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Identificaciony mancjo delapudricion parda de lamazorca (Phytop/otham sp.) en cacao

Presentacion

La produccién de cacao en Colombia tiene una enorme posibilidad
por la existencia de cerca de 666.406 hectareas aptas para su
siembra, que se conectan con la industria transformadora, la cual
posee una capacidad instalada para el procesamiento de més de
100.000 t/afio, y por el potencial exportador del grano debido a
su demanda en el mercado mundial; ventajas comparativas que
convierten la produccién de cacao en una alternativa agricola con
alta perspectiva en el contexto agroindustrial y con mercados seguros
nacionales e internacionales.

Las enfermedades son el factor bidtico de mayor impacto en la
produccion de cacao en Latinoamérica y el mundo. En Colombia,
el ataque de la monilia [Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans,
Stalpers, Samson & Benny] ocasiona pérdidas superiores al 40 %.
Le sigue la pudricién parda de la mazorca, causada por organismos
del género Phytophthora, que se clasificaban como hongos, pero
actualmente se agrupan dentro del reino Protista. La pudricién
parda puede atacar diferentes partes de la planta de cacao, pero, al
igual que la moniliasis, su mayor dafo se debe al ataque en frutos,
que son el érgano de interés comercial y econdmico por contener
las semillas con las que se fabrican el chocolate y sus derivados.

Dada la importancia econdmica y social que representa en la
actualidad el control de la pudricién parda del cacao, por el
incremento en las pérdidas en grano y en drboles, Corpoica recopila la
informacion existente de esta enfermedad, en aspectos relacionados
con la biologia, etiologia, sintomatologia, epidemiologia, métodos
de control, e incluye algunos resultados preliminares de investi-
gacion sobre la variabilidad genética del patdgeno y la resistencia
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genética en clones de cacao. En consideracién a lo expuesto,
se pone a disposicion del gremio cacaotero la publicacién
Identificacion y manejo de la pudricion parda de la mazorca
(Phytophthora sp.), como una herramienta de consulta y difusién
que permita el entendimiento de la dindmica y manejo de esta
enfermedad y asi contribuir al mejoramiento del nivel tecnoldgico
del cultivo en Colombia.

Lorenzo Peldez Suarez
Director CI Nataima, Corpoica
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Introduccion

En Colombia, durante el afio 2010, los bajos rendimientos del cultivo de
cacao no permitieron satisfacer el consumo nacional de 52.000 toneladas,
lo que generé6 un déficit en produccién del 22,95 %. La baja rentabilidad del
cultivo en el pais obedece, inicialmente, a la existencia de plantaciones muy
antiguas, con escaso manejo y con materiales hibridos que originan una gran
cantidad de drboles improductivos o de muy baja produccién. En segundo lugar,
los rendimientos se ven severamente afectados por la presencia de enfermedades
como moniliasis o monilia [Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers,
Samson & Benny], pudricién parda de la mazorca [Phytophthora palmivora
(Butl)) Butl y/o P. capsisci Leonian], escoba de bruja [Moniliophthora (= Crinipellis)
perniciosa (Stabel) Aime y Phillips-Moral, llaga macana (Ceratocystis fimbriata)
y llaga estrellada (Rosellinia pepo).

La enfermedad fungosa conocida como monilia es el factor sanitario mds
limitante para la produccién de cacao en el pais; se estima que Colombia pierde
por este concepto més del 40 % de su cosecha anual, equivalente, en términos
de grano comercial, a 28.000 toneladas métricas sobre una produccion total de
42.000 toneladas en promedio en los tltimos afos. Le sigue en importancia
la pudricién parda de la mazorca, enfermedad que causa las mayores pérdidas
en produccién en todas las dreas cacaoteras del mundo, causada por oomycetos
del complejo Phytophthora. Aunque el patdgeno puede atacar plintulas y
diferentes partes del drbol de cacao, como cojines florales, chupones, brotes,
hojas, ramas, tronco y raices, el principal dafio lo sufren las mazorcas donde se
encuentran las semillas, que son el érgano de interés econdmico y comercial,
ya que son la materia prima para la produccién de alimentos, medicamentos,
cosméticos, farmacéuticos y jabones, entre otros.

Aunque la pudricién parda usualmente no causa dafios importantes en
la produccién, cuando la moniliasis estd presente, podria incrementar su
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ataque en plantaciones de cacao establecidas en pisos térmicos altos donde las
condiciones de baja temperatura disminuyen el ataque de monilia, lo que facilita
una mayor disponibilidad de frutos para ser afectados por Phytophthora sp.

Con ¢l objeto de entregar de manera clara, concisa ¢ ilustrada la informacién
existente en el mundo en temas relacionados con la biologia, etiologfa,
sintomatologia, epidemiologia y métodos de control de la mancha parda
de la mazorca, Corpoica pone a disposicién de técnicos, investigadores y el
gremio cacaotero este documento como herramienta de consulta y difusién
del tema sanitario mencionado, en procura de contribuir al incremento de la
rentabilidad del cultivo.
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Identificacion y manejo de la pudricién

parda de la mazorca (Phytophthora sp.)
en cacao

Introduccion

La mazorca parda del cacao, enfermedad causada por el patdgeno Phytophthora sp.,
es el factor mds limitante en el cultivo de cacao en el mundo, debido a las
considerables pérdidas que origina en el rendimiento del grano en las regiones
de Africa occidental y central, que son responsables de aproximadamente el
70% de la produccién mundial de cacao. Este impacto negativo en las principales
regiones productoras del mundo origina pérdidas mundiales cercanas al 30 %
y muerte de un 10% de los drboles, mermas que se pueden incrementar en
presencia de factores como la alta humedad en el suelo y en el ambiente (Gregory
y Maddison 1981; Erwin y Ribeiro 1996; Drenth y Guest 2004).

El agente causal mds cosmopolita de la mazorca parda es Phytophthora
palmivora, debido a su distribucién mundial, aunque muchas son las especies
del patdgeno identificadas que causan la enfermedad en diferentes regiones
productoras en el mundo. Es asi como P. megakarya es considerada la especie
mds destructiva y estd limitada al continente africano; P. capsici y P. citrophtora
estan presentes en América Central y Suramérica. No obstante, P. capsici
también ha sido encontrada en Camerin (Africa) (Zentmyer et al. 1981);
P. citrophthora (Smith y Smith) Leonian existe en Brasil (Kellam y Zentmyer
1981); P. hevea Tompson en Malasia (Turner 1968, citado por Oliveiray Luz
2005) y México (Lozano-Trevino y Romero-Cova 1974); P. megasperma
Drechsler en Venezuela y Cuba (Capriles de Reyes et al. 1972) y P. arecae en

Asia (Indiay Sri Lanka) (Stamps 1998).



Corpoica

En Colombia no se ha identificado claramente la especie o especies asociadas
con la enfermedad. A la fecha, se desconocen aspectos relacionados con la
diversidad genética, biologia, fisiologfa, asi como con la epidemiologia, que
permitan en un futuro contar con el conocimiento necesario para generar
diferentes estrategias de control que puedan ser incorporadas dentro de un
programa de manejo integrado de la enfermedad, a fin de incrementar la
eficiencia del control y la rentabilidad del cultivo de cacao en el pais.

Taxonomia

Las especies de Phytophthora causantes de la mazorca parda en cacao se
encuentran agrupadas asi: reino: Chromista (=Stramenopila); division: Oomycota
(mohos acudticos); subdivision: Mastigomicotina; clase: Phycomycetes; subclase:
Oomyecetes; orden: Peronosporales; familia: Pythiaceae; género: Phytophthora.

Los oomycetes son un grupo de organismos miceliales pertenecientes al reino
Chromista (Tyler 2001; Van West et al. 2003; Blair et al. 2008), que
representan una linea evolutiva tnica y distante de los hongos verdaderos.
El cardcter unificador del reino Chromista es el flagelo anterior de tipo oropel,
el cual porta dos filas de vellosidades tubulares tripartitas y que esta presente
en el aparato flagelar heteroconto de las zoosporas (figura 1c) (Dick 2001;
Moore 2002).
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Etiologia

El género Phytophthora (del griego phyton: planta; phrhora: destructor) fue
creado por de Bary en 1876 con P. z'nﬁsmm de Bary como especie tipo. Existen
cerca de 80 especies dentro del género Phytophthora que producen enfermedades
con diversidad de sintomas en diferentes especies de plantas.

