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[. INTRODUCCION.

La pudricion de la mazorca o mazorca negra del cacao es causada por el
pseudohongo Phytophthora sp. A nivel mundial es una de las enfermedades
mas agresivas del cacao (Theobroma cacao L.), causando pérdidas entre el 30
y hasta el 80% de la produccién mundial (Enriquez, 2004). En el Ecuador,
hasta hace poco tiempo no se la ha considerado como una enfermedad
econémicamente importante comparada con Escoba de Bruja (Moniliophthora
perniciosa) o la Monilia (Moniliophthora roreri). Estas pueden causar una
pérdida del 40 al 60%, aunque en ocasiones puede ser total (Suérez y Solis,
2003). La Phytophthora es de presencia mas bien ocasional sin alcanzar la
gravedad de las enfermedades antes mencionadas, aunque la situacion parece
estar cambiando ultimamente pues sus dafios se observan en el campo con
mas frecuencia e intensidad!, siendo el factor mas importante para su

desarrollo la lluvia con temperaturas de 18 a 20 °C (Suéarez, 1993).

P. palmivora es un organismo Straminipelo que ataca a cultivos de familias y
géneros muy diferentes, entre ellos; pimienta, papaya, zapote, limén y una gran
variedad de palmeras (Porras y Sanchez, 1991; Erwin y Ribero, 1996). En
cacao existen varias especies de Phytophthora, aparentemente con cierta
especializaciébn geografica. Segun Erwin y Ribero (1996) P. palmivora se
encuentra en Brasil, Colombia, Costa Rica, Venezuela, Peri y México; en
México y en Brasil se ha reportado P. capsici, P. citrophthora y P.heveae; de
Venezuela se menciona ademas la presencia de P. parasitica, P. syringae, P.
megasperma y P. capsici. Se conoce también acerca de la presencia de P.
megakarya en Nigeria, Camerun y parte de Ghana (Pokou et al., 2008).Esta
Gltima es una especie altamente agresiva, causando pérdidas del 80% de la
produccion de cacao y esta calificada como plaga cuarentenaria. En el pais
solo se conoce presencia de P.palmivora pero, como se indica anteriormente,

son pocos los estudios al respecto.?

! Freddy Amores, comunicacién personal.

2 Carmen Suarez y Karina Solis, comunicacién personal.



Los sintomas de P. palmivora se presentan, ademas de la mazorca de cacao,
en los cojinetes florales que se infectan a través de las mazorcas enfermas
(Dade, 1929), en el tallo donde se forma un chancro; en las hojas causa zonas
necroticas que empiezan en la nervadura, y en el apice de hojas en chupones,
plantulas y en las raices (Thorold, 1953y Luz et al., 2001). Cuando el dafio es
a nivel del cuello, frecuentemente se destruye la unidad productiva. Este dafio
€S menos conspicuo y aunque no esta reportado ni cuantificado en el pais, es
posible que esta enfermedad sea una causa del nivel de “fallas” en muchas
huertas de cacao (Suarez, 1993). La mayor cobertura de areas de monocultivo
con variedades aparentemente mas susceptibles esta elevando estos
estimados, especialmente considerando que se presenta también a nivel del
tallo causando la muerte de unidades productivas. En los ultimos afios, como
consecuencia de la expansion de cacao clonal y los cambios climéticos en el
area cacaotera, la enfermedad es més frecuente haciéndose necesario su

estudio para prevenir epidemias.

La resistencia genética del cacao a Phytophthora spp. esta bien documentada
a nivel mundial (Thorold, 1953; Nyassé et al., 1995; Iwaro et al., 1997; Luz et
al., 2001 y Santos et al., 2009), contandose con metodologia adecuada para la
evaluacion temprana de dicha resistencia en los Programas de Mejoramiento
de Cacao. En el Ecuador el INIAP — EET/Pichilingue mantiene colecciones de
cacao entre ellos la denominada Chalmers procedente de la Amazonia, que ha
dado lugar a su extenso Programa de mejoramiento y en los cuales sera
conveniente incluir genes de resistencia a Phytophthora. Se considera por tanto
importante conocer la reaccion de dichos materiales frente a Phytophthora spp;
razén por la que se planifico la presente investigacion. La evaluacion priorizé

los materiales preseleccionados por el Programa.



A. Justificacion

La identificacién adecuada del agente causal de una enfermedad es el primer
paso hacia la adopcion de medidas de control. En el caso de una enfermedad
de rapida diseminacion como lo es la mazorca negra y el cancer causado por
Phytophthora sp, combinando esta capacidad de diseminacion con la
expansion de plantaciones monoclonales, las variaciones climéticas en las
zonas del cultivo, y el creciente intercambio de material de siembra de una
zona a otra, se tienen las condiciones favorables para una epidemia de la
enfermedad. En estas circunstancias es necesario consolidar acciones que
permitan al pais prepararse para esta contingencia. Mejor aun, si con este
conocimiento se pueden tomar medidas preventivas como seria la introduccion
de genes de resistencia a Phytophthora sp. en las nuevas poblaciones

segregantes del Programa Nacional de Cacao del INIAP.

Otro aspecto, no menos importante a tener en cuenta, es la identificacion de las
especies de Phytophthora presentes en el pais. Con esta informacion los
organismos competentes puedan adoptar medidas cuarentenarias adecuadas
con aquellas aun ajenas a la regibn como P. megakarya, una especie muy

agresiva que azota algunos paises cacaoteros en Africa.



B. Objetivos

1. General.

Determinar si entre el grupo de clones de cacao bajo estudio se pueden

identificar genotipos con resistencia al patdgeno conocido como Phytophthora

sp.

2. Especifico.

Determinar la especie de Phytophthora predominantemente asociada a cacao

en la zona del Litoral Central.

Determinacién de niveles de resistencia a Phytophthora spp. de Theobroma
cacao L. en clones de cacao tipo Amazénico (Coleccion Chalmers) y

Nacionales.
C. Hipotesis.
En el Banco de germoplasma del INIAP en la EET-Pichilingue pueden

encontrarse genotipos con resistencia a Phytophthora spp (mazorca negra) que

pueden aprovechar en esquemas futuros de mejoramiento genético.



II. REVISION DE LITERATURA

A. Pudricion de la mazorca o mazorca negra

La mazorca negra del cacao causada por el pseudohongo Phytophthora spp.
es endémica de las &reas cacaoteras del mundo. Fue reportada desde 1727 en
la isla de Trinidad y actualmente se encuentra distribuida en todas las regiones
del mundo que cultivan cacao (Porras y Sanchez, 1991). A nivel mundial limita
seriamente la produccion, ocasionando pérdidas de hasta de un 30%, pudiendo
llegar al 80 % en algunos paises de América y Africa Central (Enriquez, 2004,
McMahon et al., 2006, Paulin et al., 2008).Pokou et al., (2008) reportaron
estudios donde las pérdidas en cacao llegaron hasta el 80 % en Nigeria, por P.
megakarya.

La especie considerada mas agresiva es la P. megakarya, que causa pérdidas
cercanas a 80% de la produccion de grano en Nigeria, Camerun y parte de
Ghana (Pokuet al., 2008). Segun los patrones de avance del patdgeno, se
estima que en los proximos 10 a 15 afios P. megakarya se habra diseminado a
todas las regiones productoras de Ghana y Costa de Marfil. Cuando esto
ocurra, se pronostican pérdidas en la produccion mundial del grano entre el 20
y 40%, lo que ocasionaria un gran impacto negativo sobre la economia global
del cacao (Tahiet al., 2006).0Organismos gubernamentales deben considerarla
como plaga de alto riesgo para la produccion de cacao.

