prueba de Dunnet p <0,05 (n=10)
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En la evaluacion realizada a los aislados CC-UEA-Mr6-10 (Napo - Puerto
Misahualli), CC-UEA-Mr1.6 (Napo-Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr7.13 (Pastaza -
Hushifio), CC-UEA-Mr7.17 (Pastaza - Hushifio), CC-UEA-Mr5.3 (Napo -
Arosemena Tola), CC-UEA-Mr1.16 (Napo - Colonia Bolivar) y CC-UEA-Mr2.7
(Napo - Ahuano) se demostro que no difieren estadisticamente en agresividad
a los 8 dias, manifestando el mayor valor del ABCPE el aislado CC-UEA-Mr6-
10 (Napo - Puerto Misahualli), y el CC-UEA-Mr7.20 (Pastaza - Hushifio) fue el
gue menor valor mostro (Tabla 7).

Tabla 7. Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad 1 — 8 dias con intervalo continuo.

Aislados Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mr6.10 368 127 a
CC-UEA-Mrl.6 284 123 a
CC-UEA-Mr7.13 350 115 a
CC-UEA-Mr7.17 248 105 ab
CC-UEA-Mr5.3 190 95 ab
CC-UEA-Mrl1.16 270 87 ab
CC-UEA-Mr2.7 246 75 ab
CC-UEA-Mr8.11 244 75 b
CC-UEA-Mr8.19 182 75 bc
CC-UEA-Mr8.10 190 73  bc
CC-UEA-Mr8.20 176 71 bc
CC-UEA-Mr2.15 128 67 dc
CC-UEA-Mr2.12 190 55 dc
CC-UEA-Mr5.17 176 55 dc
CC-UEA-Mr1.29 138 55 dc
CC-UEA-Mr8.9 138 55 dc
CC-UEA-Mr7.28 132 55 dc
CC-UEA-Mr7.16 126 55 dc
CC-UEA-Mr5.16 118 55 dc
CC-UEA-Mr7.20 88 55 dc

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segin la prueba de Dunnet p 0,05 (n=10)
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Se observo que los aislados CC-UEA-Mr6-10 (Napo - Puerto Misahualli), CC-
UEA-Mr1.6 (Napo - Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr7.13 (Pastaza - Hushifio), CC-
UEA-Mr1.16 (Napo - Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr8.11 (Morona Santiago — La
Comanche), CC-UEA-Mr7.17 (Pastaza — Hushifio), CC-UEA-Mr2.7 (Napo -
Ahuano) y CC-UEA-Mr2.12 (Napo - Ahuano) no difirieron estadisticamente en
agresividad a los 12 dias, siendo el aislado CC-UEA-Mr6-10 (Napo - Puerto
Misahualli) el que mayor valor del ABCPE presentd, y el aislado CC-UEA-

Mr7.20 (Pastaza - Hushifio) mostré el menor valor (Tabla 8).

Tabla 8. Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad 1 — 12 dias con intervalo continuo.

Aislado Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mr6.10 746 171,5 a
CC-UEA-Mrl.6 674 163,9 ab
CC-UEA-Mr7.13 710 153,5 ab
CC-UEA-Mrl.16 610 147,1 abc
CC-UEA-Mr8.11 606 134,3 abc
CC-UEA-Mr7.17 598 129,3 abcd
CC-UEA-Mr2.7 550 117,5 abcde
CC-UEA-Mr2.12 530 114,5 abcde
CC-UEA-Mr8.20 498 100,8 bcde
CC-UEA-Mr8.10 484 100,3 bcde
CC-UEA-Mr8.19 502 97,1 bcde
CC-UEA-Mr5.3 506 90,5 bcde
CC-UEA-Mr5.17 413 82,1 cde
CC-UEA-Mr8.9 404 71,6 cde
CC-UEA-Mr7.28 412 69,1 cde
CC-UEA-Mr2.15 360 58,1 e
CC-UEA-Mr1.29 370 57,3 de
CC-UEA-Mr7.16 366 57,3 e
CC-UEA-Mr5.16 344 48,5
CC-UEA-Mr7.20 338 45,7

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segin la prueba de Dunnet p 0,05 (n=10)
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Los aislados CC-UEA-Mr6-10 (Napo - Puerto Misahualli), CC-UEA-Mr7.13
(Pastaza - Hushifio), CC-UEA-Mr1.6 (Napo - Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr1.16
(Napo - Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr8.11 (Morona Santiago — La Comanche),
CC-UEA-Mr7.17 (Pastaza — Hushifio), CC-UEA-Mr2.7 (Napo - Ahuano) y CC-
UEA-Mr2.12 (Napo - Ahuano) y CC-UEA-Mr5.3 (Napo — Arosemena Tola) no
difieren estadisticamente en agresividad a los 14 dias, alcanzando el mayor
valor del ABCPE el aislado CC-UEA-Mr6-10 (Napo - Puerto Misahualli), y el
CC-UEA-Mr5.16 (Napo — Arosemena Tola) el que menor valor mostré (Tabla
9).

Tabla 9. Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad 1 — 14 dias con intervalo continuo.