Sucesivos estudios de Turner (1960), Zentmyer y Mitchell (1971), Zenemyer (1975), Waterhouse
(1974), Griffin (1977) y Kellan y Zenemyer (1986) pusicron en evidencia la existencia de tipos
morfolégicos dentro del complejo Phytophthora presentes en el cultivo de cacao. Posteriormente,
Brasicr y Griffin (1979), basados en las diferencias existentes en cuanto a morfologl’a de las colonias
y de los esporangios, largo y caducidad de los pedicelos, asi como en el numero y tamano de los
cromosomas, realizaron la reclasificacion de especies asf:

MFI fue reconocida como . palmivora “sensu striceu” (Butler) Butler

ME3 fue descrita como una nueva especie Phytophthora megakarya

MF4 constituy6 la nueva especie Phytophthora capsici (Leonian)

MEF-2 no fue considerada una designacion vilida. (Reyes 2000, 155-156)

Las caracteristicas que diferencian el género Phytophthora, perteneciente
al reino Chromista, de los hongos verdaderos (reino: Fungi), se basan en la
morfologia de las crestas mitocondriales (tubulares, semejantes a las de las
plantas); la bioquimica de las paredes celulares, que se compone de -1,3 y
B-1,6 glucanos y no de quitina (el polimero de N-acetil glucosamina, que se
encuentra en las paredes de los hongos verdaderos); la sintesis de lisina por la
via del 4cido diaminopimélico (misma via de las plantas); el ergosterol no es
un esterol importante en la membrana plasmitica de los oomycetos; presencia
de flagelos en las zoosporas y gametos masculinos; las septas (paredes celulares)
en las hifas son raras, lo que resulta en una condicién multinucleada (llamada
cenocitica) y los nicleos de las células vegetativas son tipicamente diploides

(Massola y Krugner 2011).

Como se puede ver, los oomycetos presentan varias caracteristicas bioquimicas
y ultraestructurales que los asemejan a las plantas y algas. Estas caracteristicas,
amparadas también con un abordaje filogenético basado en las regiones
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conservadas de su genoma, soportan la clasificacién de los oomycetos en el reino
Chromista junto con algunas algas. Los andlisis de las secuencias moleculares
de la subunidad 18S del rDNA (ribosomal) han confirmado que los oomycetos
estan estrechamente relacionados con las Crhysophytas, Diatomeas y algas
cafés, pero se separaron relativamente temprano de las formas pigmentadas

(Raven et al. 1999).

La mayoria de las especies de oomycetos se reproducen sexual y asexualmente:
la reproduccién asexual es por germinacién directa del esporangio, por medio
de zoosporas moviles, cuyos flagelos son caracteristicos y distintivos de las
especies, o por germinacién de las clamidosporas (figuras 1a, b, ¢). La repro-
duccién sexual es oogdmica. El gameto femenino (oogonio) es relativamente
grande, en forma de huevo no flagelado y es fecundado por el gameto masculino
(anteridio) que es notablemente mds pequefio y flagelado, formando una espora
sexual (oospora) (figura 2a).

Fotos: Eleonora Rodrfgucz P.

Figura 1. Estructuras de reproduccion asexual de Phyrophthora sp. a. Esporangio; b. Liberacién de
las zoosporas por el esporangio; c. Detalle de las zoosporas, presencia de los dos flagelos.
Fuente: ﬁgura lcbasadaen http://WWW.q»bankcu/Fungi/BioloMlCSaspx
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Phytophthora produce dos tipos de esporas disenadas para sobrevivir a largo
plazo: las clamidosporas y las oosporas; la diferencia principal entre los dos
tipos es el origen asexual de las clamidosporas (esporas clonales), mientras que
las oosporas resultan de la recombinacién sexual (figuras 2a y b).

Fotos: Eleonora Rodrl’gucz P.

Figura 2. Estructuras de supervivencia de Phytophthora sp. a. Clamidospora, reproduccion asexual;
b. Oospora, reproduccién sexual.

Sintomas y signos

Pudricion en mazorcas

La infeccién por Phytophthora puede ocurrir en cualquier parte del fruto y en
cualquier etapa de su desarrollo, pero, por lo general, se observa en los extremos
de la mazorca, drea donde se acumula mds agua, y en frutos maduros, que son
los més susceptibles.

Los primeros sintomas de la enfermedad se desarrollan bajo condiciones de
alta humedad y se manifiestan aproximadamente a las 30 horas después de
ocurrida la infeccién, como pequefias manchas en la superficie de los frutos
de apariencia acuosa (figura 3a). Las lesiones necréticas de color café (pardo)
se desarrollan rapidamente y en condiciones de alta humedad entre 3y 5 dias
después la aparicion de los primeros sintomas. Sobre la superficie de la lesion
se puede observar la presencia de un crecimiento pulverulento poco denso
formado por el micelio y los esporangios del hongo (figura 3b). La lesién
avanza en su interior a la misma velocidad que progresa la lesién externa
(figura 3c). La lesién crece rdpidamente y llega a cubrir la totalidad de la
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superficie del fruto y los tejidos internos, incluyendo los granos, en un periodo
aproximado de 10 a 14 dfas (figura 3d). El borde de la lesién avanza aproxima-
damente 12 mm por dia y se caracteriza por tener limites bien definidos. En
frutos de més de tres meses, las infecciones generalmente inician en la punta
o en el pedinculo de la mazorca; y al ser infectada, también se asocia con un

fuerte olor a pescado (Vos et al. 2003; Drenth y Guest 2004).

Las mazorcas enfermas permanecen en el drbol y contintan produciendo
indculo, por un periodo de mas o menos tres afios, hasta su completa
momificacion (pérdida de agua en los tejidos). En condiciones de alta humedad,
un fruto enfermo puede llegar a producir hasta cuatro millones de esporangios.

Fotos: Elconora Rodrl’gucz P.

Figura 3. Pudricién parda de la mazorca en frutos de cacao causada por Phytophthora sp. a. Primeros
sintomas; b. Necrosis de tejido externo y esporulacién (produccién de esporangios); c. Necrosis de
tejido interno proporcional a la necrosis externa; d. Necrosis total del fruto.

Fuente: Erwiny Ribeiro (1996) y Vos etal. (2003)
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Canceres en tejido lefioso y cojin floral

La infeccién por Phytophthora también aparece en otros 6rganos de la planta,
como tallos, ramas y chupones, donde forma lesiones cancerosas, que se
constituyen en fuente de indculo (Gregory y Maddison 1981; Guest et al.
1994). Phytophthora ataca igualmente cojines florales y destruye completa-
mente las flores.

Las lesiones cancerosas aparecen como manchas necréticas de color marrén
en la corteza del tallo principal, ramas secundarias y pedunculo del fruto;
estas lesiones tienen como caracteristica la exudacién de una goma rojiza
(figura 4a y c). Al raspar la superficie de la corteza afectada, el tejido expuesto
se torna acuoso y pegajoso y se observa en la corteza interna una lesion rojiza
que no penetra profundamente. La lesién no se extiende mds alld del tejido
del cdmbium (figura 4b y d). La necrosis del tallo puede avanzar hasta rodear
totalmente el tronco principal y causar la muerte stbita del 4rbol (Erwin y

Ribeiro 1996).

Fotos: Eleonora Rodriguez P. y Fabio Aranzazu

Figura 4. Sintomas de cdncer en tronco de cacao causados por Phytophthora sp. a. Lesién cancerosa
en la corteza; b. Dafio en los tejidos internos del tronco, c. Lesidn cancerosa en el pedinculo y frutos
d. Dano en los tejidos internos de la corteza en el punto de unién con el pedinculo.
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Necrosis en plantulas y hojas

En condiciones favorables de humedad, el hongo también ataca pldntulas y
causa necrosis de la hoja (tizdén), dafo al sistema radical y al tallo principal; de
esta manera, provoca la muerte de pldntulas (figura S5a y b). La infeccién en
hojas maduras se caracteriza por necrosis irregular del tejido foliar, pero no
es considerada importante en la diseminacién y supervivencia del patégeno.

-

Fotos: Elconora Rodrigucz P.

Figura 5. Sintomas de necrosis en hojas de pléntulas de cacao causada por Phyrophthora sp. a. Lesion
necrética (tizén); b. Necrosis generalizada de hojas y tallo (muerte de pldntula).

Ciclo de vida

Phytophthora palmivora y P. megakarya tienen dos tipos de reproduccién
asexual y sexual, que producen cuatro tipos de esporas diferentes que pueden
causar infeccién directa o indirectamente: esporangios, zoosporas, clamidosporas
(producidos durante la reproduccién asexual) y oosporas (producidas durante
la reproduccién sexual) (figura 6).