La especie con mayor incidencia y mas ampliamente diseminada en el mundo
es P. palmivorares ponsable del 20 a 30% de pérdidas anuales de la
produccién mundial del grano y aproximadamente 10% de muerte de arboles
(Guest, 2007). Otra especie del mismo género es P. parasitica, presente tanto
en el continente Africano como en Latinoamérica. Ademas, en Latinoamérica
existen otras especies de Phytophthora que causan la enfermedad de mazorca
negra, tales como P. citrophthora, P. capsici y otras especies sin identificar
(Hebbar, 2007).



Las pérdidas generadas por especies de Phytophthora han sido ampliamente
reportadas desde 1921. Actualmente, la mazorca negra es considerada como
la enfermedad mas comun e incidente en el mundo.Los paises productores en
Africa son los méas afectados. De ahi su importancia, ya que estos paises

producen aproximadamente 72% de la oferta mundial de grano (Ploetz, 2007).

1. Origen de Phytophthora spp.

Estudios moleculares indican que el centro de origen de este microorganismo
se encuentra en Africa. Ademas sugieren que la especializacion de esta
especie por el cacao se originé al momento de la introduccion de las primeras
plantas a este continente (Brasier y Hansen, 1992). Zentmeyer, (sf) indica
que el primer aislamiento de Phytophthora sp. en cacao como la causa de

mazorca negra se realizo por Masse en 1899.

2. Sintomatologia

La enfermedad se presenta en la mazorca, con manchas de color marrén, casi
circular, con borde bien definido, que rapidamente se desarrolla por toda la
superficie de la mazorca la cual es cubierta totalmente en un periodo de 7 a 10
dias después de la aparicion del primer sintoma. Las mazorcas afectadas son
blandas y menos pesadas que las normales o las atacadas por Moniliasis. El
dafio es de apariencia acuosa (Arciniegas 2005, Pinzén y Rojas, 2008) sobre
mazorcas mayores a tres meses de edad. Las infecciones se inician
principalmente en la punta o al final del pedinculo que une a la mazorca. Los
granos o almendras de las mazorcas enfermas permanecen sin dafio por varios
dias, después de iniciada la infeccion en la cdscara (McMahon y Purwantara,
2004). Los signos del pseuhongo se pueden apreciar a las 2 o 3 semanas de la
aparicion del sintoma y se caracteriza por la presencia de un micelio blanco

(pelusa blanquecina) poco compacto y superficial (Gregory, 1972).

Los sintomas se manifiestan en hojas como manchas necroticas, que se inician
en el borde; en brotes ortotropicos el dafio empieza en la yema apical y se

extiende rapidamente por los tejidos hasta la base del brote. En el tronco se



presentan chancros también denominados “cancer”. Las raices que presentan
sintomas de Phytophthora se ven podridas con manchas marrones (Porras,
1991).

3. Clasificacion taxondmica

El agente causal de la enfermedad es un organismo Straminipelo del género
Phytophthora (del griego phyton, "planta" y phthora, "destruccion", destructor
de plantas), aunque cuando fue establecida por de Heinrich Anton de Bary
1876 fue denominada como hongo de la clase Oomycete perteneciente al reino
Mycetae (fungi) (Alexopoulos et al., 1996).

El agenta causal de la enfermedad fue identificado en 1876 (De Bary) como un
“hongo inferior” de la clase Oomycete y ubicada como tal en el reino Mycetae.
Sin embargo, con el advenimiento y uso de técnicas microscopicas Yy
bioquimicas actuales, se estableci6 que estos difieren de los hongos en
caracteristicas especiales, tales como el contenido de celulosa en la pared
celular; la fase vegetativa diploide, el flagelo heteroconte, y las cristas
mitocondriales tubulares. Aln mas, los Oomycetes poseen rutas metabdlicas
anicas que los diferencian de sus homologos los hongos superiores (Griffith et
al., 1992) y establece el reino “Straminipelo” para ubicar todo este grupo de

organismos.

Actualmente la clasificacion del patégeno segun Alexopoulos et al., (1996) es

la siguiente:

Reino: Stramenopila

Filo: Oomycota

Clase: Oomycetes

Orden: Pythiales

Familia: Pythiaceae

Género: Phytophthora

Especies: palmivora, capcisi, parasitica, syringae, megasperma, megakarya,

citrophthora, heveae, katsurae


http://es.wikipedia.org/wiki/Anton_de_Bary

Descripcion del patdégeno, durante la mayor parte de su ciclo de vida, las
especies de Phytophthora tienen una fase haploide y la pared celular esta
compuesta por celulosa. Esta caracteristica las diferencia de los hongos, que
en vez de celulosa contienen quitina. Otra caracteristica diferenciada entre
Phytophthora sp. y los hongos es la motilidad, la cual juega un papel importante

en los patrones de dispersion de la enfermedad.

(Frezzi, 1950), Indica que presenta abundante esporangio y clamidosporas en
los medios soélidos comunes y en H20 (gota suspendida). Zoosporangios
papilados, vacuolados y facilmente se desprenden, no pedicelados de 40 a 29

pum. Zoosporangiosforo poco ramificado, simple. Clamidosporas de 28.5 pum.

4. Distribucion geograficay hospederos.

Segun Erwin y Ribero (1996) y Stamps (1998) las especies de Phytophthora
estan ampliamente distribuidas en funcién de sus principales hospederos, con
excepcion de P. magakarya, que hasta ahora solo ha sido descrita en el
continente africano (Nigeria, Camerun y parte de Ghana) y P. katsurae que
antes de ser encontrada en cacao tenia como unico hospedero el Castafio
(Castanea crenata), las otras especies que atacan al cacao son polifagas y

cosmopolitas.

Segun Erwin y Ribero (1996), P. palmivora esta distribuida especialmente en
las regiones tropicales y templadas mas calientes, caracterizadas por la alta
pluviosidad. Entre casi una centena de hospederos conocidos se citan el coco y
muchas otras palmeras cultivadas y ornamentales, caucho, papaya, pimienta,
las especies citricas, diversas frutas como zapote, marafion, pifia, fruta de pan,
sandia, papaya, aguacate, mango, guayaba, tamarindo y el maiz; plantas
ornamentales como las orquideas, la veranera, los cactus, varias especies del
genero Hibiscus, el geranio, la petunia, el lirio y muchas otras; algunas
hortalizas como ajo, pimienta, tomate, berenjena y patata; algunas fibras como
sisal y agave; arboles como neem, nogal, macadamia, sandalo y otras varias

plantas cultivadas entre las cuales estan la vainilla, el tabaco y el cacao.



P. capsici, ocurre en los Estados Unidos y Canadéa (Sur y Centro); en América
del Sur y Central, en Europa y en Asia. Sus hospederos mas importantes son
las cucurbitaceas y las solanaceas, mas causa también dafios en el arbol de
caucho, cacao, macadamia, nuez, tabaco, lino, algodén, manzana, aguacate,
melocotodn, vainilla, cebolla, cacao, coliflor, guisantes, rdbanos, habas, alfalfa,
claveles, anturios, avellanas, algunas plantas citricas y otros hospederos de

expresion economica localizada (Erwin y Ribero, 1996).