Aislados Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mr6.10 946 181,1 a
CC-UEA-Mr7.13 910 164,3 ab
CC-UEA-Mrl.6 874 173,9 ab
CC-UEA-Mrl.16 810 149,7 abc
CC-UEA-Mr8.11 806 147,7 abc
CC-UEA-Mr7.17 798 141,7 abc
CC-UEA-Mr2.7 750 126,9 abcd
CC-UEA-Mr2.12 730 129,5 abcd
CC-UEA-Mr5.3 706 111,7 abcd
CC-UEA-Mr8.19 702 110,9 bcd
CC-UEA-Mr8.20 698 114,9 abcd
CC-UEA-Mr8.10 670 106,3 bcd
CC-UEA-Mr7.28 602 80,1 cd
CC-UEA-Mr8.9 582 77 cd
CC-UEA-Mr5.17 570 81,4 cd
CC-UEA-Mr1.29 547 67,1 d
CC-UEA-Mr2.15 520 62,8 d
CC-UEA-Mr7.16 520 65,3 d
CC-UEA-Mr7.20 512 63,6 d
CC-UEA-Mr5.16 510 54,1 d

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segin la prueba de Dunnet p <0,05 (n=10)
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Se observé que los aislados CC-UEA-Mrl1.6 (Napo — Colonia Bolivar), CC-
UEA-Mr6.10 (Napo — Puerto Misahualli), CC-UEA-Mr8.11 (Morona Santiago —
La Comanche), CC-UEA-Mr7.13 (Pastaza - Hushifio), CC-UEA-Mr7.17
(Pastaza - Hushifio), CC-UEA-Mr2.12 (Napo - Ahuano), CC-UEA-Mr1.16 (Napo
— Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr8.19 (Morona Santiago — La Comanche), CC-
UEA-Mr2.7 (Napo - Ahuano), CC-UEA-Mr8.20 (Morona Santiago — La
Comanche), CC-UEA-Mr5.3 (Napo - Arosemena Tola) no difirieron
estadisticamente en su agresividad del dia 8 al 9, siendo estos los mas

agresivos.

El aislado CC-UEA-Mrl1.6 (Napo — Colonia Bolivar) es el que mostré el mayor
valor del ABCPE. El aislado que menor ABCPE obtuvo fue CC-UEA-Mrl1.29
(Napo — Colonia Bolivar) (Tabla 10).

Intervalo discontinuo.- En base a este resultado se requirid realizar un

analisis con intervalo discontinuo en entorno de 8-9, 9-10, 10-11 dias.

Tabla 10. Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad con intervalo discontinuo 8 — 9 dias.

Aislados Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mrl.6 100 178,5 a
CC-UEA-Mr6-10 92 155,7 ab
CC-UEA-Mr8.11 88 144,3 ab
CC-UEA-Mr7.13 86 134.,9 abc
CC-UEA-Mr7.17 84 129,1 abcd
CC-UEA-Mr2.12 80 121,5 abcde
CC-UEA-Mrl.16 80 116,5 abcde
CC-UEA-Mr8.19 78 109,7 abcdef
CC-UEA-Mr2.7 72 109,1 abcdef
CC-UEA-Mr8.20 76 106,7 abcdef
CC-UEA-Mr5.3 74 104,3 abcdef
CC-UEA-Mr8.10 68 87,1 bcdef
CC-UEA-Mr7.28 68 79,9 bcdef
CC-UEA-Mr8.9 62 67,7 bcdef
CC-UEA-Mr5.17 56 65,9 cdef
CC-UEA-Mr7.20 56 64,7 cdef
CC-UEA-Mr7.16 54 64,7 def
CC-UEA-Mr5.16 52 62,9 ef
CC-UEA-Mr2.15 56 57,7 cdef
CC-UEA-Mr1.29 48 49,1 f

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segun la prueba de Dunnet p 0,05 (n=10)
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Los aislados mas agresivos fueron CC-UEA-Mr1.6 (Napo — Colonia Bolivar),
CC-UEA-Mr6.10 (Napo - Puerto Misahualli), CC-UEA-Mr8.11 (Morona
Santiago — La Comanche), CC-UEA-Mr7.13 (Pastaza - Hushifio), CC-UEA-
Mr7.17 (Pastaza - Hushifio), CC-UEA-Mr1.16 (Napo — Colonia Bolivar), CC-
UEA-Mr2.12 (Napo - Ahuano), CC-UEA-Mr2.7 (Napo - Ahuano), CC-UEA-Mr5.3
(Napo — Arosemena Tola), CC-UEA-Mr8.19 (Morona Santiago — La
Comanche), CC-UEA-Mr8.20 (Morona Santiago — La Comanche), CC-UEA-
Mr8.10 (Morona Santiago — La Comanche), CC-UEA-Mr7.16 (Pastaza —
Hushifio), los mismos que no difirieron estadisticamente en su agresividad del
dia 9 al 10.

En el caso del aislado CC-UEA-Mrl1.6 (Napo — Colonia Bolivar) fue el que
registré el mayor valor del ABCPE y el aislado que menor ABCPE report6 fue
CC-UEA-Mr2.15 (Napo - Ahuano) (Tabla 11).

Tabla 11. Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad con intervalo discontinuo 9 — 10 dias.