El tipo de reproduccion asexual es predominante y se inicia con la produccion
de esporangios sobre el tejido infectado (frutas infectadas, hojas, tallos o raices).

D
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Los esporangios son capaces de germinar directamente sobre la superficie
de la planta o en el suelo. Este tipo de germinacién ocurre en presencia de
temperaturas cercanas o superiores a los 25 °C. La baja temperatura (15 a 20 °C)
favorece la ruptura del esporangio, liberacién y germinacién de las zoosporas,
lo cual incrementa el nivel de indculo, ya que cada esporangio tiene de 20 a 30
zoosporas que constituyen un mayor numero de unidades infectivas o propagulos,
mientras que la germinacién directa del esporangio constituye un solo propagulo
del patdgeno (Dennis y Konam 1994; Erwin y Ribeiro 1996). Por tanto, las
unidades infectivas mds importantes para la diseminacion de este chromista
son las zoosporas. Estas tienen dos funciones dentro del ciclo de la enfermedad:
diseminacién del patdgeno a nuevos hospederos y reconocimiento de sefiales
en el sitio de infeccién (Walker y Van West 2007); son atraidas por senales de
la planta hacia los potenciales sitios de infeccién y, en un tiempo aproximado de
20 a 30 minutos, encuentran su hospedero y se enquistan. A pocos minutos
de entrar en contacto con el huésped potencial, un material mucilaginoso
que facilita la adhesién del quiste es secretado sobre su superficie ¢ inmedia-
tamente forma una pared celular. Se ha demostrado que la penetracién de
P. palmivora ocurre principalmente a través de los estomas (Iwaro et al. 1997).
La germinacion ocurre répidamente después del enquistamiento y los tubos
germinativos penetran la epidermis de los tejidos; esto ocurre en un periodo
aproximado de 48 horas (figura 5) (Attard et al. 2008). La colonizacién del
tejido del hospedante progresa y, en tejidos susceptibles, la esporulacién ocurre
dentro de tres a cinco dias en condiciones de ambiente favorable.

Durante la reproduccién sexual se forman las oosporas por acoplamiento
de dos tipos de estructuras especializadas, llamadas anteridio (estructura
reproductiva masculina) y oogonio (estructura reproductiva femenina), de
compatibilidad complementaria (Al y A2). Sin embargo, las oosporas son rara-
mente observadas en la naturaleza, debido a que los dos tipos de apareamiento
(A1y A2) pocas veces se encuentran juntos (Guest 2007). Las oosporas germinan
desarrollando micelio o produciendo esporangios; su germinacién estd
influenciada por la edad, nutricion, temperatura y luz. El Phytophthora es un
parasito facultativo y requiere de estructuras de supervivencia como clamidosporas
y oosporas que le permitan sobrevivir en ausencia de hospederos (Widmer 2010).
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Condiciones favorables

La enfermedad se encuentra adaptada a las regiones hiimedas y la intensidad
del dafo se incrementa en la época de lluvias (Weststeijon 1965). La presencia
de pudricién parda de las mazorcas se encuentra correlacionada con una alta
humedad relativa y baja temperatura (Orellana 1956; Enriquez 1985). Estudios
sobre el desarrollo de la enfermedad en diferentes condiciones ambientales
indican que la incidencia y la severidad de la misma se ven favorecidas por
humedad relativa superior a 95 % y temperaturas entre 18 y 20 °C (Tollenaar
1958; Braudeau 1970; Enriquez 1985).

La precipitacién es uno de los factores mas importantes para la ocurrencia
de brotes repentinos de la enfermedad, que inician entre cuatro a cinco dias
después de una fuerte lluvia, ya que la presencia de agua libre favorece la
esporulacion, liberacién vy, sobre todo, la diseminacién de los zoosporos,
principales propagulos infectivos que, por ser méviles en agua, son diseminados
ficilmente por el salpique de la lluvia y asi infectan los frutos y el tallo de la
misma planta o plantas vecinas (Hunter y Kunnimoto 1974; Luz et al. 2001).
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Figura 6. Ciclo de vida de Phytophthora sp. en Theobroma cacao L.
Fuente: Adaprado de Agrios 2001
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Epidemiologia

Las especies del género Phytophthora presentan dos tipos de reproduccion:
asexual (con la formacién de clamidosporas y esporangios, que contienen las
zoosporas) y sexual (mediante la formacién de oosporas).

Los esporangios, que son las estructuras reproductivas asexuales del hongo,
requieren de agua para su germinacion y pueden presentar dos modos de
germinacién dependientes de las condiciones de temperatura. La temperatura
mds elevada favorece la germinacién directa del esporangio en la cual el tubo
germinativo se origina, principalmente, a partir de la papila del esporangio;
este, a su vez, puede dar lugar rdpidamente al micelio o producir un nuevo
esporangio. La baja temperatura favorece la ruptura del esporangio, liberacién
y germinacion de los zoosporos, lo que incrementa el nivel de in6culo, ya que
cada esporangio tiene de 20 a 30 zoosporas que constituyen un mayor nimero
de unidades infectivas o propdgulos, mientras que la germinacién directa del
esporangio constituye un solo propagulo del hongo (Dennis y Konam 1994;
Erwin y Ribeiro 1996). Por tanto, los zoosporos son los propdgulos infectivos
mds importantes para la diseminacién del hongo, aunque no se descarta la
posibilidad de propagacién por medio de clamidosporas ¢ hifas. Las zoosporas
de P. palmivoray P. megakarya tienen la capacidad de sobrevivir en el suelo o en
las raices por un periodo de hasta cuatro meses, mientras que las clamidosporas
sobreviven hasta por 6 afios y las oosporas por 13 (Drenth y Guest 2004).

La humedad es uno de los factores que contribuyen al desarrollo del hongo;
es el principal agente de diseminacién. El indculo llega de tejidos infectados
o del suelo alos tejidos sanos a través de la lluvia o el salpique. Ademas de vectores
como roedores y hormigas, el hombre es un dispersor rdpido, principalmente
cuando se utilizan herramientas de poda y cosecha contaminadas que pasan

de 4rboles enfermos a sanos (Drenth y Guest 2004; Nyassé et al. 2007).

Las principales fuentes de indculo son la corteza de mazorcas cosechadas y
los frutos enfermos, las mazorcas momificadas, el suelo infestado, los cojines
florales, la corteza del tronco y los frutos de cacao infectados que crecen cerca

g

del suelo (Enriquez y Salazar 1987).
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La concentracion de carbohidratos solubles en el fruto se ha encontrado
asociada con la susceptibilidad del material a la enfermedad; es asi como clones
altamente susceptibles presentan concentraciones mayores que los clones
resistentes. Aunque si bien esta concentracion es mayor en un clon susceptible,
su valor decrece més rdpidamente que en un clon resistente en frutos infectados
con Phytophthora megakarya; esto sugiere una utilizacion del hongo durante
su crecimiento (Omokolo et al. 1996).

El contenido de aminodcidos también fue relacionado con la resistencia a
P. megakarya; se han observado valores constitutivos mds altos en el material
con mayor nivel de resistencia, asi como un incremento mayor en los mismos
en el material resistente cuando se compara con el material susceptible durante el
proceso infeccioso. El aumento que se estableci6 podria estar relacionado con
el incremento en la sintesis de moléculas relacionadas con la resistencia, como
fenoles y proteinas ricas en hidroxiprolina (Esquerré-Tucaye y Lamport 1979).

Métodos de manejo

Existen cuatro métodos bésicos para controlar el patégeno causante de la
pudricién parda: control cultural, quimico y bioldgico y uso de materiales
resistentes. Una estrategia de manejo integrado para el control de Phyrophthora
empleando estos cuatro métodos se debe enfocar en eliminar las fuentes de
indculo primario, la prevencion en el movimiento de inéculo del suelo hasta
el dosel y la reduccion de la produccién de indculo secundario.

Practicas culturales empleadas en el control de monilia, como la recoleccién de
mazorcas enfermas y poda del drbol, han permitido indirectamente el control

de la pudricién negra (Rondén y Gémez 1993).
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Control cultural

Consiste en modificar el ambiente para hacerlo destavorable al establecimiento
del patdgeno. El empleo de diferentes practicas culturales permite la disminucién
del inéculo y de la humedad relativa en la plantacién; reduce, por ende, la
incidencia y severidad del patdgeno (Dennis y Khoman 1994; Guest 2007).
Entre las practicas culturales recomendadas ampliamente para el control de
Phytophthora estan:

1.