P. citrophthora, se encuentra distribuido en Africa (Argelia, Angola, Congo,
Egipto, Mauricio, Marruecos, Mozambique, Rodesia del Norte y Sur , Sudéfrica,
Tanez); Asia (China, India, Irak, Israel, Japon, Malasia, Filipinas, Tailandia,
Turquia); Europa (Chipre, Francia, Italia, Espafa); América Central (Cuba, El
Salvador, Jamaica, Puerto Rico); América del Norte (México, Estados Unidos);
Suramérica (Argentina, Brasil, Chile, Perd, Surinam, Uruguay). Esta especie
tiene una amplia gama de hospederos que incluye, ademas todas las plantas
citricas, diversos frutales como: ciruela, durazno, pera, manzana, cereza,
almendros, higueras, aguacate, carambola, cacao, papaya, fresa, kiwi y melon;
algunas hortalizas como: pimiento, pimienta, calabaza y tomate; plantas
ornamentales como la rosa, el clavel y las violetas; arboles de sombra como la
eritrina, y grandes cultivos, como caucho, eucalipto, la pifia brasilefia, varias

especies del genero Juglans, castafio y varios otros (Erwin y Ribero, 1996).

P. heveae, fue originalmente descrita en caucho, en Malasia, siendo después
descrita en Australia, en Brasil, en Guatemala, en Nueva Zelanda y en los
Estados Unidos. Entre sus otros hospederos estdn el castafio de Para,
eucalipto, aguacate, coco, mango, cacao, guayaba y el pino mexicano (Erwin y
Ribero, 1996).

La P. megasperma, localizada en Venezuela, Islas Salomén y Malasia, tiene
como hospederos a Citrus spp., cacao y Malus domestica (maca) (Erwin y

Ribero, 1996).

P. syringae, en citricos y cacao (Erwin y Ribero, 1996).



P. nicotianae var. parasitica se encuentra distribuida en Africa, Asia,
Australia, Oceania, Europa y en América (Erwin y Ribero 1996 y Stamps,
1998). De Ecuador no existen reportes especificos sobre la espacie aunque se

reporta presente en cacao.

5. Morfologia

Las especies que afectan al cultivo comercial difieren en su morfologia, lo cual
es una caracteristica que permite hacer su diferenciacion. A continuacion se

describe brevemente la morfologia de cada especie:

P. palmivora: las hifas de esta especie son completamente uniformes, pocas
veces sobrepasan los 5 ym de diametro. A menudo, produce clamidosporas
con diametro entre 30 - 35 um en abundancia y en las primeras fases de
desarrollo. Los esporangioforos son estrechos, simpoidales simples y con
paredes muy bien definidas. Los esporangios se forman facilmente sobre
medio de cultivo, estos elipsoides u ovoides con un tamafio de 35 — 60 um x 20
— 40 ym y puede llegar hasta 90 x 45 ym. No se encuentran normalmente
oogonios en cultivos puros, pero abundan cuando son aislados de
compatibilidad opuesta (Al y A2) y se aparean. Presenta anteridios anfigenos,
esféricas u ovales con un tamafio de 14 x 15 ym. Las oosporas casi llenan el
oogonio, tienen una pared de 2 um. Los cultivos in vitro son uniformes,
ligeramente radiados con escaso micelio aéreo. La temperatura de crecimiento
minima es de 11° C, la Optima esté entre 27° y 32° C, y la maxima es de 35° C

0 menos (Stamps, 1998 Citado por Jaimes, S. y Aranzazu, H., 2010).

P. capsici: las hifas de esta especie son uniformemente gruesas con 5 — 7 ym
de ancho. Tiene esporangios estrechos, algunas veces ligeramente anchos en
la base del esporangio y ramificados irregularmente. Las clamidosporas son
raras 0 ausentes. Los esporangios son a menudo irregulares, casi esféricos,
ovoides oalargados, que pueden medir 30-100 x 25-35 uym, a menudo
distorsionados y con mas de un apéndice, papila, pedicelo de 10 ym o mas de

largo. El oogonio se puede encontrar en cultivos puros de algunos aislados con
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30 ym de diametro (maximo 39) y una pared de color pardo amarillento. Tiene
anteridio anfigeno de 15 x 17 ym. Las oosporas casi llenan el oogonio, éstas
son de pared delgada. Los cultivos in vitro son finamente radiados, con
temperaturas de crecimiento: minima de 10° C, 6ptima de 28° C y maxima de
37° C (Stamps, 1998 Citado por Jaimes, S. y Aranzazu, H., 2010).

P. citrophthora: las hifas de esta especie son de hasta 6 6 7 ym de ancho.
Tiene esporangioforos de 1 — 2 ym de ancho, con pequefia ampliacion en la
base, ramificaciones irregulares con una ligera hinchazén en las bifurcaciones.
Los esporangios son mas bien escasos en medios de cultivo, en agua son muy
variables en su tamafo y forma, a menudo con dos vértices muy divergentes
con medidas de 40 — 45 x 27 ym 6 50 — 55 x 30 ym, y pueden llegar a tener
hasta 90 x 60 um, las papilas son casi hemiesféricas. Esta especie puede no
presentar clamidosporas o son escasas con 28 um de diametro y con un grosor
de pared de 1,5 — 2 ym. No se le conoce oogonio ni anteridio. Los cultivos in
vitro tienen una apariencia finamente radiada, en algunas ocasiones similar a
una llama. Las temperaturas de crecimiento son: minima de 5° C, éptima de
24° — 28° C y maxima de 32° C (Stamps, 1998 Citado por Jaimes, S. y
Aranzazu, H. 2010).

P. nicotianavar. parasitica: las hifas de esta especie son gruesas, de hasta 9
pm de ancho, irregulares en anchura pero sin la hinchazén tipica en la base de
la hifa. Los esporangi6foros son mas delgados que las hifas, ramificados
irregularmente y simpoidales. Tiene esporangios ampliamente ovoides a
esféricos, sin reducciéon notable del apéndice con un tamano de 30 x 38 um
(maximo 40 x 50 um). La especie tiene clamidosporas de hasta 60 um de
ancho, de formacién tardia (entre 1 y 2 semana) con un grosor de pared de 3 —
4 ym y con la edad se tornan de color pardo amarillento. El oogonio se produce
en cultivo puro tras varias semanas de crecimiento con un tamafio de 24 — 31
pMm; con la edad la pared de estas estructuras se torna parda amarillenta. El
anteridio es esférico u oval con 10 — 16 uym de diametro. Tiene esporas
aplerodticas de 18 — 20 ym con una pared gruesa de 2 uym. Los cultivos in vitro
son variables, pero normalmente son irregulares, suaves con un patron

irregular de roseta. Las temperaturas de crecimiento son: minima de 10° C,
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optima de 30° — 32° C y maxima de 37° C o mas (Stamps, 1998 Citado por
Jaimes, S. y Aranzazu, H., 2010).

P. megasperma: las hifas de esta especie tienen 3 um de ancho; raras veces
las hifas presentan hinchazones en medio de cultivo, pero aparecen con gran
frecuencia en soluciones acuosas como inflamaciones esferoidales o
elipsoidales. Los esporangioforos son delgados entre 2 — 2,5 ym de ancho y
pueden llegar a ser de hasta 5 ym en la base del esporangio. Los esporangios
no se producen sobre medio de cultivo, pero son regularmente ovoides,
usualmente de 35 — 50 ym x 2 — 35 ym; no presentan papila, pero si, un
engrosamiento apical ligero. Los 6rganos de reproduccion sexual abundan en
medio de cultivo. Los oogonios son esféricos con didmetro de 40 — 50 ym en
promedio, con paredes hialinas o ligeramente amarillentas, lisas de hasta 1,5
Mm de espesor. Las oosporas son apleréticas (Stamps, 1998 Citado por

Jaimes, S. y Aranzazu, H., 2010).