Aislados Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mrl1.6 100 181,50 a
CC-UEA-Mr6.10 96 162,70 ab
CC-UEA-Mr8.11 94 153,30 ab
CC-UEA-Mr7.13 92 149,00 abe
CC-UEA-Mr7.17 90 142,00 abc
CC-UEA-Mr1.16 88 135,30 abc
CC-UEA-Mr2.12 20 134,50 abc
CC-UEA-Mr2.7 78 122,10 abed
CC-UEA-Mr5.3 84 118,90 abed
CC-UEA-Mr8.19 84 118,90 abed
CC-UEA-Mr8.20 84 118,90 abed
CC-UEA-Mr8.10 78 102,70 abed
CC-UEA-Mr7.16 66 88,30 abcd
CC-UEA-Mr7.20 70 82,60 bed
CC-UEA-Mr7.28 74 81,20 bed
CC-UEA-Mr8.9 72 76,60 cd
CC-UEA-Mr5.17 66 71,50 cd
CC-UEA-Mr5.16 60 57,90 d
CC-UEA-Mr1.29 60 56,10 d
CC-UEA-Mr2.15 58 56,00 d

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segin la prueba de Dunnet p <0,05 (n=10)
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Los aislados CC-UEA-Mr1.6 (Napo — Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr2.12 (Napo
— Ahuano), CC-UEA-Mr6.10 (Napo — Puerto Misahualli), UEA-Mr8.11 (Morona
Santiago — La Comanche), CC-UEA-Mr7.13 (Pastaza - Hushifio), CC-UEA-
Mr1.16 (Napo — Colonia Bolivar), CC-UEA-Mr7.17 (Pastaza — Hushifio), CC-
UEA-Mr2.7 (Napo - Ahuano), CC-UEA-Mr5.3 (Napo — Arosemena Tola), CC-
UEA-Mr8.19 (Morona Santiago — La Comanche), UEA-Mr8.20 (Morona
Santiago — La Comanche), CC-UEA-Mr7.16 (Pastaza — Hushifio), CC-UEA-
Mr8.10 (Morona Santiago — La Comanche), CC-UEA-Mr8.9 (Morona Santiago —
La Comanche), CC-UEA-Mr7.20 (Pastaza - Hushifio), no difirieron

estadisticamente en su agresividad del dia 10 al 11, siendo los mas agresivos.

Donde el aislado CC-UEA-Mr1.6 (Napo — Colonia Bolivar) fue el que mostro el
mayor valor del ABCPE. El aislado que menor ABCPE obtuvo fue CC-UEA-
Mr5.17 (Napo — Arosemena Tola) (Tabla 12).

Tabla 12. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad con intervalo discontinuo 10 — 11 dias.

Aislados Medias Rangos promedios
CC-UEA-Mr1.6 100 163,50 3
CC-UEA-Mr2.12 100 163,50 a
CC-UEA-Mr6.10 100 163,50 a
CC-UEA-Mr8.11 100 163,50 a
CC-UEA-Mr7.13 98 148,70 ab
CC-UEA-Mr1.16 96 133,90 ab
CC-UEA-Mr7.17 96 133,90 ab
CC-UEA-Mr2.7 90 121,60 abc
CC-UEA-Mr5.3 94 119,10 abc
CC-UEA-Mr8.19 94 119,10 abc
CC-UEA-Mr8.20 94 119,10 abed
CC-UEA-Mr7.16 74 103,90 abced
CC-UEA-Mr8.10 86 100,10 abed
CC-UEA-Mr8.9 82 82,80 abed
CC-UEA-Mr7.20 80 76,10 abed
CC-UEA-Mr7.28 82 66,90 bed
CC-UEA-Mr1.29 78 64,90 cd
CC-UEA-Mr2.15 70 61,50 cd
CC-UEA-Mr5.16 74 55,70 d
CC-UEA-Mr5.17 69 48,70 d

Medias con letras diferentes, en una mismas columna difieren segin la prueba de Dunnet p 0,05 (n=10)
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Para construir el gréafico de progresion del Area Bajo la Curva del Progreso de
la Enfermedad de aislados de M.roreri, con agresividad diferencial, se tomaron
los valores de intervalo continuo de 1 a 17 dias, de los aislados CC-UEA-
Mr6.10, CC-UEA-Mrl1.6, CC-UEA-Mr7.13 que fueron los de mejor respuesta;
CC-UEA-Mr2.7 de respuesta intermedia; y CC-UEA-Mr7.20 de menor

respuesta (Figura 20).

CC-UEA-MrE.10
CC-UEA-Mrie
CC-UEA-Mr7.13
CC-UEA-Mrz.7

—#— CC-UEA-Mr7.20

ABCPE1-3 ABCPE1-4 ABCPE1-5 ABCPE1-6 ABCPE1-7 ABCPE1-8 ABCPE1-9 ABCPE 1-10ABCPE 1-11 ABCPE 1-12 ABCPE 1- 13 ABCPE 1-14 ABCPE 1-15 ABCPE 1- 16 ABCPE 1-17

Figura 20. Progresion ABCPE de aislados de M. roreri con agresividad diferencial.

Por vez primera se logra a través de un ensayo monociclico construir el Area
Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) vinculado con la
respuesta diferencial de aislados de M. roreri, tomando como unidad
experimental mazorcas de cacao Nacional. Igualmente en cacao, Torres et al.,
(2011) utilizaron esta variable para determinar el progreso temporal de M. roreri
en plantaciones de cacao de la provincia mexicana de Tabasco, sin determinar
la carga de inoculo y bajo condiciones de indculo natural. A diferencia del
presente trabajo, estos autores determinaron la incidencia final acumulada y la
tasa aparente de infeccion con el objetivo de lograr un manejo integrado de la
enfermedad en condiciones de campo, pero no determinaron la agresividad de
los aislados.