7.

8.

9.

La recoleccién frecuente de la totalidad de mazorcas enfermas, asi como
su cubrimiento con hojarasca una vez son arrojadas al suelo. La recolecciéon
debe hacerse con frecuencia semanal y contribuye con la disminucién del
indculo y de insectos vectores.

Cosecha frecuente de mazorcas maduras, de preferencia semanalmente o
en un periodo no mayor de quince dias.

En el tronco, se puede hacer una cirugia con el fin de raspar la porcién
enferma, hasta dejar el tejido sano, donde se aplica una pasta cicatrizante
con 10 gramos de Ridomil” en un litro de agua en ¢l drea lesionada,
repitiendo a los 15 dias, o con Metalaxil al 0,25 %.

Desinfeccion de herramientas de cosecha y poda.

La utilizacién de microorganismos descomponedores o sustancias desecantes
en las pilas de residuos de cosecha permite la rdpida descomposicion del
material enfermo; disminuyen asi las fuentes de indculo y la poblacion de
insectos vectores que alli se desarrollan.

Préicticas de manejo de la sombra y tamafo de la copa en la plantacion
de cacao, asi como en los maderables asociados, que permiten la entrada
de luz y el flujo de aire a través de los drboles. Estas incluyen distancia
de siembra adecuada, podas de formacion y mantenimiento y control
de arvenses. Se ha encontrado que la aplicaciéon de estas medidas puede
incrementar la floracién y favorecer el desarrollo de frutos.

Control de hormigas que contribuyen en la diseminacién del inéculo en
el dosel.

Mantenimiento o instalacién del sistema de drenaje, en caso de que las
condiciones del suelo lo requieran.

Hacer el plateo al arbol retiraindole la hojarasca y las malezas.

10. En viveros, manejar la humedad y la sombra; garantizar una buena sanidad

del sustrato.
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La aplicacién conjunta de las pricticas culturales ha sido eficiente en Ghana
para el control de P. palmivora, tinico agente causal de la mazorca parda en
ese pais, pero han sido ineficientes en Camertn, donde estdn presentes las
especies P. palmivora'y P. megakaria, debido a la mayor agresividad de esta
tltima; en este pais, la aplicacién conjunta de fungicidas y précticas culturales
de saneamiento proporcioné un control util de ambas especies del patdgeno.
P. megakaria ha mostrado ser mds virulenta que P. palmivora, por eso es
importante evitar la entrada de esta especie a regiones productoras donde no
se ha reportado, como es el caso de Colombia (Lanaud et al. 2003).

Control quimico

Es una técnica muy utilizada por los productores de cacao, debido a su répida
y efectiva accién; cominmente se usan los fungicidas a base de cobre. Sin
embargo, los efectos de su empleo en la induccién de resistencia en el patdgeno,
la alta presién de la enfermedad durante la estaciéon hiimeda, los altos costos
de produccion y los elevados riesgos de contaminaciéon ambiental le restan
eficiencia y rentabilidad a su empleo; por tanto, resulta més efectivo su uso
cuando se combina con précticas culturales (Vos et al. 2003; Adejumo 2005).

Aunque el saneamiento en plantaciones y el empleo de fungicidas a base de
cobre han sido eficaces en la reduccién del nivel de infeccién por Phytophthora
(Oliveira y Luz 2005), el alto costo de los fungicidas los hace poco accesibles
a los pequefios agricultores, que son los que producen mas del 50 % del cacao
mundial. La aspersion de fungicidas protectores a base de cobre en mezcla
con el fungicida sistémico Metalaxil®, en intervalos de tres a cuatro semanas,
es la préctica mas recomendada, pero su empleo por los productores depende
directamente de la produccién y del precio del grano, lo que disminuye la

rentabilidad de su uso (Guest et al. 1994).

Las lesiones o cdncer del tronco pueden ser tratados con Metalaxil” al 0,25 %;
en este caso, el fungicida se aplica con brocha o hisopo sobre el drea afectada,
previo raspado superficial del sitio necrosado (Rondén y Gémez 1993). Se
ha encontrado también que el empleo de inyecciones anuales al tronco con
una sal inorgénica de fosfonato de potasio es eficiente en la reduccién de cdnceres
ocasionados por P. palmivora en zonas muy himedas de Paptia Nueva Guinea
(Guest et al. 1994) y en Ghana contra P. palmivora 'y P. megakarya (Opoku
etal. 2007).
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Debido a la fisiologia de los oomycetes, la mayoria de los fungicidas no
tienen efecto sobre ellos, como es el caso de los fungicidas que interrumpen
la biosintesis del ergosterol, ya que los oomycetes no sintetizan esteroles,
los adquieren de sus hospedantes. Ademds, este grupo de microorganismos
presentan una extraordinaria flexibilidad genética que les permite adaptarse
rapidamente y desarrollar resistencia a fungicidas y superar los mecanismos
de resistencia genética en plantas (Tyler 2001). La resistencia a quimicos como
el Metalaxyl®, un fungicida sistémico que interfiere con la incorporacién de
uridina en la sintesis de RNA (Davidse et al. 1983), se ha desarrollado en varias
especies de oomycetes, por lo que su uso requiere de un manejo adecuado
para preservar la utilidad del fungicida (Tyler 2001).

Control biolégico

Muchos experimentos sobre control bioldgico (CB) en Phytophthora sp. en
cacao se han desarrollado en laboratorio, cultivo in vitro o mazorcas sanas,
identificando microorganismos con potencialidad como controladores de
Phytophthora sp. La evaluacién en campo de los posibles biocontroladores se
ha enfocado en una estrategia de aplicacién inundativa, es decir, aplicaciones
frecuentes en dosis elevadas del antagonista, estrategia que pudo haber generado
resultados poco alentadores en la eficiencia del empleo del CB, debido a que
no se considera la adaptacidn, establecimiento, reproduccién y supervivencia
en el campo de los antagonistas, situacion que los pone en desventaja frente a
Phytophthora sp., patdgeno con caracteristicas bioldgicas exitosas como ciclo
de vida corto y complejo, capacidad reproductiva extraordinaria y estrategia
de movilidad per se presente en las zooosporas.

El empleo de una estrategia de CB basada en la busqueda e introduccion
de microorganismos antagonistas endéfitos ofrece ventajas de adaptacion y
persistencia, caracteristicas que les permiten desempeﬁar un papel importante
dentro de un programa de manejo integrado para esta enfermedad. Algunos
agentes endofitos de control bioldgico incluyen Trichoderma spp., Penicillium
Sfuniculosum, Gliocladium spp. y Chaetomium globosum, en los cuales se ha
observado un efecto en la supresion del crecimiento del hongo (Drenth
y Guest 2004). Recientemente, Krauss y Soberanis (2001) reportan que
Phytophthora palmivora es altamente sensible a la accién de organismos
biocontroladores; se logra un buen control con el empleo de una mezcla de

organismos entre los que se encuentra Trichoderma sp.



Corpoica
Materiales resistentes

La seleccidon de materiales resistentes es a largo plazo y resulté ser el método
mds econdmico y eficaz para el control de las especies de Phytophthora sp.
(Surujdeo-Maharaj et al. 2001). Sin embargo, la incorporacién de genes de
resistencia a cultivares con caracteristicas agronémicas y de calidad ha sido un
proceso lento debido a la condicién perenne de la planta de cacao.

Los genotipos amelonado tipo bajo y alto amazonas parecen ser menos
susceptibles al hongo que los materiales trinitario y son empleados en los
programas de mejoramiento actuales. Métodos de deteccidon temprana en
segmentos de hoja y mazorca desprendida, que han correlacionado bien con
observaciones de incidencia de la enfermedad en el campo, son hoy utilizados
para evaluar progenies segregantes, con el objeto de detectar y desechar
materiales altamente susceptibles (Iwaro et al. 1997; Iwaro et al. 2005). Se
sabe en la actualidad que la resistencia a Phytophthora es aditiva y poligénica
(Despreaux et al. 1989; Flament et al. 2001) y parece ser no especifica por
lo menos para las especies P. palmivora'y P. megakarya (Nyassé et al. 2007).
Asimismo se estima que el 90% de los cultivares son susceptibles a esta
enfermedad (Iwaro et al. 1997).