P. megakarya: las hifas de esta especie son completamente uniformes con un
diametro de 2,5 — 5 ym. Los esporangioforos tienen desarrollo simpoidal y sélo
se producen sobre medio de cultivo in vitro, ovoide (20 — 60 x 13 — 41 pym),
pedicelado (10 — 30 um), estrecho, no ocluido y con papila prominente. Los
oogonios se forman en cultivos de tipos A1 y A2 compatibles y con tamafio de
19 — 37 um de diametro. Los cultivos in vitro se caracterizan por el micelio
aéreo abundante y bordes de la colonia difusos. Las temperaturas de
crecimiento son: minima de 10° — 11° C, éptima de 24° — 26° C y maxima de
29° — 30° C (Stamps, 1998 Citado por Jaimes, S. y Aranzazu, H. 2010).

6. Resistencia.

Nyassé et al., (1995) indican que la resistencia genética es un factor que
contribuye al control de enfermedades, al bajar los ciclos epidémicos y
asegurar menos contaminacion de fruta a fruta. Por tal motivo, se han realizado
varios estudios para la evaluacion de resistencia. Se han identificado como
clones resistentes al SCA-6, SCA-12, Catongo, Pound-7, CC- 42, EET-59 y UF-

613, entre otros. Sin embargo, la existencia de mutacién en el patégeno, la
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zona donde estén los cultivares establecidos y el método con el cual se
evaluaron los materiales han hecho que se encuentren diferencias entre
autores en relacion con el nivel de resistencia de los materiales (Firman y
Vernon 1970; Enriquez 2004).

La evaluacién en discos de hojas es el método utilizado por Nyassé et al.,
(1995) en donde encuentra que las hojas de cacao jovenes son MAas
susceptibles a la infeccion por Phytophthora megakarya y P. palmivora que las
hojas adultas. Ademas el efecto de 3 concentraciones de indculo (3x104, 3x10°
y 3x10° zoosporas /ml) de la cual tomé la 3x10° para posteriores estudios, al
mismo tiempo demuestra que el clon IMC47 es resistente a las dos especies,
mientras que el OC77 es muy susceptible. De ahi se desprenden estudios tales
como el de Iwaro et al., (1997) en donde demuestran que en los clones SCA 6
y ICS-95 demuestran que hay relacion en la prueba de inoculacion en discos
de hojas y mazorca de cacao mostrando resistencia. Posteriormente Ilwaro et
al., (1997 ay b, 1998);Tahi et al., (2006 a y b 2007); Maharaj et al., 2001;
Djocgoue et al., 2006;Pokou et al., 2008; Akaza et al., 2009 y Nyadanuet al.,

2011. Los cuales han evaluado resistencia en cacao.
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[ll. MATERIALES Y METODOS.

A. Localizacion

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios del Departamento
Nacional de Proteccion Vegetal (DNPV), de la ESTACION EXPERIMENTAL
TROPICAL PICHILINGUE (EETP), del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), ubicado en la Provincia de los Rios en
el Km. 5 via Quevedo — ElI Empalme, situada entre las coordenadas
geograficas 1° 05" Latitud Sur 79° 26 Longitud Occidental.

B. Caracteristicas climaticas

La zona en estudio se encuentra a una altura promedio de 75 msnm, con una
textura del suelo franco arcillosa, y el clima de la zona es tropical himedo, con
temperatura media anual es de 24,8 °C. La precipitacion promedio anual es de
2148 mm, su humedad relativa media de 83% y la Heliofania 880,32 horas

promedio anual.

C. Factor de estudio

El primer factor en estudio fueron las colonias de Phytophthora spp. aisladas de
cacao. A estas se les realizO mediciones morfométricas (esporangio,
clamidospora) y crecimiento radial. EI segundo estuvo representado por los
genotipos de cacao de origen Forastero Amazoénico (coleccion CHALMERS) y
Nacional cuya resistencia a dicho patébgeno se evalué en la presente

investigacion.

D. Material experimental

1. Materiales utilizados para la recoleccion de mazorcas:

Tijeras de podar o machete, poddn y una palanca, fundas de papel, marcador,

gavetay GPS.



2. Materiales utilizados en el laboratorio:

Cajas Petri, tubos de ensayo, Erlenmeyer, vasos de precipitacion, probetas,
gradillas, laminas porta y cubre objeto, saca bocado, pipetas Pasteur, micro
pipetas y puntas, bisturi, vernier o pie de rey, papel toalla, papel aluminio,
algodon, gaza, asa, fosforos, mecheros, alcohol, aspersores para alcohol,

picetas, mandil, guantes, gorro y zapatones.

PDA (Potato Dextrose Agar), AA (Bacto Agar), PCA (Potato Carrot Agar), AC
(Agar Centeno), V8 (Medio Jugo V8), AAQ (Agar Avena Quaker), carbonato de
calcio (CaCos), tinciones, Tween 80, clorafenicol 500 mg (Acromaxfenicol de
500 mg).

3. Equipos utilizados:

Camara de aislamiento, estéreo-microscopio, microscopio Optico, autoclave,
estufa, agitador o vortex, camara de Newbauer (hemocitometro),

potenciémetro, microonda.

4. Material genético:

Genotipos de cacao de tipo “Nacional y Forastero” (Theobroma cacao L.). Los
forasteros pertenecen a la coleccion CHALMERS (Cuadro 1), 8 clones de
cacao con sangre Nacional (Cuadro 2) y 14 clones seleccionados en la EET-

Pichilingue, 2 testigos resistentes SCA 6 y SCA 12 y CCN-51como susceptible.

A. Metodologia

Para la identificacion de las especies de Phytophthora se aplico la metodologia
utilizada por Nyassé et al. (1995) y Tahi et al. (2007), esta consistié en la
evaluacion de la resistencia utilizando discos de hojas de los genotipos
estudiados. Se colectaron y trataron las hojas para luego proceder a la

inoculacién y observacién de las lesiones provocadas en los discos.
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Cuadro 1. Genotipos estudiados de la Coleccién Chalmers?® E.E.T. Pichilingue,
2013.

Hilera Genotipos presentes en cada Hilera Cédigo
1 G-78 UNAP — 2
3 G-8 - G-10 AMAZ - 2
13 G-58 SM -8
20 G-42 NAP — 3
21 G-46 NAP — 23
30 G-6 BOB -8
32 G-70 TAP -3
33 G-42 - G-20 TAP -1
34 G-27 BOB - 3
35 G-43 TAP -7
37 G-65-G-66-G-19 TAP -2

Nomenclatura: G= Genotipo; UNAP (Universidad Nacional Autbnoma Peruana);
AMAZ (Amazonas); SM (San Miguel); NAP (Napo); BOB (Bobonaza).

Cuadro 2. Clones de Cacao del Lote 2A seleccionados para evaluacion de
resistencia a Phytophthora sp. INIAP 2013.

Denominacion de origen Ubicacion
CCN-51 x EET-223 E5/T1/R2/A3
CCN-51 x EET-223 E1.2.2./T4/R1/A9
CCN-51 x EET-534 E5/T2/R3/A2
CCN-51 x EET-534 E5/T2/R3/A6
CCN-51 x EET-450 E5/T4/R3/A9
EET-426 x CCN-51 E2/T2/R1/A8
EET-451 x EET-387 E1/T8/R1/A3
EET-446 x CCN-51 E2/T9/R2/A8
CCN-51 x EET-462 E5/T5/R3/A1

1. Primera etapa: Identificacidn de las especies de Phytophthora

En esta etapa se usaron las colonias de Phytophthora, aisladas de cacao
perteneciente a la coleccion del laboratorio de Fitopatologia de la EET-
Pichilingue y ademas se colectaron mazorcas con sintomas caracteristicos que
presentaron infecciones naturales, de varias fincas ubicadas en la zona de
Mocache, Buena Fe, El Empalme y La Mana, las cuales se procesaron en
dicho laboratorio. Ademas el muestreo se efectué entre los meses de Mayo y
Julio (época propicia para el desarrollo del organismo) en la zona cacaotera del

pais.

