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Resumen

El basidiomycete Moniliophthora roreri es el agente etiologico causante de la
moniliasis, una enfermedad de los frutos del cacao (Theobroma cacao L.) que
constituye la principal limitante fitosanitaria para el establecimiento de nuevas
plantaciones en Colombia. Este estudio tuvo como finalidad evaluar la incidencia y
severidad de la moniliasis sobre T. cacao en la Amazonia colombiana. Para lograr
este objetivo, se seleccionaron dos fincas, una de ellas ubicada en el municipio de
San José del Fragua y otra en el municipio de Florencia (Caquetd). Para la
evaluacion de la incidencia en cada una de las fincas, se realizaron muestreos
mensuales durante el periodo de transicion y seco. De esta forma, se escogieron 50
plantas al azar de cada una de las fincas y se determino el porcentaje de incidencia
de la enfermedad para cada localidad. Posteriormente, de cada una de las 50
plantas se tomaron tres frutos al azar para evaluar la severidad interna y externa
siguiendo la escala descrita para esta variable.
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Para laincidencia, los valores mas altos se evidenciaron en el municipio de San José
del Fragua en el periodo de transicion (media=56%) y los mas bajos se evidenciaron
en el municipio de Florencia en el periodo seco (media=22%); la mayor severidad
tanto interna como externa la presento la localidad de Florencia en el periodo de
transicion con valores medios de 3,53 y 3,32 respectivamente; mientras que los
valores mas bajos se observaron en la localidad de San José del Fragua en el
periodo seco (media= 1,22). Para los factores evaluados (localidad y periodo) se
encontraron diferencias estadisticas significativas (p< 0,05).

Palabras clave: incidencia, moniliasis, severidad interna, severidad externa.

Abstract

The basidiomycete Moniliophthora roreri is the etiological agent that causes
moniliasis, a disease of cocoa fruits (Theobroma cacao L.) that constitutes the main
phytosanitary limitation for the establishment of new plantations in Colombia. The
purpose of this study was to evaluate the incidence and severity of moniliasis on T.
cacaointhe Colombian Amazon. To achieve this objective, two farms were selected,
one of them located in the municipality of San José del Fragua and another in the
municipality of Florencia (Caquetd). For the evaluation of the incidence in each of
the farms, monthly samplings were carried out during the transition and dry season.
In this way, 50 plants were chosen at random from each of the farms and the
percentage of incidence of the disease for each locality was determined.
Subsequently, three fruits were randomly taken from each of the 50 plants to
evaluate internal and external severity following the scale described for this
variable.

For the incidence, the highest values were evidenced in the municipality of San
José del Fragua in the transition season (mean=56%) and the lowest values were
evidenced in the municipality of Florencia in the dry season (mean=22%). ; the
highest severity, both internal and external, was presented by the town of Florencia
in the transition period with mean values of 3.53 and 3.32, respectively; while the
lowest values were observed in the locality of San José del Fragua in the dry season
(mean= 1.22). For the factors evaluated (locality and season) significant statistical
differences were found (p<0.05).

Keywords: incidence, moniliasis, internal severity, external severity.

Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es nativo de los tropicos humedos (Enriquez, 1987),
principalmente de la cuenca alta del rio Amazonas entre Peru, Ecuador y Colombia
sobre los rios afluentes Caquetd, Napo y Putumayo (Baker et al, 1992) posee una
gran diversidad genética (Santos et al, 2012). Actualmente es uno de los cultivos
tropicales de mayor importancia a nivel mundial (ICCO, 2019) ambiental, social y
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economico (Hebbar, 2007), debido a que es un producto de la canasta familiar de
alto contenido nutricional (Gomez et al.,, 2011).

Ademas, tiene un gran potencial en la elaboracion de dulces, medicina y
cosméticos (Quinones et al, 2013), debido a los beneficios que este posee. La
mayor produccion de este cultivo es generada por pequenos productores, siendo
esta una actividad principalmente familiar (Hebbar, 2007), es cultivado
principalmente en toda la zona tropical que esta comprendida entre los 18° norte y
15° sur del ecuador geografico (Santos et al, 2012). Segun la organizacion ICCO los
lugares de mayor produccioén de cacao en el mundo son: Costa de Marfil y Ghana,
a nivel de Sudameérica Brasil y Ecuador (ICCO 2019).