Para determinar la efectividad de alternativas de control de la escoba de bruja
en cacao se utiliz6 el ABCPE en el contexto del manejo integrado de M.

perniciosa, un agente muy similar a M. roreri. Los resultados de estos autores
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permitieron, demostrar mediante los valores del ABCPE que Trichoderma
stromaticum junto a fungicidas cupricos, permitieron lograr un manejo integrado
eficiente de la escoba de bruja, asi como incrementar los rendimientos

agricolas y el retorno economico del cultivo (Medeiro et al., 2010).

Empleandose también el ABCPE en un estudio realizado en Santo Domingo—
Ecuador con el fin de mitigar la moniliasis en cacao hibrido nacional x trinitario
utilizando biopreparados. Resultados que fueron evaluados mediante la escala
propuesta por Sanchez y Gonzéles (1989), siendo estos valores la base para
calcular el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad, demostrando
gue el tratamiento Cepacide (P. cepacia) presenta un area menor con relacion
a la incidencia de la monilia, lo que denota que este tratamiento es el que mejor
controlé el patdogeno en el tiempo con 1211,0 unidades (Estrella & Cedefio,
2012).

Con el objetivo de evaluar la respuesta de 18 lineas experimentales y dos
genotipos comerciales de tomate (Solanum lycopersicum L.) ante la infeccién
natural de patdégenos (Alternaria solani, Phytophthora infestans, Fusarium
oxysporum, Nacobbus spp. y Meloidogyne spp.), se realizd un ensayo en la
Universidad Auténoma Chapingo-México, donde se evalué el grado de
severidad de cinco patdgenos sobre las plantas de los genotipos considerados.
En cuanto a tolerancia al tizén temprano (A. solani) mediante el ABCPE las
mejores lineas fueron la 60 y 10 (1215 y 1147, respectivamente), y con
porcentajes de severidad de 33 y 35, respectivamente, mientras que las lineas
14 y 28 se comportaron como las susceptibles, con mayor ABCPE (1935 y
2169, respectivamente) y porcentajes de severidad de 56 y 76,

respectivamente (Santos et al., 2013).

Tomando en cuenta los resultados del presente trabajo, se sefiala que el
ABCPE puede ser un excelente descriptor de la agresividad de aislados de M.
roreri, si tomamos en cuenta que permitid determinar el efecto cuantitativo
negativo de los aislados del hongo fitopatdbgeno sobre frutos de cacao,
reflejando la cantidad relativa del dafio causada sobre las mazorcas

inoculadas. A pesar de que en esta investigacion, solo se caracterizaron 7
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aislados, se pudo apreciar que existieron diferencias respecto a la agresividad
de los mismos, lo cual es un aspecto de vital importancia para la investigacion
aplicada al mejoramiento genético del cacao en la amazonia ecuatoriana, una
vez que desee seleccionar aislados de M. roreri para realizar evaluaciones del

germoplasma de cacao en condiciones controladas y semi controladas.

4.2 Conformacién de una coleccién de aislados de M. roreri.

En el seguimiento diario de los 20 aislados conservados, tres meses antes en
agua estéril y glicerol al 15% vy tres diferentes valores de temperatura (-80°C,
-4°C, 27°C) permitié observar que todos los aislados fueron viables (Tabla 13).
De los tres métodos de conservacion se evidencid que los aislados
conservados a -80°C en glicerol presentaron un 94.8% de viabilidad, en agua
79.5% de viabilidad. En un 93.8% los aislados conservados a -4°C en glicerol, y
en agua un 76.5%. Los aislados conservados a 27°C presentaron un 100% de
viabilidad.

La menor viabilidad (40%) se presentd en agua a -4°C (aislado CC-UEA-
Mr7.17). Segun el estudio de evaluacién de técnicas de conservacién para
hongos filamentosos y levaduriformes realizado en Bogota-Colombia por Angel
(2006), determiné que el método de conservacion en agua destilada presento
caracteristicas de viabilidad y pureza, recuperando 16 de las 18 cepas
(Botrytis spp. y Scopulariopsis spp. no se recuperaron), coincidiendo con los

resultados del presente trabajo.

La pérdida de 40% del aislado CC-UEA-Mr7.17 conservados en agua a -80°C
presentd un caso de contaminacion, posiblemente por el nimero y tipo de
manipulaciones coincidiendo con lo reportado por Panizo, Vera, Montes &
Gonzalez, (2005).

Los aislados CC-UEA-Mr5.3, CC-UEA-Mr5.16, CC-UEA-Mr5.17, CC-UEA-
Mr7.13, CC-UEA-Mr7.28, CC-UEA-Mr8.10, fueron los que obtuvieron mayor
viabilidad en las tres pruebas realizadas, siendo los de mejor respuesta para

futuros ensayos con M. roreri.
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Tabla 13. Viabilidad evaluada de los aislados a diferentes métodos de conservacion.