3 Caracterizaciéon molecular realizada en julio del 2006 y descrita por Mdénica Angamarca Ichao 2008.
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Cuadro 3. Clones de Cacao seleccionados para evaluacion de resistencia a
Phytophthora sp. INIAP 2013

Denominacion original Clon
CCAT-4998 EET-577
CCAT-4688 EET-576
CCAT-4675 EET-575
CCAT-1119 EET-544
CCAT-2564 EET-558

Tengel 25 EET-103
Tengel 33 EET-95
(ICS-95 x IMC-67) x Desconocido CCN-51
SCA 12 EET-11
SCA 6 EET-110
Denominacién de
origen
Bertus Eskes 2
JHVH 10

Arbol 5

Arbol 9

EES 1

EES 6

EES 5

1.1. Método de aislamiento de las colonias

Una vez identificada el area con los sintomas, se lavo el material con
abundante agua, se desinfecté con hipoclorito o con alcohol al 70 %. En el caso
de mazorcas de cacao, se tomé de la parte interna removiendo el pericarpio y
sembrando pequefios fragmentos del mesocarpio, Se sembraron cinco
fragmentos por caja Petri (2 o 3 cajas para cada mazorca, dependiendo del
estado en el que estuvo la muestra) que contenian medio de cultivo PDA, V8 o
Centeno. Con las cepas puras se iniciaron los cultivos monosporicos. Con este
fin se seleccion6 un esporangio con el aza para sembrarlo en el medio V8. Se
sembraron 5 esporangios por plato Petri, los cuales se mantuvieron en
oscuridad por 3 dias. Esto se hizo con cada cepa para garantizar la ausencia

de otras especies en las colonias.
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1.2. Variables para la caracterizacion

1.2.1. Crecimiento radial

Se partié de la cepa madre sembrada en cajas Petri (90 x 12 mm) con medio
Agar V8, incubada por 10 dias a una temperatura de 26 °C. Una vez que la
colonia cumplia con las condiciones, se realizaron cortes de 0.53 mm, que
luego se sembraron en medio Agar V8. Estos fueron incubados con
temperatura de 26 °C. El crecimiento radial se determiné mediante mediciones
de largo y ancho de las colonias diariamente. Las mediciones se realizaron a la
misma hora durante diez dias con la ayuda de un vernier digital. Hay que tener
en cuenta que diez dias es el tiempo estimado para que el organismo cubra
toda la superficie de la caja. También se tomo en consideracion la forma de la

colonia y su forma de desarrollo.

Para la evaluar el crecimiento radial, se tomo en consideracion el niumero de
dias que le tomo a cada aislamiento cubrir en su totalidad la caja, el desarrollo
al dia cinco, el promedio de crecimiento diario y el area de crecimiento diario.
Para comparar las diferencias de crecimiento entre colonias se utilizé la prueba
de Tukey al 0.05.

1.2.2. Mediciones morfométricas

Para las mediciones morfométricas se utilizaron las cajas Petri con los 13
aislamientos utilizados para el crecimiento radial. Se realizaron placas con
tincion (Trypan blue) para con la ayuda del microscopio y con un aumento de
40x, medir el resto de variables.

Para la identificacibn de las cepas colectadas se siguieron los criterios
establecidos por Cerqueira et al., 1999. Estos consisten en la definicion del
desarrollo y tipo de micelio, forma, largo y ancho del esporangio y la forma de
la papila, tamafio de la clamidosporas.
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2. Segunda etapa: Evaluacion de clones a la inoculacion con
Phytophthora sp (LRBF004)

2.1. Recoleccion de material vegetal y desinfeccion

La recoleccién de hojas se realizé en horas de la mafiana, alrededor de las
6:30 a 9:00 (Nyassé et al., 1995; Tahi et al., 2007), ubicando los 37 genotipos
en sus respectivos Lotes, de cada genotipo se seleccioné 10 hojas de

aproximadamente 2 meses de edad.

Para esto se tuvo cuidado de no maltratarlas y colectando hojas sanas, sin
dafios de insectos, ni alguna otra alteracion. Ademas se consideré de que
todas las hojas estén expuestas bajo a condiciones de luz similares. Se las
traslado al laboratorio en fundas de papel previamente rotuladas y se la coloco

en gavetas para que no se maltraten.

2.2. Desinfeccion

Se lavaron con desinfectante (sapolio) y luego con agua estéril. Después se
cortaron bordes de las hojas y luego en pequefios fragmentos de
aproximadamente 10 cm, los fueron llevaron a la cdmara de aislamiento, para
ser sumergidos en hipoclorito al 10 %, seguidamente se sometieron a un triple
lavado con agua esterilizada. Después se secaron con papel toalla estéril.
Posteriormente se cortaran cincos discos de 2 cm de diametro utilizando un
sacabocado. Una vez que recibieron el tratamiento anterior, se procedié a
colocar los discos en cajas Petri que contengan con Agar Agua (10 ml por
caja). En cada caja se colocaron 5 discos de hoja y utilizaron 4 cajas para cada

genotipo.

2.3. Preparaciéon del in6culo

Debido a la necesidad de produccion de (Zoosporas), la siembra se la realizo
en medio de cultivo V8 colocando un fragmento de 0,5 cm del aislamiento

LRBFO004 la cual se incubo por 10 dias (4 dias oscuridad y 6 dias en luz),
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transcurrido ese lapso de tiempo se procedid a la preparacion de la
suspension de zoosporas agregando 10 ml de H20 estéril, luego para provocar
la liberacion de zoospora se mantuvo a 4 °C por 4 minutos y luego se dej6
reposar a temperatura ambiente por aproximadamente unos 10 minutos. Una
vez liberadas las estructuras necesarias se procedié a realizar el conteo
mediante la cdmara de Neubauer y un contador manual. Luego se calibré el

inoculo a una concentracion de 3x10° zoosporangio/ml.

2.4. Inoculacién

La inoculacion se la realizé a todos los discos de hojas con una suspension
estandar de zoosporangios (3 x 10° zoosporangio/ml) del aislamiento
LRBF004, preferentemente en la tarde del mismo dia en que se prepararon los
discos de hoja. Se dispersaron las zoosporas sobre los discos de hojas, se
aplicaron 10 gotas de 1pl en todo el disco de la hoja con una micropipeta. Se
selecciond la cepa que presente mayor agresividad estimada en funcion del
crecimiento radial, de encontrarse especies, se seleccionara una

representativa.

2.5. Escala paralas observaciones:

Se utilizé una escala (Nyassé et al, 1995. ; Nyassé, 1997 y Blaha et al., 1998)
de cinco-puntos, para cuantificar el area afectada, basados en la necrosis de la

hoja:

0. Ningun sintoma

1. Puntos localizados muy pequefias penetracion

2. Fusidén de las manchas marrones que forman lesiones talla intermedia

3. Lesiones grandes, unidas que contienen puntos coloreados marrones
mas ligeros o mas oscuros

4. Lesiones marrones grandes, uniformemente que se amplian.
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2.6. Escala paradescripcién de resistencia de los genotipos:

Nyassé et al, 1995

R = Resistente (0 a 1.0)

MR = Moderadamente resistente (1.1 a 2.0)
T = Tolerante (2.1 a 3.0)

MS = Moderadamente susceptible (3.1 a 4.0)

S = Susceptible (4.1 a 5.0)

2.7. Analisis estadistico del disefio y de datos

Disefio Completamente al Azar (DCA). Para el efecto, se utilizaron 3 cajas
Petri (repeticiones) con 5 discos c/u (tratamientos) para cada genotipo. Para
cada disco se realizaron 10 campos de observacion. La separacién de medias
se realiz6 mediante la prueba de Tuckey (P= 0.05). También se condujeron
analisis multivariados con las variables usadas para caracterizar la respuesta
de los distintos genotipos a la inoculacion con Phytophthora con el fin de
explorar la manera como se estructura la variabilidad entre aislamientos y entre

los genotipos sujetos a la inoculacién.
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IV. RESULTADOS

A. Caracterizacién Morfolégica.

1. Coleccion de aislamientos de Phytophthora. Del procesamiento de las
mazorcas de cacao con sintomas caracteristicos de Phytophthora, se conformo
una coleccién de 13 aislamientos monosporicos. Su procedencia y genotipo del

hospedero se presentan en el Anexo 1.