En Colombia el cultivo ha venido tomando importancia, debido a que se ha
priorizado en los planes de desarrollo como alternativa y estrategia de solucion a
problematicas ambientales y sociales “economias ilicitas, deforestacion vy
posconflicto” que enfrenta el pais, considerando en la actualidad el “cultivo de la
paz” (Torres, 2017; Pineda, 2018), proceso que le ha permitido ir aumentando
considerablemente sus éareas de 60.73594 a 166.785,99 hectareas y una
produccion de 57.467,12 a 86.870,99 toneladas entre los anos 2007 y 2015
(Pineda, 2018). Por tanto, se postula como uno de los paises suramericanos que
produce cacao de alta calidad en aromay sabor (Contreras, 2017) debido a su gran
diversidad genética y condicién ecoclimatica (Carrillo et al, 2014).

Sin embargo, la producciéon y economia de T. cacao se ve afectada por diferentes
patdgenos que generan danos principalmente en sus frutos y almendras, como la
moniliasis, mazorca negra, y escoba de bruja, responsables a nivel global de
pérdidas en la produccion >30% (Hebbar, 2007). Siendo la moniliasis, enfermedad
causada por el hongo Moniliophthora roreri (Evans, 2007) la principal limitante en
los cultivares de cacao en la producciéon de grano en Colombia (Jaimes et al,, 2016),
ocasionando pérdida drasticas que van del 40 al 100%, lo que ocasiona en la
mayoria de los casos el abandono de los cultivos por parte del productor
(Castellanos et al, 2010; Jaimes et al, 2011).

Por tanto, este estudio tuvo como finalidad evaluar la incidencia y severidad de la
moniliasis del cacao bajo condiciones de la Amazonia colombiana, lo que permitira
tener un conocimiento mas amplio sobre la sintomatologia, etiologia y
funcionalidad del patégeno. Asi mismo, con esta informacion se esta generando el
primer registro de esta enfermedad para la zona; lo cual servirda como base para la
evaluacion y posterior establecimiento de cultivares de cacao en la region,
reconociendo el material con buena adaptabilidad y resistencia a problemas
fitosanitarios como la moniliasis.

Metodologia

Los muestreos se llevaron a cabo en dos municipios del departamento del Caquets,
San José del Fragua al occidente del departamento del Caqueta y al suroccidente
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de Florencia a 58,4 kilometros por la via la Marginal de la Selva, ahora llamada la
Troncal del Suroccidente Colombiano, a01221'4" Ny 76259'18" W. Esta region esta
caracterizada como bosque humedo tropical, esta a una altura de 540 msnm, su
temperatura promedio es de 27°C, presenta una humedad relativa promedio de
92% y precipitacion de 3,500 mm al ano (Truijillo, 2010). El segundo sitio de
muestreo se ubica en el Centro de Investigacion Amazoénica-CIMAZ Cesar Augusto
Estrada Gonzalez-MACAGUAL de la Universidad de la Amazonia, localizado en el
casco urbano del municipio de Florencia a 22 km, a 1° 30'4,9" Ny 75° 39'47,1" W.
También se encuentra definido como bosque humedo tropical a una altura de 250
msnm, su temperatura promedio 25,5°C, presenta una humedad relativa promedio
de 76,3% y precipitacion de 3,793 mm al ano (Estrada y Rosas, 2007). En ambos
sitios el tamano del cultivo de cacao fue de 5 hectareas, con una densidad de
siembra de 127 plantas por hectarea y un modelo de plantacion en surcos dobles
de 3m por 3m entre planta y una distancia entre surco de 7m dispuestos en
direccion de oriente a occidente (Rico y Suarez, 2018 ).