VIABILIDAD (% DE AISLADOS RECUPERADOS)
VALORES DE TEMPERATURA
AISLADO -80°C -4°C 2790
Agua | Glicerol | Agua | Glicerol

CC-UEA-Mr1.6 80 100 80 100 100
CC-UEA-Mr1.16 80 90 80 95 100
CC-UEA-Mr1.29 85 95 75 100 100
CC-UEA-Mr2.7 65 95 65 80 100
CC-UEA-Mr2.12 80 100 60 95 100
CC-UEA-Mr2.15 60 90 60 85 100
CC-UEA-Mr5.3 95 90 95 100 100
CC-UEA-Mr5.16 95 90 95 100 100
CC-UEA-Mr5.17 90 90 90 95 100
CC-UEA-Mr6.10 85 90 85 90 100
CC-UEA-Mr7.13 95 100 95 100 100
CC-UEA-Mr7.16 70 90 70 80 100
CC-UEA-Mr7.17 60 100 40 100 100
CC-UEA-Mr7.20 90 100 85 100 100
CC-UEA-Mr7.28 95 90 95 100 100
CC-UEA-Mr8.9 65 100 65 100 100
CC-UEA-Mr8.10 90 90 90 100 100
CC-UEA-Mr8.11 65 95 60 90 100
CC-UEA-Mr8.19 75 100 75 85 100
CC-UEA-Mr8.20 70 100 70 80 100

Como se observa en la figura 21, los 20 aislados recuperados a -80°C, tanto
en glicerol como en agua presentaron viabilidad. Se observé que el aislado
con menos porcentaje viable fue CC-UEA-Mr7.17 en agua. La mayor
efectividad se evidencio con los aislados conservados en glicerol al 15 %, tal es
el caso de CC-UEA-Mrl.6, CC-UEA-Mr2.12, CC-UEA-Mr7.13, CC-UEA-Mr7.17,
CC-UEA-Mr7.20, CC-UEA-Mr8.9, CC-UEA-Mr8.19, CC-UEA-Mr8.20
obteniéndose viabilidad del 100%, coincidiendo con lo reportado por Pinzén,
Bustamante & Buitrago, (2009) donde manifiestan que la estabilidad
evidenciada en los métodos de conservacion a largo plazo supone una

actividad eficiente de los criopreservantes tal es el caso del glicerol.
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Viabilidad de aislados de M. roreri a -80°C (agua-glicerol)
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Figura 21. Porcentaje de viabilidad de Aislados de M. roreri a -80°C.

En la figura 22 se observa los 20 aislados recuperados a una temperatura de -
4°C, tanto en glicerol como en agua presentaron viabilidad, aunque con mayor
efectividad se evidenci6 con los aislados conservados en glicerol al 15 %, tal
es el caso de CC-UEA-Mrl1.6, CC-UEA-Mrl1.29, CC-UEA-Mr5.3, CC-UEA-
Mr5.16, CC-UEA-Mr7.13, CC-UEA-Mr7.17, CC-UEA-Mr7.20, CC-UEA-Mr7.28,
CC-UEA-Mr8.9, CC-UEA-Mr8.10, obteniéndose viabilidad del 100%, mientras
gue el aislado con menor porcentaje de viabilidad fue CC-UEA-Mr7.17 en agua.
El mejor resultado se obtuvo con los aislados que estuvieron conservados en

incubadora a una temperatura de 27°C, obteniéndose 100% de viabilidad.

Viabilidad de aislados de M. roreri a -4°C (agua-glicerol)
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Figura 22. Porcentaje de viabilidad de los aislados de M. roreri a -4°C.
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4.3 Determinacion de la respuesta de genotipos de cacao frente ala
inoculacion artificial de M. roreri en un ensayo monociclico.

Las cincuenta mazorcas de los genotipos de cacao inoculados artificialmente
con una suspension de micelio de M. roreri (aislados: CC-UEA-Mr 6.10, CC-
UEA-Mr 1.6, CC-UEA-Mr 7.13, CC-UEA-Mr 2.7) a una concentracion
aproximada de 10°ufc.mL™ a 25°C y en oscuridad fueron capaces de reproducir
los sintomas caracteristicos de la moniliasis. Estos fueron similares a los
observados en condiciones naturales en campo en donde el periodo de
incubacion es de 3 a 8 semanas de acuerdo a la edad del fruto, mientras que a
nivel del laboratorio los sintomas se desarrollan con mayor velocidad (en un
periodo de hasta 19 dias). Coincidiendo con lo reportado por Ampuero, (1967);
Suérez, (1971); Barros, (1977) y Villavicencio, (2010), quienes realizan ensayos

en campo.

Severidad externa.- Se realiz6 la evaluacion diaria de las mazorcas inoculadas

en donde se evidencio los siguientes sintomas:

Mazorcas de cacao Nacional, al dia tres de la inoculacién manifestaron grado 1
(puntos aceitosos) y grado 2 (tumefaccion o clorosis). A partir del dia cuatro se
observd grado 3 (mancha necroética). En la evaluacién realizada del dia nueve
al dia 11 se observé grado 4 (micelio hasta en un 25% de la mancha), y al dia
13 grado 5 (micelio en mas del 25 % de la mancha) en la mayoria de las
repeticiones. Concordando con lo reportado por Saquicela, (2010), donde
manifiesta que el cacao fino de aroma (tipo Nacional) de Ecuador es altamente

susceptible a moniliasis (Figura 23).