2. Desarrollo en medio genérico. Aspecto (patron cultural)-velocidad-

produccion de estructuras (caracteristicas-formas).

El medio de cultivo Agar-V8 fue utilizado para observacion del patron cultural y
la velocidad de crecimiento de los aislamientos en estudio. Los 13 aislamientos
presentaron como patron cultural la forma de estrella en el medio de cultivo

utilizado (Figura 1), lo cual es caracteristico de P. palmivora.

Figura 1. Aspecto de forma de estrella en medio Agar-V8 caracteristico de P.

palmivora.

En el cuadro 4, se pueden observar las variaciones de crecimiento entre los
aislamientos. En la variable dia cubierta de caja, que es el periodo en dias que
requirié el organismo para cubrir la caja de Petri, se puede observar que los
aislamientos LRP7A2, CM0081 y LRMO0O081, cubrieron la caja en un promedio
de 5 dias, a diferencia de los aislamientos GE002, LRMO0042, CMO0071,



CMO0082, LRP3124, N4 en 6 dias LRBF006 y CM0093 en 7 dias, LRBF004 en
7.33 dias y el aislamiento SE001 con un crecimiento promedio de 8.33 dias.

Referente al diametro de crecimiento en milimetros al quinto dia 5, se observa
que los aislamientos LRP7A2, LRM0081 y CMO0081 predominaron en el
desarrollo con 90 mm, seguidos de GEO002 con 85.67 mm, LRM0042 con 83.18
mm, CM0071 con 82.64 mm, CMO0082 con 81.55, LRP3124 con 81.22, N4 con
80.43 mm, LRBFO006 con 75.24 mm, CM0093 69,15 mm, LRBF004 con 63.80

mm y por ultimo el aislamiento SE001 que presento 60.37 mm como promedio.

Para el promedio de crecimiento diario (Prom. Crec. Dia), los aislamientos
presentaron un crecimiento uniforme. LRP7A2, LRM0081 y CMO0081,
presentaron un crecimiento de 16.94 mm diario, seguidos de GEO002,
LRM0042, CM0071, CM0082, LRP3124, N4 con 14.12 mm, posteriormente se
encuentra el aislamiento LRBF004 con 11.91 mm y por ultimo el aislamiento
SEO001, que presento un crecimiento mas lento que los deméas con 10.39

mm/dia.

Cuadro 4. Resultado de la prueba de Tukey para comparar el desarrollo de 13
aislamientos de Phytophthora spp.

Dia cubierta de caja Prom. Crec. Dia
Cepas (dia) Dia 5 (mm) (mm)
LRP7A2 | 5.00 a 90.00 a 16.94 a
CM0081 | 5.00 a 90.00 a 16.94 a
LRM0081| 5.00 a 90.00 a 16.94 a
GEO002 6.00 a b 85.67 a 14.12 b
LRM0042| 6.00 a b 83.18 a b 14.12 b
CM0071 | 6.00 a b 8264 a b 14.12 b
CM0082 | 6.00 a b 8155 ab 14.12 b
LRP3124 | 6.00 a b 8122 ab 14.12 b
N4 6.00 a b 8043 a b 14.12 b
LRBFO06 | 7.00 b c 75.24 b c 12.10 c
CMO0093 | 7.00 b c 69.15 c d | 12.10 c
LRBFO04 | 7.33 b c 63.80 d | 11.91 c d
SE001 8.33 c 60.37 d | 10.39 d
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
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3. Caracteristicas morfométricas

El esporangio P. palmivora presenta principalmente forma elipsoide, ovoide y
limoniforme. En P. nicotianae se encuentran barias formas como elipsoide,
ovoide, piriforme, obpiriforme. Por otra parte P.capsici presenta forma ovoide,
obovoide y elipsoide (Erwin y Ribero, 1996).

La papila de P. palmivora es claramente marcada y se lo considera como
papilado, P. nicotianae con prominente papila es también considerado
papilado, aunque P.capsici se presentan papilados y semipapilados, sin
embargo algunas veces se encuentran con dos o tres pices (Erwin y Ribero,
1996).

P. capsici produce abundante clamidosporas en aislamientos provenientes de
cacao, pimienta negra y macadamia. De igual manera P. nicotianae produce
abundantes clamidosporas las cuales pueden ser intercalares o terminales

igual que P. palmivora, aunque esta especie las produce en menor cantidad.

limonoforme

Obturbinate elipsoide

Figura 2. Formas de esporangio encontrados en los aislamientos de
Phytophthora sp.
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En el Cuadro 5 se indica que la forma dominante del esporangio en casi todos
los aislamientos es limoniforme, a excepcion de LRP3124 y LRM0081 en los
que predomin6é la forma ovoide (Fig. 2). El tipo de papila (Fig. 3) de
predominante fue el papilado lo cual es caracteristico de P. palmivora. las

clamidosporas de todos los aislamientos presentaron forma ovoide y ubicacion

terminal (Fig. 4). En el Cuadro 6, se observa el promedio de largo de los
esporangios esté entre 45,88 (LRP3124) y 58,17 um (GE002) y ancho del entre
23,25 (SE001) y 36,83um (LRP7A2).

Figura 3. Tipos de papila No papilado, semipapilado y papilado.

Figura 4. Clamidosporas terminales.

Zentmeyer, sf. indica que P. palmivora presenta pedicelo corto (1 — 5 um), P.
megakarya mediano (entre 10 y 30 um), mientras que P. capsici presenta
pedicelo entre 30 y 200 um. En los diferentes aislamientos se observaron
variaciones del pedicelo que van desde 0 hasta 3.58 um, lo cual se encuentra
en el rango P. palmivora.

El pedicelo de la mayoria de los aislamientos fue corto, no sobrepasaban las 5
um, lo que es clasificado como corto, sin embargo en los aislamientos CM0071,
LRMO0081 y LRM0042 el esporangio era sésil (Fig. 5) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Forma del esporangio, tipo de papila y presencia o ausencia de

clamidosporas de los 13 aislamientos en estudio. INIAP 2013.

Forma del Pres/ausen | Clamidosporas

Cepas : . - —
esporangio de papila | Forma [Ubicacién

SE001 limoniforme [semipapilado |globosa| terminal
LRMO0042 | limoniforme papilado |globosa| terminal
LRP7A2 | limoniforme papilado |globosa| terminal
LRBFO004 | limoniforme papilado |globosa| terminal
LRBFO06 | limoniforme papilado |globosa| terminal
GEO002 limoniforme papilado |globosa| terminal
CMO0081 | limoniforme papilado |globosa| terminal
CMO0093 | limoniforme papilado |globosa| terminal
CMO0071 | limoniforme papilado |globosa| terminal
CMO0082 | limoniforme |semipapilado [globosa| terminal
N4 limoniforme papilado |globosa| terminal
LRP3124 ovoide papilado |globosa| terminal
LRMO0081 ovoide papilado |globosa| terminal

Figura 5. Esporangio sin pedicelo (sésil) y con pedicelo.