Fase de campo

El estudio se realizd en dos periodos del ano: Transicion y seco; el periodo de
transicion comprendido para los meses de junio, julio, agosto y septiembre y el seco
para los meses de octubre, noviembre, diciembre y enero. En cada localidad se
seleccion6 una plantacion de cacao con el fin de contrastar la respuesta a las
variables de severidad e incidencia de la enfermedad. De esta forma, 50 plantas se
eligieron al azar por cada plantacion; donde la incidencia fue evaluada como la
relacion porcentual entre el numero de frutos enfermos (tres frutos por planta) y el
numero de frutos evaluados, utilizando la siguiente ecuacion:

Ni
1(%) = (N—t> x100

donde, N; corresponde al numero de frutos infectados y N: el numero total de frutos
evaluadas

De igual forma, se colectaron tres frutos de tamano grande (por planta) en los que
se evaluo la severidad interna y externa de acuerdo con la escala propuesta por
Sanchez et al. (1987). Esta escala presenta valores diagramaticos que vande 0 a 5
donde 0 indica fruto sano; 1, puntos aceitosos; 2, hinchazon y/o maduracion
prematura; 3, mancha (necrosis); 4, micelio hasta un 25% de la mancha necrotica y5s,
micelio que cubre mas del 25% de la mancha necratica.

Fase de laboratorio

El aislamiento del hongo M. roreri se realizd en el Laboratorio de Micologia y
Fitoproteccion de la Universidad de la Amazonia siguiendo la metodologia
propuesta por Phillips-Mora et al. (2006), en donde los frutos infectados, colectados
al azar, fueron lavados con agua y jabon, posteriormente fueron depositados en un
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recipiente con hipoclorito de sodio al 1,5%, dejandolos reposar durante un minuto
y luego lavados con agua estéril durante 1 minuto. Con la ayuda de un bisturi
esterilizado fueron realizados cortes en la zona afectada de la mazorca y se tomaron
las muestras que fueron depositadas en el medio de cultivo Agar extracto de malta-
AEM mas Jugo V8.

En el caso de frutos con mayor grado de infeccion, se realizd la técnica de
aislamiento directo con una aguja de diseccion de punta aguzada previamente
esterilizada, con la que se transfirio el micelio del hongo y se realizo siembra directa
en cajas de Petri, posteriormente fueron incubados a temperatura ambiente (25+2
°C) aplicando fotoperiodo 12h luz/12h oscuridad durante 15 dias (Phillips-Mora et
al, 2005).

Para la descripcion macroscopica, se tuvo en cuenta las caracteristicas
morfologicas de las colonias obtenidas tales como forma, elevacion, borde,
coloracion y textura de acuerdo con los criterios de Castafno (1952), Barros (1977) y
Evans (1981). El aislamiento fue observado en el microscopio para corroborar la
identidad de M. roreri. Se realizaron montajes en azul de metileno de la colonia del
hongo desarrollado en AEM mas jugoV8. La caracterizacion microscopica se realizo
con laayuda de las claves taxonomicas de Evans (1981) y Phillips-Mora et al. (2006),
confrontandose las caracteristicas macro-microscopicas y culturales con los
esquemas propuestos en la literatura.

Fase de analisis

Para el analisis de las variables en campo se ajusté un modelo lineal general y mixto-
MLGyM, donde el factor fijo fue el periodo, localidad e interaccion y el efecto
aleatorio fue la planta de donde se extrajo cada fruto; la variacion se uso para
apreciar varianzas de los datos al observar los efectos fijos, al igual la correlacion
residual se implemento para las observaciones de la época (variable de incidencia)
0 en una misma planta (variable de severidad), con simetria compuesta. El criterio
de Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC) se efectud para escoger el mejor modelo. Las
interacciones se evaluaron mediante la prueba LSD de Fisher (5% significancia). Las
pruebas se corrieron en el programa InfoStat version profesional 2020 (Di Rienzo et
al, 2020).

Resultados y discusion
Incidencia de moniliasis sobre T. cacao

En cuanto a la incidencia, el analisis de la varianza (ANOVA) respecto a la localidad
(San José del Fragua y Florencia) mostré que no hubo diferencias estadisticas
significativas (p> 0,05). Para el periodo se observaron diferencias significativas
(p<0,05), donde los valores mas altos los evidencio el periodo de transicion
(79,00+6,80a) y los mas bajos el seco (25,25+0,07b) (Tabla 1). Los resultados de
este estudio contrastan con lo reportado por Porras (1985), quien no encontrd
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diferencias significativas en la incidencia de la enfermedad entre épocas de
evaluacion para cultivares de T. cacao en condiciones similares.