Colecta y evaluacién de materiales por resistencia a este patégeno se han
realizado a través del tiempo. Pound, en 1943, colectd drboles de cacao
procedentes del alto Amazonas de Perti, donde identificd a Scavina 1y Scavina
12 como plantas con esta caracteristica. Asi mismo, el cultivar Scavina 6 ha
sido considerado como el mids resistente, incluso mds que las variedades
Catongo ¢ ICSI1 (Iwaro et al. 1997; Tahi et al. 2000). Los materiales Pound-7,
CC-42, EET-59 y UF-613 tambié¢n han sido identificados como resistentes
(Arciniegas 2005).

El empleo de herramientas moleculares como los QTLs (locus de un cardcter
cuantitativo) ha permitido la deteccién de genes o regiones del genoma ligados
con la resistencia a Phytophthora, aunque hasta ahora ninguno de estos
marcadores ha estado asociado constantemente con la resistencia (Figueira
2004). Sin embargo, con mayor desarrollo y precision de estas herramientas
moleculares se haran més eficientes los procesos de mejoramiento genético en
cultivos perennes como el cacao.
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Los procesos de mejoramiento genético han trabajado con una base estrecha
y la busqueda de resistencia genética en nuevos materiales seleccionados en
regiones con alta presién de la enfermedad se plantea como una nueva estrategia
para generar nuevas fuentes de resistencia que podria ampliar la base genética
de resistencia al hongo actualmente usada en los programas de mejoramiento.
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Resultados de la investigacion

en pudricion parda de la mazorca en
cacao (Phytophthora sp.) en Colombia

Introduccion

La investigacién en pudricién parda de la mazorca en el pais data de la década
de los setenta, cuando se realizaron los primeros avances tendientes a identificar
la presencia del patégeno, los sintomas que origina y el empleo de pricticas
culturales para su manejo. Pero, debido a las elevadas pérdidas causadas por
la moniliasis y la epidemia inicial causada por escoba de bruja en los afios
ochenta, la investigacién en mazorca negra tuvo menor relevancia. Por esta
razén, en el pais atn se desconocen aspectos relacionados con su etiologfa,
biologia, epidemiologia, asi como métodos de manejo eficaces y rentables para
el control de esta enfermedad.

El fomento cacaotero iniciado a partir del ano 2000 llevé al incremento de
nuevas reas de siembra en altitudes superiores a los 800 msnm donde prevalecen
las temperaturas bajas que favorecen el ataque de la pudricién parda, lo que
desplazd las pérdidas ocasionadas por monilia y convirti6 a Phytophthora sp.
en la principal limitante fitosanitaria para la produccién de cacao en estas
zonas. Esta situacién, unida al incremento en el uso del material CCN51
en el establecimiento de nuevas plantaciones, incrementa las pérdidas en
produccién por ser el CCN 51 un material de comprobada alta susceptibilidad
a este patogeno.

Ante el incremento actual en las pérdidas ocasionadas por este patdgeno en
la produccién del grano, muerte de drboles en el campo y plantulas en vivero,
Corpoica retomd la investigacion en el ano 2012 e inici6 los primeros estudios
sobre la diversidad genética y fisioldgica del patdgeno, asi como tambi¢n la
cuantificacion de la resistencia genética presente en algunos materiales de cacao.
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Este capitulo tiene por objeto presentar los resultados mas relevantes obtenidos
en la investigacion en mazorca parda del cacao durante el desarrollo de los
proyectos de investigacion Clones de Cacao Resistentes a Escoba de Bruja,
Phytophthoray Ceratocystis en Etapa de Vivero y Establecimiento de Colecciones,
Caracterizacién Morfoldgica y Fisiologica de Aislamientos de Phytophthora sp.
en Regiones Cacaoteras, productos de investigacion que estdn enmarcados
en la agenda quinquenal de investigacién visualizada a largo plazo y que
permiten el entendimiento y conocimiento del patosistema Phytophthora sp.
-cacao, para el ajuste y disefio futuro de un esquema de manejo integrado de
la pudricién parda de la mazorca en cacao.

Avances en la investigacion del grado de resistencia
genética a Phytophthora sp. en clones de cacao

La seleccién de materiales resistentes es, a largo plazo, el método de control
que ha resultado més econémico y eficaz para el control de P. palmivora
(Surujdeo-Maharaj et al. 2001). Sin embargo, la incorporacion de genes de
resistencia a cultivares con caracteristicas agronémicas y de calidad ha sido un
proceso lento debido a la condicién perenne de la planta de cacao.

La cuantificacién de resistencia genética de clones de cacao a Phytophthora sp.
se realizd en los centros de investigaciéon Nataima y La Suiza ubicados en
Espinal (Tolima) y Rionegro (Santander). Los estudios iniciaron en 2012 y
contintan en la actualidad.

El grado de resistencia genética a Phytophthora sp. en clones de cacao fue
determinado por inoculacién artificial en mazorca sana desprendida en 10
clones de cacao (Phillips-Mora y Galindo, 1989; Arciniegas, 2005). Los
clones evaluados fueron: ICS 1, ICS 39, ICS 60, ICS 95, TSH 565, TSH 812,
EET 8,IMC 67y CAP 34; el clon TSH 565 fue utilizado como testigo resistente
(R) y el clon CCN 51 como testigo susceptible (S). Diez frutos de aproxi-
madamente 4,5 meses de edad de cada uno de los clones fueron inoculados
con una suspension de 1,5 x 10° zoosporas mL", impregnada en dos discos
de papel filtro de 0,5 cm de didmetro y colocados en puntos equidistantes
en la zona ecuatorial de la mazorca. Frutos inoculados con agua destilada
estéril correspondieron al tratamiento testigo absoluto. Un aislamiento
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del Phytophthora sp. procedente de Algeciras (Huila) se empleé en el ensayo
realizado en Nataima y un aislamiento colectado en el CI La Suiza fue empleado
en el ensayo realizado en este centro de investigacion.

Los frutos fueron incubados en cdmara himeda. Pasados seis dias se evalud
la incidencia (presencia o ausencia de lesién) y la severidad por medicién del
didmetro promedio de la lesién en los dos sentidos perpendiculares de la
mazorca; con el promedio del didmetro de la lesion se realizé la evaluacién de
la resistencia en cada clon. La calificacién por resistencia genética se hizo de
acuerdo con la tabla 1 (Phillips-Mora y Galindo, 1989; Arciniegas, 2005). La
lectura del décimo dia no se realizé debido a la unién de las dos lesiones, lo
que impidié su medicién.

Los experimentos fueron conducidos en disefios completamente al azar con
diez repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron empleando analisis
de varianza (Anova). Las diferencias entre tratamientos fueron establecidas con
la prueba de Tukey (p < 0,05). Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando
el soffware InfoStat (2009).

Los resultados del experimento de inoculacion artificial en mazorcas desprendidas
de cacao indicaron diferencias significativas (p < 0,05) en el grado de resistencia
presente en los clones evaluados (tabla 2) de acuerdo con la tabla de clasificacién
de resistencia utilizada (tabla 1).

Tabla 1. Tabla de clasificacién de resistencia genética a Phyrophthora sp. en cacao

Diimetro de la lesién (cm)

Reaccion

Moderadamente resistente (MR)
Moderadamente susceptible (MS)

Fuente: Phillips-Mora y Galindo (1989); Arciniegas (2005)
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Tabla 2. Evaluacion del tamafio de la lesion, incidencia y calificacién del grado de resistencia genética
en mazorcas de cacao inoculadas artificialmente con Phytophthora sp. Semestre B de 2012

Tamaio ’ Tamaio y
- Incidencia | Calificacién - Incidencia | Calificacién
lesién : : lesién : :
resistencia resistencia
(cm) (cm)

con [oma| o0 [ s oo [ w0 | 5
oo Jomml w [ 5 [ [ |
eon || [ [ 0 [ 5

Notas: Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas Tukey (p < 0,05).
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El experimento de inoculacién artificial realizado en el CI Nataima exhibid
diferencias en el didmetro promedio de la lesién en los clones estudiados; el
genotipo IMC 67 calificd como moderadamente susceptible (MS), TSH 565
como moderadamente resistente (MR) y los genotipos CAP 34, CCN 51,
ICS 39, ICS 60, ICS 95, EET 8, ICS 1 y TSH 812 como susceptibles (S)
(tabla 2, figura 7). Los resultados obtenidos en el CI La Suiza indicaron
diferencias estadisticas significativa (p < 0,05) en el tamafio de la lesién en los
clones evaluados (tabla 2). El genotipo IMC 67 fue calificado como modera-
damente susceptible (MS) y TSH 565 como moderadamente resistente (MR)
y clones ICS 1, ICS 40, ICS 60, ICS 95, CCN 51, TSH 812, EET 8 y CAP
34 como susceptibles (S) (tabla 2, figura 7).