En la Figura 6, se observa claramente cédmo se agrupan en el dendograma los
aislamientos en relacion a su desarrollo y medidas de su estructura, lo cual nos
muestra tres grupos. En el primer grupo se encuentran los aislamientos SE001,
N4, LRBF0O06, LRBF004 y CM0093. En el segundo grupo se derivan dos
subgrupos; en el primer subgrupo los aislamientos LRP3124, LRMO0O081 y
LRMO0042; en el segundo subgrupo se ubican los aislamientos LRP7A2 y
CMO0081, en el tercer grupo estan los aislamientos GE002, CM0082 y CM0071.
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Cuadro 6. Mediciones de estructura de 13 aislamientos. EET - Pichilingue
2013.

Cepas Esporangio

Largo 40X Ancho 40X Relacién L/A Pedicelo 40X
GEO002 58,17 a 31,75 bocd 184 a b c 2,38 a
CM0071 |57,83 a 30,67 bcd 189 a b 0,00 b
LRP7A2 |57,67 a b 36,83 a 1,57 de f|238 a
CM0082 (57,08 a b 31,67 bcd 18l abcd 0,25 b
CM0081 (52,50 a b ¢ 3233 abec 1,62 cdef|263 a
N4 51,92 bcd 27,08 dell92 a b 2,92 a
LRBF006 | 50,50 c de|27,42 de|ll84 abc 2,71 a
LRBF004 | 49,83 c d e|28,25 cd 1,76 a b c d 3,13 a
CMO0093 [49,17 c d e|29,17 bcd 1,69 bcde 3,21 a
SE001 46,92 c d e|23,25 el 202 a 3,92 a
LRMO0081 | 46,50 d e|33,33ab 1,39 f 10,00 b
LRMO0042 | 46,42 d e|32,17 abec 1,45 e f|0,00 b
LRP3124 | 45,88 e[32,88 a b c 1,40 f|13,58 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Ward

Distancia: (Euclidea)

SE001

N4
LRBFOO6 —— [

|
LRBFOO4 —— |

CM0093 ——
LRP3124

LRMO0081
LRM0042
LRP7A2
CM0081

GE002

CM0082 —
cMoo71 —

0.00 321 6.54 9.81 13.08
Figura 6. Dendograma de las variables de evaluacién de los 13 aislamientos
de Phytophthora.
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Titulo

5.00 |
Largo 40X
Relacion L/A
2.50
CMO0071
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X LRP7A2 Dia5 N4
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-5.00 -2.50 0.00 2.50 5.00

CP 1 (65.0%)

Figura 7. Posicion de las variables con respecto a los componentes

principales, de los 13 aislamientos de Phytophthora.

En la Figura 7, se puede observar que los aislamientos SE001, N4, LRBF006,
LRBF0O04 y CMO0093 se encuentran claramente ubicadas a la derecha, en
relacion al resto de aislamientos, lo cual explica el 65% de la varianza total de
la matriz original de datos. La distancia de los cinco aislamientos parece estar
controlada por el dia cubierta de caja, relacion L/A y pedicelo. La distribucién
de los aislamientos estudiados muestra alguna pauta estructural en relacion
con el eje del segundo componente principal que explica el 20% de la varianza

total.

B. Reaccion de los genotipos a la inoculacion con Phytophthora sp.
(LRBF004).

Para calificar la resistencia del material en funcidon de la escala usada por

Blaha et al. (1998) se aceptdé como criterios de resistencia valores de 0-1 y de

susceptibilidad 4-5.
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La escala establece 5 niveles de resistencia y los clones y arboles evaluados

se agrupan en 4 de ellos (Cuadro 7). No se presento ninguno como totalmente

susceptible

El SCA 6 y SCA 12, mantienen los niveles de resistencia establecidos por

Enriquez (1980) y Luz et al. (1996) y también conviene destacar en este grupo
los materiales, ARBOL-5, AMAZ-2 G8 y AMAZ-2 G10, que alcanzaron valores

inferiores al SCA 6 que se ubica como resistente. Como moderadamente

resistente tenemos 13 materiales en los que se destacan al BOB-3 G27, ESS-
1, CCAT-4688, como tolerantes el BOB-8 G6, EET- 95 y EES-6, mientras que
como moderadamente susceptible estd el CCN-51 (Cuadro 7 y Anexo 2).

Cuadro 7. Evaluaciéon de resistencia de 37 materiales de cacao a
Phytophthora palmivora.

Material Evaluacié | Calificacié Material Evaluaci6é | Calificacié

n n n n

SCA6 0,41 R TAP-2 G66 0,95 R
Arbol-5 0,44 R BOB-3 G27 1,01 MR
AMAZ-2 G8 0,50 R ESS-1 1,02 MR
AMAZ-2 G10 0,51 R CCN-51 x EET-450 1,07 MR
SCA12 0,52 R CCAT-2564 1,09 MR
CCN-51 x EET-233 0,57 R TAP-2 G65 1,13 MR
JHVH-10 0,58 R EES-5 1,16 MR
Arbol-9 0,63 R glEET'MB x CCN- 1,18 MR
Eg 451 X EET- 0,65 R TAP G70 1,21 MR
CCAT-4675 0,67 R NAP- 23 G46 1,21 MR
CCN-51 x EET-462 0,67 R TAP-1 G20 1,27 MR
EET-103 0,77 R CCN-51 x EET-534 1,29 MR
CCN-51 x EET-233 0,82 R CCN-51 x EET-534 1,46 MR
CCAT-1119 0,83 R CCAT-4688 1,50 MR
TAP-G42 0,84 R BOB-8 G6 2,01 T
EET-426 x CCN-51 0,87 R EET- 95 2,02 T
TAP-7 G43 0,88 R EES-6 2,03 T
UNAP-2 G78 0,91 R CCN-51 3,03 MS
CCAT-4998 0,95 R
R= resistente, MR= moderadamente resistente, T= tolerante, MS=

moderadamente susceptible.
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V. DISCUSION

Se conoce que P. palmivora desarrolla colonias muy similares en 7 dias en un
medio de cultivo a base de Agar V-8 que fue el medio usado en este estudio.
Los aislamientos obtenidos, indistintamente de su origen, crecieron a un rango
de velocidad entre 10.39 a 16.94 mm/dia, cubriendo el fondo de las cajas entre
5y 8 dias, lo que indica que aunque perteneciendo a la misma especie, las
colonias presentan variabilidad en relacion a su velocidad de crecimiento. Si
bien las diferencias entre algunos aislamientos (cortos vs largos) podria
considerarse interesante, no se poduede ofrecer una explicacion definitiva por
cuanto bajo las condiciones controladas en que se mantuvieron, con ambiente
estable y temperatura constante (26°C), las colonias presentaron las

variaciones indicadas independientemente del sitio de coleccion.

En cuanto al aspecto de la colonia, todas presentaron el patrén estrellado tipico
de P. palmivora tal como lo describen Waterhouse, (1970); Erwin y Ribero,
(1996) y Machado et al. (2008) en el tipo de micelio. Por otra parte, las
medidas morfométricas tanto de los esporangios como de las clamidosporas
presentaron las variaciones esperadas en los diferentes aislamientos
estudiados. Sin embargo los rangos se mantuvieron dentro de lo que se
considera caracteristico de P. palmivora de acuerdo a Waterhouse, (1970),
Erwin y Ribero, (1996) Stamps, (1998). En el 50% de las placas observadas,
se observaron clamidosporas de pared gruesa (2,5 um): redondeadas,
intercalares y terminales Zentmeyer, sf menciona que la presencia de este

tipo de estructuras se asocia comunmente a P. palmivora.