Las notas altas de incidencia entre los periodos y las localidades coinciden con lo
reportado por Philliphs-Mora (2005), Polanco y Medina (2005), Jaimes et al. (2011)
y Melgar et al. (2012), quienes reportaron incidencias mayores al 60%, las cuales
concuerdan con la incidencia media reportada en este estudio, que se debe
principalmente a larelacion entre la humedad relativa alta, precipitaciones variables
y la temperatura 6ptima para la proliferacion de la enfermedad.

Para la interaccion entre periodo=*localidad hubo diferencias significativas (p <
0,05), donde los valores mas altos los registroé la interaccion San José del Fragua-
Transicion (89,0049, 62a) y los mas bajos la interaccion Florencia-Seco
(10,00+9,62c). En este sentido, es destacable que la incidencia contribuye a la
seleccion de los mejores periodos de evaluacion y lugares de siembra de materiales
de cacao en diferentes regiones, ya que esta involucra mecanismos de resistencia
poligénica que impiden o favorecen el desarrollo del patdgeno en las plantaciones
(Phillips-Mora, 2005).

Tabla 1. Medias de la incidencia (%) de moniliasis (M. roreri) sobre T. cacao en la
Amazonia colombiana.

Factor Nivel Incidencia
Transicion 79,00+ 6,802a°
Periodo
Seco 25,25+ 6,80b
p-valor 0,002%*
Florencia 39,50+ 6,80b
Localidad
San José del Fragua 64,75+ 6,80a
p-valor 0,075
TranS|C|02*FlorenC| 63,40 + 9,62ab
PeriodoxLocalida Transici(’)p*San 89,00 + 9,623
d Josée
SecoxFlorencia 10,00 + 9,62c
SecoxSan José 42,50 + 9,62b
p-valor 0,001 x*

aError estandar

bValores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren
estadisticamente (Prueba LSD de Fisher, p < 0,05)
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Fuente: Elaboracion propia

Severidad de moniliasis sobre T. cacao

Se presentaron diferencias significativas en la severidad externa entre localidades
(p < 0,05), donde los valores mas altos fueron para la localidad de Florencia (1,91+
0,07a), mientras los mas bajos fueron para San José del Fragua (1,51+ 0,07b); en
cuanto al periodo se observaron diferencias significativas (p < 0,05), donde los
valores mas altos se presentaron en el periodo de transicion (2,39+0,07a) y los mas
bajos en el seco (1,03+0,07b). Para la severidad interna se vieron diferencias
significativas para los factores localidad y periodo (p < 0,05), donde los valores mas
altos fueron para la localidad de Florencia (1,20+0,07a) y el periodo de transicion
(1,75+0,07a), mientras los mas bajos se presentaron para San José del Fragua
(1,11+0,07b) y periodo seco (0,56+0,07b) (Tabla 2). Estos resultados de severidad
externa coinciden con los reportados por Polanco y Medina (2005); Jaimes et al.
(2011); Melgar y Gonzalez (2011) y Melgar et al. (2012), quienes indican que la
enfermedad en frutos de cacao se da hasta la formacion de necrosis en frutos con
esporulacion, lo que coincide con lo reportado en este estudio. De igual forma,
Evans (1981), indica que no se puede determinar con precision el grado de
infeccion interna de los frutos de cacao a partir de la severidad externa de los
mismos, ya que estos no se encuentran estrechamente relaciones y dependen del
incremento del inoculo y de la expresion de los danos.