Figura 23. Severidad externa acorde con la escala de Brenes (1983) del dafio ocasionado por aislados de
M. roreri en ensayo monociclico en el cultivar Nacional a) fruto sano b) puntos aceitosos c¢) tumefaccion o
clorosis d) mancha necrotica e) micelio en un 25% de la mancha f) micelio en mas del 25% de la mancha.
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Mazorcas de clon CCN-51 al dia seis de la inoculacion manifestaron grado 1
(puntos aceitosos), a partir del dia nueve se observd grado 3 (mancha
necrotica), el grado 4 (micelio hasta en un 25% de la mancha) se manifesto al
dia 18, y el grado 5 (micelio en mas del 25 % de la mancha) se observo al dia
19 en la mayoria de las repeticiones. No se pudo evidenciar la presencia de
grado 2 (tumefaccién o clorosis), debido al color rojo que presenta este tipo de
clon. Coincidiendo con lo reportado por Rodriguez, (2005); Garcia, (2009) y
Avendafo, Mendoza, Hernandez, LoOpez, Martinez, Caballero, Guillén &
Espinosa, (2010) quienes manifiestan que el indice de severidad externa no
permite identificar infecciones ocultas (Ampuero, 1967; Evans, 1981), y es muy
dificil identificar sintomas anteriores a la formacion de la mancha sobre todo en
genotipos de color rojo, siendo este clon moderadamente susceptible a M.
roreri (Figura 24).

Figura 24. Severidad externa acorde con la escala de Brenes (1983) del dafio ocasionado por aislados de
M. roreri en ensayo monociclico en el clon CCN-51 a) fruto sano b) puntos aceitosos c) mancha necrética d)
micelio en un 25% de la mancha e) micelio en mas del 25% de la mancha.

Garcia, (2009) en el catalogo de cultivares de cacao del Pert manifiesta que
los clones EET-95, EET-96, EET-103, etc. son moderadamente susceptibles
frente al ataque de M. roreri, coincidiendo con los resultaos obtenidos en el
presente trabajo, donde se observd que los tres clones antes mencionados
presentaron moderada susceptibilidad a los sintomas caracteristicos de M.

roreri valorados segun la escala sintomatoldgica de Brenes (1983).
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Mazorcas de clon EET-95, se observo grado 1 (puntos aceitosos) a los tres
dias después de la inoculacién, grado 2 (tumefaccion o clorosis) se manifesto
al dia siete. A partir del dia ocho present6 grado 3 (mancha necrética), grado 4
(micelio hasta en un 25% de la mancha) se evidencié al dia 13 y al dia 16 se
observo grado 5 (micelio en mas del 25 % de la mancha) (Figura 25). A los 19
dias los sintomas expresados en las mazorcas por la mezcla de los aislados
inoculados, se comportaron uniformemente en el transcurso de los dias y no

se observo diferencia entre ellos.

—_— = 4

Figura 25. Severidad externa acorde con la escala de Brenes (1983) del dafio ocasionado por aislados de
M. roreri en ensayo monociclico en el clon EET-95 a) fruto sano b) puntos aceitosos c¢) tumefaccion o
clorosis d) mancha necroética e) micelio en un 25% de la mancha f) micelio en mas del 25% de la mancha.

Mazorcas de clon EET-96, manifesté grado 1 (puntos aceitosos) al dia tres
después de la inoculacion artificial, al dia ocho se observé grado 2
(tumefaccion o clorosis). A partir del dia nueve las mazorcas manifestaron
grado 3 (mancha necrotica), al dia 13 presentd grado 4 (micelio hasta en un
25% de la mancha) y grado 5 (micelio en mas del 25 % de la mancha)
manifestd al dia 16 (Figura 26). A los 17 dias los sintomas expresados en las
mazorcas por la mezcla de aislados inoculados, se comportaron
uniformemente en el transcurso de los dias y no se observé diferencia entre

ellos.

Figura 26. Severidad externa acorde con la escala de Brenes (1983) del dafio ocasionado por aislados de
M. roreri en ensayo monociclico en el clon EET-96. a) fruto sano b) puntos aceitosos c¢) tumefaccion o
clorosis d) mancha necrética e) micelio en un 25% de la mancha f) micelio en méas del 25% de la mancha.
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Mazorcas de clon EET-103, al dia tres de la inoculacion artificial manifesto
grado 1 (puntos aceitosos), al dia siete presenté grado 2 (tumefaccién o
clorosis). A partir del dia ocho se observé grado 3 (mancha necrética), grado 4
(micelio hasta en un 25% de la mancha) manifest6 al dia 14, y grado 5 (micelio
en mas del 25 % de la mancha) se observo al dia 16 en la mayoria de las
repeticiones (Figura 27). A los 17 dias los sintomas expresados en las
mazorcas por la mezcla de los aislados inoculados, se comportaron
uniformemente en el transcurso de los dias y no se observé diferencia entre

ellos.

Figura 27. Severidad externa acorde con la escala de Brenes (1983) del dafio ocasionado por aislados de
M. roreri en ensayo monociclico en el clon EET-103 a) fruto sano b) puntos aceitosos c¢) tumefaccion o
clorosis d) mancha necrética €) micelio en un 25% de la mancha f) micelio en mas del 25% de la mancha.

Severidad interna.- En relacion a esta variable en la literatura cientifica no se
ha encontrado referencias previas al uso de la misma para determinar la
severidad interna de cuatro aislados de M. roreri en variedad de clones, lo cual
implica un aporte del presente trabajo para enriquecer la determinacion de la
respuesta de genotipos de cacao frente a la inoculacién artificial de M. roreri.
Obteniéndose los siguientes sintomas de los cinco genotipos de cacao:
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Cultivar Nacional

Figura 28. Severidad interna acorde a la escala de Sanchez (1987) del dafio ocasionado por la mezcla
de los cuatro aislados de M. roreri en ensayo monociclico cultivar Nacional a) grado 0 (cero area
necrosada) b) grado 1 (1-20% del area necrosada) c) grado 2 (21-40% del area necrosada) d) grado 3
(41-60% del area necrosada) e) grado 4 (61-80% del area necrosada) f) grado 5 (100% del area
necrosada).