La forma y especialmente la relacion largo/ancho de los esporangios asi como
la forma y tamafio de los pedicelos, se considera un caracter distintivo en las
diferentes especies de Phytophthora. En el caso que nos ocupa, se
observaron en su mayoria esporangios limoniformes y ovoides con papila
marcada, aunque también hubo presencia de elipsoides, con una relaciéon L/A
entre LRMOO081 1.39 y SE001 2.02 um, con pedicelos cortos que van desde
CMO0O071 con 0 hasta SE001 3.92 um, medidas que corresponden a la especie
P. palmivora (Erwin y Ribero, 1996 y Stamps, 1998).
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Las caracteristicas morfométricas enunciadas permiten asumir que en la zona
central del Ecuador, la especie P. palmivora es la causa de la enfermedad
conocida como mazorca negra y cancer del cuello de cacao, aun en sitios mas
alejados como Santa Elena (SEO001). Los caracteres medidos también
corresponden a esta especie aunque en algunos casos como la velocidad de
crecimiento de la colonia y la relacion L/A del esporangio dieron valores
extremos (la velocidad mas baja LRM0081 1.39 y la mayor SE001 2.02 pum).
En este dltimo caso, no podemos colegir categéricamente que es la misma
especie debido a que solamente se obtuvo un aislamiento. Por otra parte, como
el area es de reciente colonizacién con cacao el pseudohongo pudiera haber
estado ya en la zona y atacar cacao aunque también pudiera haber sido
introducido junto con el cultivo y las variaciones que se observan son producto
de las condiciones ecolbgicas y agrondémicas particulares de ese sector del

pais.

Aunque se mantienen los rangos de tamafio para las estructuras medidas,
tanto el andlisis de Tuckey como el de conglomerados, sefialan variaciones
entre cepas que parecen corresponderse con las condiciones ecoldgicas de los
sitios de recoleccidn sugiriendo la existencia de biotipos, situacion que deberia
aclararse con andlisis de un mayor nimero de aislamientos en las diferentes

Zonas.

Habiéndose establecido que la especie presente en la zona bajo estudio es P.
palmivora, procedimos a analizar la resistencia de los cultivares previstos
utilizando los criterios establecidos para esta especie por Nyassé et al, (1995)
; Nyassé, (1997) y Blaha et al., (1998). En primer lugar se observé que los dos
SCA se ubican en el rango de resistentes previsto Enriquez (1980) y Luz et al.
(1996), manteniéndose entre los valores mas bajos (0.41 y 0.52) dentro del
grupo de los resistentes, los clones comerciales evaluados ocupan posiciones
distantes entre si, destacando la resistencia manifestada por el EET-103
mientras el EET-95 se ubica como tolerante y el CCN-51 como medianamente
susceptible. Este Ultimo hecho tiene implicaciones epidemiolégicas que

deberian tomarse en cuenta pues el aumento de area sembrada con un solo
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clon con susceptibilidad a Phytophthora contribuiria al desarrollo de epidemias
de la enfermedad.

Los demas materiales, en su mayoria mostraron buenos niveles de resistencia
a la enfermedad lo que refuerza la direccionalidad positiva del Programa de

mejoramiento de cacao.

32



VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados de la presente investigacidn permiten formular las siguientes

conclusiones y recomendaciones:

A. Conclusiones

1. Los parametros morfolégicos evaluados, sugieren fuertemente que la
especie presente es P. palmivora aunque hubo suficiente evidencia de
variabilidad entre los diferentes aislamientos, indicando presencia de

“biotipos” diferentes.

2. Tanto la metodologia usada inoculando discos de hoja, como la posicion
relativa de los cultivares usados como control (SCA 6 y SCA 12) indican la

consistencia de la evaluacion de resistencia a Phytophthora.

3. Los cultivares Amazonicos y Nacionales, se encontré6 buenos niveles de
resistencia, independientemente de sus caracteristicas genéticas. Se
destaca el ARBOL-5 y los amazoénicos AMAZ-2 G8 y AMAZ-2 G10, que

ocuparon los lugares junto con los resistentes SCA 6 y SCA 12.

B. Recomendaciones

1. Conviene realizar conteo de cromosomas, pruebas bioquimicas y
caracterizacion molecular de un mayor nimero de aislamientos, para
confirmar la hipétesis de la presencia de Phytophthora palmivora

como agente causal de la mazorca negra.

2. Realizar muestreos en otras areas, para poder establecer la especie

de Phytophthora predominante en el area cacaotera del pais.
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3. Es conocida la correlacién entre resistencias en hojas y en frutos, se

recomienda confirmar esta aseveracion local mediante pruebas en
mazorca y campo.

4. Continuar las investigaciones de resistencia.
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VIll. RESUMEN

La pudricion de la mazorca o mazorca negra del cacao es causada por el
pseudohongo Phytophthora sp. A nivel mundial es una de las enfermedades
mas agresivas del cacao (Theobroma cacao L.), pudiendo causar pérdidas
entre el 30 y hasta el 80% de la produccion a nivel mundial. En el Ecuador,
hasta hace poco no se la ha considerado como una enfermedad
econdmicamente importante comparada con Escoba de Bruja (Moniliophthora
perniciosa) o la Monilia (Moniliophthora roreri), las cuales pueden causar una
pérdida del 40 al 60%, aunque en ocasiones la pérdida puede ser total,
mientras que Phytophthora es de presencia mas bien ocasional y no alcanza la
gravedad de las enfermedades antes mencionadas, siendo el factor mas
importante para su desarrollo la lluvia con temperaturas de 18 a 20 °C. Al
parecer se cuenta solo con la especie P. palmivora. Mediante la evaluacion de
resistencia, en los cultivares Amazoénicos y Nacionales, se encontrd buenos
niveles de resistencia, independientemente de sus caracteristicas genéticas.
Se destaca el ARBOL-5 y los amazonicos AMAZ-2 G8 y AMAZ-2 G10, que
ocuparon los lugares junto con los resistentes SCA 6 y SCA 12, los materiales
SCA 6 y SCA 12 presentaron resistencia, mientras que el tratamiento 8 y 24
resultaron moderadamente resistente, y como susceptible el CCN 51.
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IX. SUMARY

The ear rot or cocoa black pod is caused by Phytophthora sp pseudofungi.
Worldwide is one of the most aggressive disease of cocoa (Theobroma cacao
L.) and can cause losses between 30 and up to 80% of global production. In
Ecuador, until recently it has not been considered as an economically important
disease compared with Witches' Broom (Moniliophthora pernicious) or Monilia
(Moniliophthora roreri), which can cause a loss of 40 to 60%, but sometimes the
loss may be total, while Phytophthora presence is rather casual and does not
reach the severity of the disease in question, being the most important factor for
development of rain with temperatures of 18-20 °C. Apparently it has only the
species P. palmivora. By evaluating resistance in cultivars Amazon and
Nationals, found good resistance levels, regardless of their genetic
characteristics. It highlights the ARBOL-5 and the Amazon AMAZ-2 G8 and
AMAZ-2 G10, who occupied the places along with SCA 6 and SCA 12 resistant
a which is, materials SCA 6 and SCA 12 were resistant, while the treatment 8

and 24 were moderately resistant and susceptible as the CCN 51.
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Anexo 2. Evaluacion de resistencia a Phytophthora palmivora.