Fotos: Elconora Rodrigucz P.

Figura 7. Tamano de la lesién desarrollada en mazorcas de cacao desprendidas del clon IMC 67 a
los scis dias después de la inoculacién con Phytophthora sp. Testigo (A); réplicas inoculadas (B).

Resultados similares fueron encontrados por Phillips-Mora y Galindo (1989),
quienes establecieron el alto nivel de susceptibilidad a Phyrophthora sp.
presente en el clon CCN 51. Esta caracteristica de alta susceptibilidad es
ampliamente observada en las plantaciones de cacao establecidas con este
material en diferentes regiones del pais. Se encontré ademds que los materiales
TSH 565, IMC 67 y TSH 812 exhibieron los valores mas bajos de tamano
de la lesion, que corresponden a un mayor grado de resistencia genética a la
pudricién parda.

Investigaciones previas de cuantificacién de resistencia genética a Phytophthora
en cacao indicaron que los genotipos amelonado tipo bajo y alto amazonas son
menos susceptibles a Phytophthora palmivora (P. palmivora) que los materiales
trinitarios (Surujdeo-Maharaj et al. 2001). El clon IMC 67 es un material
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bajo amazonas y los materiales TSH provienen del cruce de Scavina 6 X IMC
67. El material Scavina 6 es un amelonado alto amazonas y ha sido considerado
como el cultivar mas resistente, incluso mas que las variedades Catongo ¢
ICS1 (Iwaro et al. 1997; Tahi et al. 2000). Este estudio observé también que
el clon ICS 1 fue el material trinitario que present menor dafio (tamafio de
lesién) por Phytophthora sp., lo que estd en concordancia con lo establecido

anteriormente por Iwaro et al. (1997) y Tahi et al. (2000).

Un experimento en campo se realizé en el lote La Isla del CI La Suiza con
el propésito de determinar el ciclo de vida de Phyrophthora sp. en cacao. Se
aislaron con bolsa pléstica pepinos de aproximadamente mes y medio de edad
de los clones ICS 39, ICS 40, ICS 60 ¢ ICS 95 hasta que alcanzaron una edad
aproximada de 5 meses. Posteriormente, 10 de estos frutos de cada uno de
los clones evaluados se inocularon con una suspension de 1,5 x 10° zoosporas
mL", impregnada en un disco de papel filtro de 0,5 cm de didmetro colocado
en lazona ecuatorial del fruto. El testigo absoluto consisti6 en inoculacién de
agua destilada estéril. Se realizaron observaciones cada 24 horas después de la
inoculacion y se registré el tiempo de aparicién de los sintomas, los cuales se
categorizaron, de acuerdo con su desarrollo, como puntos necréticos (primeros
sintomas), mancha evidente (+3 cm de didmetro), presencia de micelio y
esporulacién (figura 8).

Fotos: Eleonora Rodriguez P,

Figura 8. Desarrollo de sintomas de Phytophthora sp. en fruto de cacao del clon ICS 95. a. Puntos
necrdticos; b. Mancha; c. Presencia de micelio; d. Esporulacién-esporangios y zoosporas.
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Los resultados indicaron que, en promedio, todos los clones presentaron los
primeros sintomas (puntos necrdticos) en lazona de inoculacién alos 2,7 dfas
después de la inoculacién (DDI); la mancha necrdtica aparecié a los 5,2 DDI
¢ incrementd su tamafo conforme avanzaba el proceso de infeccién de tejido
de la corteza hasta la aparicién del micelio a los 7,1 DDI vy, finalmente, la
formacién de esporangios alos 8,8 DDI. En el clon ICS 95, el ciclo de vida del
patdgeno fue mds répido, con un promedio de 8 dias hasta la esporulacién;
caso contrario se observé en el clon ICS 39 donde el patdgeno requirié 9,6 dias
para la formacién de estructuras reproductivas (esporangios) (tabla 3). En los

cuatro materiales de cacao evaluados la incidencia de Phytophthora sp. fue de
100% 6 DDI.

Tabla 3. Promedio de dfas en el desarrollo de sintomas y signos en mazorcas de cacao inoculadas
artificialmente con Phytophthora sp. en campo

Primeros o5
; Mancha Aparicién
sintomas

(puntos necrdticos)

3 . . 1 /n
evidente +3 cm | de micelio Esporulaci6

Avances en la investigacion en variabilidad genética
y fisioldgica de la poblacion de Phytophthora sp.,
de cacao en Colombia

Esta investigacion es la primera que se realiza en
el pais con el objeto de abordar la diversidad de
la poblacién de Phyrophthora sp., asociado a la
mazorca parda del cacao y que tiene por objeto
identificar las especies presentes y su grado de
virulencia, resultado que servird como herramienta
base para el disefio y desarrollo de estrategias de
control del patdgeno mis eficaces y rentables.
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Muestreo, aislamiento, coleccion y conservacion de aislamientos
de Phytophthora sp.

Un muestreo secuencial objetivo con el propésito de colectar mazorcas con
sintomas de Phytophthora sp. se realizé en cultivos comerciales de cacao en los
departamentos de Cesar (Pueblo Bello y Valledupar), Magdalena (Aracataca,
Ciénaga, Fundacién y Santa Marta), Narino (Tumaco), Tolima (Villarrica,
Rioblanco, Chaparral y Ataco), Huila (Algeciras, Rivera, El Agrado, Garzén
y Tello), Santander (San Vicente de Chucuri, El Carmen de Chucuri, Rionegro,
El Playén y Lebrija), Arauca (Tame, Arauquita y Saravena), Antioquia (Yali,
Remedios, Vegachi, Maceo, Caracoli y San Roque) y Caldas (Victoria y
Marquetalia). Se colectaron dos mazorcas por finca muestreada.

El patégeno fue aislado en medio PDA+ antibidticos y fungicidas (Dolan
y Coftey 1986; Jeffers y Martin 1986). Los aislamientos puros del patégeno
se conservaron en tubos Eppendorf con agua destilada estéril donde
se depositaron segmentos de medio V8 crecidos con Phyrophthora sp. y se
mantuvieron en refrigeracién a 10 °C. Repiques periédicos cada 4 meses se
realizaron para mantener su viabilidad. Se estableci6 y conservé una colecciéon
de 100 aislamientos del patégeno. Se generd una base de datos en Excel que
consigna la informacién de la procedencia de los aislamientos.

Caracterizacion morfolégica de aislamientos de Phytophthora sp.

La caracterizacion por morfologia macroscopica y microscopica se realizd en
cinco aislamientos puros seleccionados al azar por departamento (Antioquia,
Arauca, Huila, Santander, Tolima). Diez repeticiones por aislamiento se
emplearon en la caracterizacién macroscopica. Tres repeticiones por aislamiento
con 10 estructuras del microorganismo para cada una se utilizaron en la
evaluaciéon microscdpica. Los aislamientos empleados en las evaluaciones de
caracterizacion microscdpica y macroscopica crecieron en medio agar-V38-

CaCo3(1,8,2,0y0,3 g).
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Las variables macroscdpicas evaluadas fueron: crecimiento radial de la colonia,
en centimetros, de acuerdo con la metodologia de Brasier y Griffin (1979,
figura 9); patrén de crecimiento de la colonia, se evalud el desarrollo aéreo
del micelio, color, borde y formato de crecimiento (Erwin y Ribeiro 1996;

Cerqueira et al. 1999) (figura 10).

Fotos: Eleonora Rodriguez P,

e

Fortos: Eleonora Rodriguez P.

Figura 10. Formato de crecimiento de colonia de Phytophihora sp. en medio agarjugo V8. a. Estrellada;
b. Crisantemo; c. Estolonifero; d. Concéntrica; e. Sin forma.
Fuente: Adaprado de Erwiny Ribeiro (1996)
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Los resultados de evaluacién del crecimiento de la colonia indicaron, de forma
general, que los aislamientos procedentes de Antioquia presentaron un
crecimiento més lento que los de Tolima, que exhibieron un crecimiento mas
ripido y alcanzaron un didmetro promedio de 3,8 cm y 5,4 cm, respectivamente,
para la tltima medicién realizada a las 120 horas después de sembrado el

patdgeno (tabla 4).