En cuanto a la interaccion entre periodoxlocalidad para la severidad externa e
interna se presentaron diferencias estadisticas significativas (p < 0,05), donde los
valores mas altos los registro la interaccion Transicion-Florencia (2,71+0,10a) para
severidad externa y severidad interna (1,96+0,10a). Los valores mas bajos se
mostraron en San José del Fragua-Seco para severidad externa (0,94+0,10c) y
Florencia-Seco para severidad interna (0,44+0,10c). En este sentido, las menores
notas de severidad interna en este estudio fueron similares a lo encontrado por
Jaimes et al. (2011) y Melgar et al. (2012), quienes reportaron notasde 0,16 a 2,1; es
decir, danos internos en el 16% de las almendras. De igual forma, los valores mas
altos reportados en este estudio concuerdan con lo encontrado por Arciniegas,
(2005); Suarez et al. (2006) y Phillips-Mora (2012) quienes evidenciaron notas entre
2,3 y 5; es decir, con un necrosamiento interno entre el 60 y 100%, dada
principalmente por periodos de lluvia prolongado y la densidad de siembra del
cultivo.

Tabla 2. Medias severidad externa e interna de moniliasis (M. roreri) sobre T. cacao
en la Amazonia colombiana.

Factor Nivel Severidad Severidad Interna
Externa

Periodo Transicion 2,39+ 0,072aP 1,75 + 0,072
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Seco 1,03 £+ 0,07b 0,56 + 0,07b
p-valor 0,002 % % 0,001 %
Florencia 1,91 +0,07a 1,20 + 0,072
Localidad 5
San Jose del 1,61 +0,07b 1,11+ 0,07b
Fragua
p-valor 0,001 %% 0,002« %
TranS|C|oig*Florenc 271+0,07a 1,96 + 0,102
PeriodoxLocalida ~ TransicionxSan —, 54, g g7}, 1,40 £ 0,10b
d José
Secox*Florencia 1,05+ 0,07c 0,44 + 0,10c
SecoxSan José 0,94 + 0,07c 0,60 £ 0,10c
p-valor 0,024 x 0,002 *

aError estandar

bValores en cada columna seguidos por la misma letra no difieren

estadisticamente (Prueba LSD de Fisher, p < 0,05)

Fuente: Elaboracion propia

Identificacion del hongo M. roreri

Quince dias después de haber transferido el hongo M. rorerial medio AEM mas jugo
V8, se observo el desarrollo de colonias de coloracion café claro-blanco debido a la
acumulacion de micelio y esporas, con una masa conidial pulverulenta; sin
embargo, el mayor crecimiento de la colonia de M. roreri en medio de cultivo fue
después de 24 dias de incubacion. De esta manera, fue posible identificar el hongo
por medio de caracteristicas morfologicas de las colonias, las cuales se
caracterizaron por presentar un borde regular, textura pulverulenta y coloracion
café oscura (Figura 1A).

Es perceptible que el crecimiento de M. roreri se presentd de forma lenta, siendo
ésta una caracteristica importante para la conservacion de las cepas bajo
condiciones de laboratorio (Villamil et al,, 2012; Phillips-Mora et al,, 2006).

Por otro lado, con la ayuda del microscopio opticoy con objetivo de 100X, se realizo
la observacion de estructuras reproductivas del hongo, observandose hifas
septadas, conidioforos y esporas globosas (Figura 1b). Evans (1981); Arguello,
(1997) y Phillips et al., (2006), indicaron que, en promedio de montajes de colonias
del hongo, es posible la observacion de conidioforos ramificados dando lugara una
cadena de esporas globosas, subglobosas y elipticas, ademas de hifas tabicadas,
con doliporos y conidios basipetalas.
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Figura 1. M. roreri. A. Anverso de la colonia en AEM més V8 luego de 24 dias. B.
Microscopia de M. roreri, objetivo 100X

Conclusiones

Se encontroé que para la incidencia de la enfermedad los valores mas altos los
present6 el municipio de San José del Fragua en el periodo de transicion y los
valores mas bajos el municipio de Florencia en el periodo seco, la mayor severidad
de la moniliasis del cacao, tanto interna como externa, la presento la localidad de
Florencia en periodo de transicion; mientras que los valores mas bajos se
observaron en la localidad de San José del Fragua en periodo seco. De igual forma,
se aislo el hongo M. roreri en medio de cultivo AEM mas jugo V8, permitiendo
confirmar las caracteristicas macro-microscopicas del hongo.
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