Clon CCN-51

Figura 29. Severidad interna acorde a la escala de Sanchez (1987) del dafio ocasionado por la
mezcla de los cuatro aislados de M. roreri en ensayo monociclico en el clon CCN-51 a) grado 0
(cero area necrosada) b) grado 1 (1-20% del area necrosada) c) grado 2 (21-40% del area
necrosada) d) grado 3 (41-60% del area necrosada) e) grado 4 (61-80% del area necrosada) f)
grado 5 (100% del area necrosada).

Clon EET-95
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Figura 30. Severidad interna acorde a la escala de Sanchez (1987) del dafio ocasionado por la mezcla
de los cuatro aislados de M. roreri en ensayo monociclico en el clon EET-95 a) grado O (cero area
necrosada) b) grado 1 (1-20% del area necrosada) c) grado 2 (21-40% del area necrosada) d) grado 3
(41-60% del area necrosada) e) grado 4 (61-80% del area necrosada) f) grado 5 (100% del area
necrosada).
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Clon EET-96
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Figura 31. Severidad interna acorde a la escala de Sanchez (1987) del dafio ocasionado por la mezcla
de los cuatro aislados de M. roreri en ensayo monaociclico en el clon EET-96 a) grado O (cero area
necrosada) b) grado 1 (1-20% del &rea necrosada) c) grado 2 (21-40% del &rea necrosada) d) grado 3
(41-60% del area necrosada) e) grado 4 (61-80% del area necrosada) f) grado 5 (100% del area
necrosada).

Clon EET-103

Figura 32. Severidad interna acorde a la escala de Sanchez (1987) del dafio ocasionado por la mezcla
de los cuatro aislados de M. roreri en ensayo monociclico en el clon EET-103 a) grado O (cero area
necrosada) b) grado 1 (1-20% del area necrosada) c) grado 2 (21-40% del area necrosada) d) grado 3
(41-60% del area necrosada) e) grado 4 (61-80% del area necrosada) f) grado 5 (100% del area

necrosada).

Agresividad.- para determinar la agresividad se realizo la evaluacién diaria de
las mazorcas inoculadas en donde el cultivar Nacional fue el que mostré mayor
valor de ABCPE, siendo el mas susceptible en relacion con CCN-51, EET-95,
EET-96, EET-103 (Tabla 14), genotipos evaluados que son los que se
recomiendan para la region de la amazonia central del Ecuador, coincidiendo
con lo que ocurre en campo. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Saquicela (2010), quien al evaluar los componentes de manejo integrado de
cacao Nacional en campo, determina la alta susceptibilidad que presenta este

cultivar ante la moniliasis. Por vez primera se logra determinar la agresividad
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de genotipos en ensayo monociclico de cacao. Demostrando que con ensayos
de inoculacién artificial de M. roreri se pueden diferenciar genotipos de cacao,

sin tener que realizar inoculaciones en condiciones de campo.

Tabla 14. Respuesta de cinco genotipos de cacao en base al valor del ABCPE hasta los 10 dias
posteriores a la inoculacion artificial de sus mazorcas con una suspension de micelio de M. roreri
(aislados: CC-UEA-Mr 6.10, CC-UEA-Mr 1.6, CC-UEA-Mr 7.13, CC-UEA-Mr 2.7) con una concentracion
aproximada de 10°ufc.mL™a 27°C y oscuridad.

Genotipos de cacao ABCPE 1.9 Rango promedio

Medias reales

Nacional 350 41.60 a
CCN-51 279 24.10b
EET-95 279 2440 b
EET-96 252 18.70 b
EET-103 252 18.70 b

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren segun la Prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis complementada con la prueba de Mann Whitney p <0,05 n=10
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Capitulo V

5. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la investigacion arribamos a

las siguientes conclusiones:

1.

Todos los aislados fueron patogénicos, siendo los mas agresivos CC-
UEA-Mr6.10, CC-UEA-Mrl1.6, CC-UEA-Mr7.13, CC-UEA-Mr2.7, CC-
UEA-Mr7.20, acorde con los valores del Area Bajo la Curva del Progreso
de la enfermedad (ABCPE) obtenidos.

Por vez primera se logra a través de un ensayo monociclico construir el
Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) vinculado
con la respuesta diferencial de aislados de M. roreri, tomando como
unidad experimental mazorcas de cacao Nacional.

Al evaluar los aislados de M. roreri, se observé que los tres métodos de
conservacion fueron viables, se evidencio que los aislados conservados
a -80°C en glicerol presentaron un 94.8% de viabilidad, en agua 79.5%
de viabilidad. En un 93.8% los aislados conservados a -4°C en glicerol, y
en agua un 76.5%. Los aislados conservados a 27°C presentaron un
100% de viabilidad.

Los aislados CC-UEA-Mr5.3, CC-UEA-Mr5.16, CC-UEA-Mr5.17, CC-
UEA-Mr7.13, CC-UEA-Mr7.28, CC-UEA-Mr8.10, fueron los que
obtuvieron mayor viabilidad en las tres pruebas de conservacion
realizadas.