Tabla 4. Promedio del crecimiento radial de la colonia (cm) de cinco aislamientos de Phytophthora sp.
por departamento

Departamento

Antioquia

Huila

Santander

Arauca

Tolima

Nota: letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas Tukey (p < 0,05)

Con relacién al patrén de crecimiento de la colonia en medio agar-V8-CaCo3
se observé que los 25 aislamientos desarrollaron colonias de color blanco,
la mayoria presentaron un crecimiento poco algodonoso, el cual podia ser
afelpado o no, con escaso y abundante micelio aéreo y bordes bien definidos
que podian ser ondulados o aracnoides. Las colonias presentaron cinco
patrones de crecimiento: estrellado, crisantemo, estolonifero, concéntrico y
sin patrén (figura 10). En algunos casos, las colonia de patrén de crecimiento
estrellada presentaba a su alrededor un anillo, con mayor concentracién de
hifas en la mitad del didmetro de la colonia, patrén de crecimiento propio de

Phytophthora palmivora (figura 10a).
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La evaluacién biométrica o microscdpica de los aislamientos se realizé por
identificacién y medicién microscdpica de estructuras asexuales (clamidosporas
y esporangios) en colonias con 15 dias de crecimiento en medio agar-V8-CaCo3.
Montajes en laminas de estructuras tefiidas con azul de lactofenol se emplearon
para la determinacién del tamafo del esporangio, pedicelo y clamidospora.
Las mediciones microscdpicas de las estructuras asexuales se realizaron con
un microscopio binocular Primo Star marca Carl Zeiss, con el objetivo de

40x y el software de fotografia Zen lite 2011.

Complementariamente, se hizo la observacién y categorizacién de caracteristicas
como presencia o ausencia de clamidosporas, posicién de las clamidosporas
(terminales o intercalares), forma del esporangio, desprendimiento del esporangio
(mayor o menor facilidad de este para desprenderse del esporangioforo; esta
caracteristica permite clasificarlos en caedizos —si se desprenden fécilmente—
y no caedizos —si se desprenden dificilmente—, tamafio del pedicelo, relacion
del largo:ancho del esporangio (L:A), formato del esporangio: papilado,
semipapilado o no papilado (Erwin y Ribeiro 1996) .

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas en este estudio se
categorizaron de acuerdo con la clave taxonémica de Erwin y Ribeiro (1996),
lo que permitié la identificacién de la especie de Phytophthora sp. asociada al
cacao (Theobroma cacao L.) en Colombia.

En la tabla 5 se presentan los datos consolidados de las dimensiones de los
esporangios de los 25 aislamientos de Phytophthora sp. seleccionados para este
estudio. De acuerdo con estas mediciones, la prueba de desprendimiento y la
presencia, ubicacién y tamano de clamidosporas, asi como las caracteristicas
macroscopicas observadas, todos los aislamientos se clasificaron como

P. palmivora (figura 11).
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Tabla 5. Mediciones biométricas de esporangio de estructuras asexuales y sexuales de 25 aislamientos
de Phytophthora sp. procedentes de cinco departamentos de Colombia

Largo del | Ancho del | Relacién | Largodel | Didmetro | Didmetro

Especie esporangio espor'mgio g pedicelo | clamidosporas | oosporas

(wm) (pm (pm) (wm) (pm)
83,4 21,5-33,4

Los aislamientos identificados como P. palmivora presentaron caracteristicas

)
P. palmivora | 25,8-53,9 | 16,3-29,6 ,6-1, 1,

como esporangios ovoides, elipsoides, obovoides, globosos piriformes y
obpiriformes, todos con base redondeada, con una relacién largo: ancho entre
1,6 y 1,7, desprendimiento del esporangioforo, con un pedicelo corto no superior
a 3,4 um, todos papilados. Hubo produccién de clamidosporas abundantes y
la mayoria terminales; también, un didmetro de clamidosporas que vari6 de
21,5 2 33,4 um. Estas descripciones concuerdan con las reportadas por Erwin
y Ribeiro (1996), Cerqueira et al. (1999), Newhook et al. (1978) y Brasier y
Griffin (1979) para agrupar esta especie.

En general, las medidas promedio de las estructuras caracterizadas (esporangios,
pedicelos, clamidosporas y oosporas) se encuentran dentro de los niveles de

variacion establecidos para la especie P. palmivora.

Fotos: Eleonora Rodrigucz P.

Figura 11. Morfologia caracteristica de los esporangios de P. palmivora. a. Obpiriforme; b. Ovoide;

c. Globoso.

Fuente: Adaptado de Erwiny Ribeiro (1996)
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Caracterizacion fisioldgica por virulencia de aislamientos
de Phytophthora sp.

La variabilidad en la virulencia de los aislamientos Phytophthora sp. fue
determinada por inoculacién artificial en mazorca desprendida de cacao
(Phillips-Mora y Galindo, 1989; Arciniegas, 2005). Cinco aislamientos
Phytophthora sp., uno por departamento, se emplearon en este estudio. Los
aislamientos utilizados correspondieron a Tovro 1 (Tolima), Hurv 19 (Huila),
Sario 189 (Santander), Arar 153 (Arauca) y Anya 228 (Antioquia).

Los aislamientos se inocularon en mazorcas sanas de aproximadamente
4,5 meses de edad de los clones CCN 51, IMC 67, TS 565, EET 8, ICS 95
y PA 46; el clon IMC 67 fue utilizado como testigo resistente (R) y el clon
CCN 51 como testigo susceptible (S). Diez frutos de cada uno de los clones
utilizados se inocularon con una suspensién de 1,5 x 10> zoosporas mL",
impregnada en un disco de papel filtro de 0,5 cm de didmetro colocado en la
zona ecuatorial del fruto (Phillips-Mora y Galindo, 1989). Frutos inoculados
con agua destilada estéril correspondieron al tratamiento testigo absoluto.

Los frutos se incubaron en cdmara humeda. Seis y diez dias después de la
inoculacién (DDI) se evalud la incidencia (presencia o ausencia de lesion) y
la severidad medida como el didmetro promedio de la lesion medido en los
dos sentidos perpendiculares de la mazorca. Con el promedio de la media
del didmetro de la lesidn se realizé la categorizacion de la resistencia presente

en cada clon, de acuerdo con la calificacién por resistencia genética (tabla 1)
(Phillips-Mora y Galindo, 1989; Arciniegas, 2005).

La virulencia de los aislamientos se midié de forma indirecta de acuerdo con
la incidencia observada en los seis clones evaluados, asi como con el didmetro
de la lesién causada en los mismos, donde los aislamientos mds virulentos
son los que tienen mayor capacidad de causar y desarrollar lesiones de mayor
tamafo en diferentes clones. El experimento fue conducido en un diseno
completamente al azar (DCA) con diez repeticiones por tratamiento. Los datos
fueron analizados empleando andlisis de varianza (Anova). Las diferencias
entre tratamientos fueron establecidas con la prueba de Tukey (p < 0,05). Los
andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el soffware InfoStat (2009).
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Nuestros resultados indicaron diferencias significativas entre aislamientos y
clones evaluados con relacién al tamafio de la lesién (tablas 6 y 7). El aislamiento
Hurv 19 fue el mas virulento con un valor de drea de lesién de 13,79 cm y el
aislamiento Anya 228 como menos virulento con un tamafio de lesién de 745 cm,
cuando fueron inoculados en los cinco clones evaluados (tabla 6, figura 12).

Tabla 6. Nivel de virulencia de cinco aislamientos de Phytophthora sp. inoculados en mazorcas
desprendidas de cinco clones de cacao. Centro de Investigacion Nataima, semestre B de 2013

Departamento Tamaiio lesién (cm)

Antioquia (Anya 228)

Santander (Sario 189) 10,84

Arauca (Arar 153) 12,11
Huila (Hurv 19) 13,79

Nota: letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas Tukey (p < 0,05).
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Figura 12. Tamafio de la lesién en mazorcas desprendidas de cinco clones de cacao diez dias después
de la inoculacién con aislamientos de Phytophthora sp. (Hurv 19 y Anya 228).

Los clones IMC 67 y PA 46 presentaron los valores mas bajos y estadisticamente
iguales de tamano de lesién con valores de 8,48 y 8,84 cm, respectivamente, lo
que indica los niveles mayores de resistencia genética en estos materiales. Este
resultado concuerda con los obtenidos por Phillips-Mora y Galindo (1989)
y Arciniegas (2005) en ensayos de evaluacion de resistencia a Phytophthora sp.
en campo en Costa Rica; estos dos materiales presentaron el nivel mds
alto de resistencia. El clon CCN 51 presenté tamano de lesion mayor
con 15,44 cm, que indica su alta susceptibilidad a la enfermedad. La
categorizacion de estos resultados de acuerdo con la escala de evaluacién de
resistencia a Phytophthora en cacao (Phillips-Mora y Galindo, 1989; Arciniegas,
2005) clasifica a los clones IMC 67 y PA 46 como moderadamente susceptibles
(MS) y a los clones EET 8, TSH 565, ICS 95 y CCN 51 como susceptibles
(S) (tabla 7, figura 12).
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Tabla 7. Calificacién del grado de resistencia genética en mazorcas de cacao inoculadas artificialmente
con Phytophthora sp. diez dias después de la inoculacién. Centro de Investigacién Nataima, semestre B
de 2013

Calificaciéon
por resistencia

Tamaio lesién (cm)

PA 46 8,48 A MS

IMC 67 8,84 A MS

EET 8 10,59 A

TSH 565 12,26 B

ICS 95 12,53 B

CCNs1 15,44 C
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Glosario

Adaptacién: cambio no hereditario en un organismo con la finalidad de
aumentar su adaptabilidad; proceso por el cual los individuos, poblaciones o
especies cambian de forma o funcidn para sobrevivir en determinadas condiciones
de ambiente.

Agente causal: agente de origen bidtico o abidtico que ocasiona la enfermedad.

Aislamiento: una sola espora o cultivos y subcultivos derivados de esta;
poblaciones o grupo de estas separadas de otras poblaciones de la misma especie.

Anamorfo: estadio reproductivo asexual (morfo). Cuando un hongo solamente
produce multiples anamorfos morfolégicamente distintivos, se denominan
sinanamorfos.

Ciclo biolégico: ver ciclo de vida.

Ciclo de vida: estado o estados sucesivos en el crecimiento y desarrollo de
un organismo que ocurre entre la aparici(')n y reaparicién del mismo estado
de un organismo.

Clamidospora: tipo de espora de paredes gruesas de varias clases de los hongos.
Es una etapa del ciclo vital del organismo que sobrevive en condiciones desfavo-
rables, como estaciones secas o célidas. Las clamidosporas son generalmente
de color oscuro, esféricas y con una superficie lisa (sin adornos). Son multicelulares,
con las células conectadas entre ellas por poros interiores. Las clamidosporas
son el resultado de la reproduccién asexual (mediante los conidios llamados
clamidoconidios) o por reproduccién sexual (raramente). La teliospora es una
clase especial de clamidospora de los hongos urediniomycetes.

Clon: progenie genéticamente uniforme derivada de un tnico individuo o de
un conjunto de células genéticamente idénticas, producidas por propagacion
vegetativa o asexual. Poblacién de individuos obtenidos por propagaciéon

vegetativa a partir de un unico individuo.
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Coevolucién: término de la biologia por el que se designa al fenémeno de
adaptacion evolutiva mutua producida entre dos o varias especies de seres vivos
como resultado de su influencia reciproca por relaciones como la simbiosis, el
parasitismo, la competencia, la polinizacién, el mimetismo o las interacciones
entre presa y depredador.

Dicaridtica: célula de complemento cromosémico n+n.
Dicotiledénea: clase de plantas fanerégamas angiospermas, cuyos embriones
de las semillas presentan dos cotiledones u hojas iniciales, opuestos por lo

comun.

Diploide: individuo cuyo nucleo de las células contiene 2n cromosomas.
Numero doble de cromosomas de una especie.

Espora: unidad reproductiva de hongos unicelulares o pluricelulares de origen
sexual o no sexual, altamente especializada, capaz de resistir a las condiciones
adversas y de germinar en medio favorable; garantiza, asi mismo, la propagacién

de los hongos por procesos asexuales y sexuales.

Esporogénesis: comprende todas las etapas de desarrollo de una espora.
Produccién de esporas.

Esporulacién: proceso de produccién de esporas.

Estadio asexual: cuando un hongo solamente produce multiples anamorfos
(estructuras asexuales) morfoldgicamente distintivos, se denominan sinanamorfos.

Estadio sexual: teleomorfo que tipicamente desarrolla un cuerpo de fructificacion.

Exocarpo: parte més externa del fruto o pericarpo.
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Filogenético: clasificacién de los organismos de acuerdo con su secuencia
evolutiva; refleja las relaciones genéticas.

Genotipo: composicion genética total de una cé¢lula o de un organismo;
composicion particular de alelos encontrados en el individuo.

Germinacién: proceso por el cual un propagulo, por ejemplo espora, esclerodio u
otra estructura reproductiva, bajo condiciones ambientales especificas, aumenta
su actividad metabdlica que da como resultado la produccion de nuevas estructuras
como la emisién del tubo germinativo que infecta y crece en el interior de la
planta hospedera.

Germoplasma: conjunto de genes representados por todos los alelos existentes
en una determinada especie. Variabilidad genética disponible en una especie.

Haploide: célula u organismo que contiene un solo juego o la mitad del nimero
normal de cromosomas.

Hemibiotréfico: organismo que vive parte de su vida como parésito de otro
organismo y otra parte como saprofito.

Hibrido: organismo vivo procedente del cruce de dos organismos de razas,
especies o subespecies distintas o de cualidades diferentes.

Hifa: estructura fungica, filamentosa, cilindrica, unicelular o multicelular,
simple o ramificada, septada o no, que constituye el micelio del hongo. Es la

unidad estructural de los hongos y de cada filamento tubular que forma el micelio.

Hospedero: planta que es invadida por un pardsito o patdgeno, de la cual el
parasito obtiene nutrientes.

Incidencia: proporcién de la enfermedad o entidades enfermas de una unidad

de muestreo.
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Infeccion: fase del ciclo de las relaciones patégeno-hospedero, la cual inicia
con la deposicién y germinacion del propdgulo en la superficie del hospedero
(fase de prepenetracién) y termina con el inicio de las relaciones parasitarias.

Inhibicién: prevencién del crecimiento o multiplicacio’n de microorganismos.
Bloqueo de un proceso enzimatico, fisiolégico o metabélico por un inhibidor.
Tendencia de la primera especie para resistir la invasion de especies posteriores.

Inoculacién: transferencia del patdgeno al hospedero.

Marcadores moleculares: segmento de ADN con una ubicacién fisica
identificable (focus) en un cromosoma y cuya herencia genética se puede rastrear.
Un marcador puede ser un gen o alguna seccién del ADN sin funcién conocida.
Dado que los segmentos del ADN que se encuentran contiguos en un cromosoma
tienden a heredarse juntos, los marcadores se utilizan a menudo como formas
indirectas de rastrear el patrén hereditario de un gen que todavia no ha sido
identificado, pero cuya ubicacion aproximada se conoce. Los marcadores se
usan para el mapeo genético como el primer paso para encontrar la posiciéon
¢ identidad de un gen.

Marchitez: pérdida de rigidez y caida de las partes de la planta, generalmente
causada por insuficiencia de agua.

Medio de cultivo: sustrato de composicién quimica equilibrada que se emplea
en el laboratorio para aislar y cultivar microorganismos.

Mesocarpio: capa intermedia del pericarpio, esto es, parte del fruto situada
entre endocarpio y epicarpio.

Micelio: conjunto entrelazado de hifas que constituyen la estructura vegeta-
tiva de los hongos.
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Microorganismo: organismo de dimensiones microscépicas, como proto-
zoarios, hongos, bacterias, virus u otras entidades bidticas, capaces de repli-
carse o reproducirse.

Monocaridtico: individuo que tiene, genéticamente, ntcleos haploides idénticos.
Mutacién: aparicién abrupta de una nueva caracteristica en un individuo,
resultado de la variacién en la estructura de un gen o cromosoma, la cual es
permanente y hereditaria.

Necrosis: fendmeno de muerte, usualmente de células en un area localizada.

Necrotréfico: hongo u oomicete que mata al tejido del hospedero en la misma
medida en que avanza a través de sus tejidos.

Patogenicidad: habilidad de un organismo de causar enfermedad.

Patégeno: organismo o virus capaz de causar enfermedad en un hospedero
especifico o en una gama de hospederos; agente causal de enfermedad en planta.

Propégulo: parte de un organismo, como una espora o una bacteria, que se
puede diseminar y reproducir al organismo.

Saprofitica: planta o microorganismo que se alimenta de materias orgdnicas
en descomposicion.

Sintoma: reaccidn interna y externa o alteracion de las plantas como resultado
de una enfermedad.

Teleomorfo: estado sexual o estado perfecto de crecimiento de un hongo.

Tubo germinativo: estado temprano del crecimiento del micelio producido
a partir de una espora fungica germinada.
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