El cultivar Nacional fue el que mostro el mayor valor de ABCPE, siendo
el mas susceptible en relacion con CCN-51, EET-95, EET-96, EET-103.
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6. Recomendaciones

1. Para futuros ensayos de investigacion con M. roreri se recomienda
utilizar los aislados CC-UEA-Mr5.3, CC-UEA-Mr5.16, CC-UEA-Mr5.17,
CC-UEA-Mr7.13, CC-UEA-Mr7.28, CC-UEA-Mr8.10, que fueron los que
obtuvieron mayor viabilidad en las tres pruebas de conservacion
realizadas.

2. Realizar pruebas de caracterizacién molecular que permitan identificar si
existen variaciones genéticas entre los aislados evaluados
patogénicamente.

3. El método de conservacion a largo plazo en agua destilada no es
aconsejable por la baja respuesta que presenta en las pruebas de
viabilidad.

4. Realizar varios métodos de conservacion para la preservacion de los
aislados fungicos de M. roreri para un periodo de tiempo prolongado.

5. Realizar ensayos monociclicos sobre mazorcas con diferentes genotipos
de cacao, para evitar liberar aislados que puedan impactar
negativamente sobre el agro ecosistema cacaotero de produccion

organica en la amazonia ecuatoriana.
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7. Resumen

El presente trabajo constituye el primer reporte sobre el estudio de
caracterizacion patogénica y severidad en tres provincias amazonicas del
Ecuador, del hongo Moniliophthora roreri (Cif & Par) Evans, et al., agente
causal de la Moniliasis del cacao (Theobroma cacao L.). A partir de la coleccion
de aislados de M. roreri de la Universidad Estatal Amazoénica procedentes de:
Napo, Pastaza y Morona Santiago. Se evaludé e identific6 mediante
caracterizacion patogénica (presencia o0 ausencia de sintomas externos e
internos segun la escala propuesta por Brenes, 1983 y Sanchez et al 1987,
inoculando mazorcas de cacao Nacional con el hongo de M. roreri) y de
agresividad (Area Bajo la Curva del Progreso de la enfermedad, ABCPE). Los
experimentos se realizaron en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Estatal Amazédnica. Para los ensayos se utilizaron medios de cultivo semi sélido
(VBMAA) y medio de cultivo liquido PDB. Los aislados CC-UEA-Mr6.10, CC-
UEA-Mrl.6, CC-UEA-Mr7.13, CC-UEA-Mr2.7 y CC-UEA-Mr7.20, fueron los
mas agresivos. Los aislados fueron conservados en agua estéril y glicerol al
15%, en tres diferentes valores de temperatura (-80°C, -4°C, 27°C), con el fin
de determinar su viabilidad. Se utiliz6 medio semisdlido VBMAA para su
crecimiento. Los tres métodos de conservacion fueron viables, los aislados
conservados a -80°C en glicerol presentaron un 94.8% de viabilidad, en agua
79.5% de viabilidad. En un 93.8% los aislados conservados a -4°C en glicerol, y
en agua un 76.5%. Los aislados conservados a 27°C presentaron un 100% de
viabilidad. En la evaluaciéon de genotipos de cacao frente a la inoculacion
artificial de M. roreri el cultivar Nacional fue el que mostré el mayor valor de
ABCPE, siendo el mas susceptible en relacion con CCN-51, EET-95, EET-96,
EET-103.

Palabras clave: aislado, Amazonia, fitopatbgeno, monilia, Theobroma cacao,

genotipo.
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8. Summary

This work constitutes the first report on the study of pathogenic fungus
Moniliophthora roreri (Cif & Par) Evans characterization and aggressiveness in
three Amazonian provinces of Ecuador, causal agent of Moniliasis cacao
(Theobroma cacao L.). From culture collection of M. roreri at Amazon State
University (Napo, Pastaza and Morona Santiago). It was evaluated and
identified by pathogenic characterization (presence or absence of internal and
external symptoms as the scale proposed by Brenes, 1983 and Sanchez et al
1987, inoculating National cocoa pods fungus M. roreri) and aggressiveness
(Area Under the Progress Curve disease, AUDPC). The experiments were
performed in the laboratory of Microbiology of the Amazon State University. For
assays semisolid culture media (VBMAA) and PDB liquid medium were used.
Isolated DC-UEA-Mr6.10, CC-UEA-Mr1.6, CC-UEA-Mr7.13, CC-UEA-Mr2.7 and
CC-UEA-Mr7.20 were the most aggressive. Isolates were kept in sterile water
and 15% glycerol, at three different temperatures (-80 ° C, -4 ° C, 27 ° C), in
order to determine their viability. VBMAA semisolid medium used for growth.
Three preservation methods were viable, the isolates held at -80 ° C in glycerol
showed a 94.8% viability, water 79.5% viability. In 93.8% isolates stored at 4 °
C in glycerol, and 76.5% water. The isolates preserved at 27 °C showed 100%
viability. During evaluating of cacao genotypes using artificial inoculation of M.
roreri, the National cultivar showed the highest value of AUDPC, being the most
susceptible in relation to CCN-51, EET-95, 96-EET, EET- 103.

Key words: isolated, Amazon, fitopatdgeno, monilia, Theobroma cacao,

genotype.
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10. Anexos

Anexo 1. Planilla de recoleccion de datos (caracterizacion patogénicay respuesta de genotipos de cacao frente M. roreri)
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