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Resumen

El cacao nativo fino de aroma (CNFA) de la regiobn Amazonas, Per( es muy valorado por
su sabor y aroma unicos. Sin embargo, el CNFA es afectado por Moniliophthora roreri
que causa la enfermedad de la moniliasis, perjudicando considerablemente su produccion.
A pesar de su importancia, se conoce muy poco como M. roreri afecta al CNFA. Por lo
tanto, el objetivo principal de este estudio es determinar el proceso de infeccion de M.
roreri en frutos de CNFA. Para ello se realizé la inoculacion de M. roreri a una
concentracion de 100,000 esporas/ml de la cepa Bagua Grande 6 (BG6) en mazorcas de
cacao en diferentes edades producidas mediante polinizacién artificial. En estas mazorcas
se monitored el desarrollo de la infeccion evaluando incidencia, severidad externa e
interna basado en las caracteristicas macroscopicas de la moniliasis. Las edades de los
frutos inoculados fueron de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 dias, y las evaluaciones
se realizaron cada 20, 40 y 60 dias post inoculacion. Se encontr6 que los frutos a los 20
dias post inoculacion no presentaron ningln sintoma en todas las edades evaluadas. A los
40 dias post inoculacion se reflejaron sintomas en edades de 20, 40, 60, 100, 120 y 160.
Finalmente, 60 dias post inoculacion todas las edades mostraron sintomas de severidad
interna y externa. De los 18 genotipos evaluados, el genotipo que no desarrollo sintomas
de moniliasis fue Indes-31, lo que lo convierte en potencial fuente de resistencia genética

a la monilia.

Palabras claves: Moniliasis, infeccién, cacao, severidad, incidencia
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Abstract

The native fine aroma cacao (CNFA) from the Amazon region in Peru is highly valued
for its unique flavor and aroma. However, the CNFA is affected by several pathogens,
such as Moniliophthora roreri, which causes frosty pod rot (FPR) severely affecting its
production as it attacks exclusively the fruits. Despite its importance, very little is known
about how M. roreri infects the CNFA. Therefore, the main objective of this study is to
determine the infection process of M. roreri in CNFA fruits. For this, cacao fruits at
different ages produced by artificial pollination, were inoculated with M. roreri Bagua
Grande 6 (BG6) strain at a concentration of 100,000 spores/ml. The development of the
infection in the inoculated pods was monitored by evaluating incidence, and external and
internal severity based on the macroscopic characteristics of FPR. The ages of the
inoculated fruits were 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 and 160 days, and the evaluations
were carried after 20, 40 and 60 days after inoculation. It was found that the fruits at 20
days after inoculation did not present any symptom in all the evaluated ages. At 40 days
after inoculation, symptoms appeared in fruits of 20, 40, 60, 100, 120 and 160 days.
Finally, 60 days after inoculation, all ages showed symptoms of internal and external
severity. Out of the 18 genotypes evaluated, clone Indes-31 did not develop FPR
symptoms, which makes it a potential source of genetic resistance to FPR

Keywords: Frosty pod rot, infection, cocoa, severity, incidence

XV



INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao) es un cultivo tropical originario del Alto Amazonas que
actualmente es cultivado por unos 6 millones de pequefios agricultores a nivel
mundial, en el periodo colonial fue cuando las enfermedades del cultivo de cacao
comenzaron a manifestarse como amenazas en la produccion (Diaz et al., 2020). En
la actualidad, el Peru exporta del 50 a 75% de cacao que corresponde al 7% de la
produccion internacional, y esto genera una utilidad de 266 millones de ddlares en
exportaciones (Lopez et al., 2020). Una de las enfermedades méas importantes es la
moniliasis causada por el hongo Basidiomycota Moniliophthora roreri. Esta
enfermedad es originaria de Sudamérica y su distribucion geografica se extiende por
casi toda Latino América (Correa et at., 2014). La moniliasis tiene un efecto en la
produccion y calidad del grano (Pérez, 2018), ocasionando hasta un 80% de dafios
en la produccion cacaotera (Sanchez y Garcés, 2012). La manera mas efectiva de
controlarlo es a través de buenas practicas culturales y fitosanitarias, lo cual requiere
un gasto importante de mano de obra (Ramirez et al., 2011). La moniliasis por tanto
genera pérdidas econdmicas afectando directamente los ingresos del productor
(Aneja et al., 2006). En Pera, la moniliasis aparecié en 1988 en Bagua Grande,
Amazonas y desde alli se ha propagado por todo el Pert causando pérdidas entre 19

al 100% en rendimientos de cacao (Rios, 2004).

Moniliophthora roreri no solo afecta al cacao si no a otras especies relacionadas. Un
estudio encontré que la inoculacién de M. roreri en 50 genotipos de tres especies de
Theobroma (T. cacao, T, bicolor y T. grandiflorum) causo sintomas de moniliasis en
37 de 50 genotipos pertenecientes a las tres especies evaluadas (Sterling et al., 2015).
A pesar de su importancia economica, de las perdidas en rendimiento y de su
capacidad de infectar especies diferentes al cacao, poco se conoce sobre los procesos
de infeccion de M. roreri.
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Tabla 1.

Investigaciones relacionadas al proceso de infeccion de Moniliophthora roreri en cacao.

Tiempo de .
Numero de 2 Diasa la
~ . Edad de los evaluacion L
Autor y afio genotipos f d s de | aparicion de ltad
svaluados rutos lespues de la sintomas Resultados
inoculacion

Paredes (2018) 9 60-65 dias 8-9semanas 7y 8semana Presentaron alto grado de incidencia en todos los clones.

Maldonado (2015) 71 Frut%snije 10 65 dias 65 dias Genotipos tolerantes y resistentes a M. roreri.

Jaimes et al. (2011) 13 75-80 dias 8 semanas 8 semanas Er:qgiees#:;?éjso de los genotipos vario de acuerdo a las condiciones medio

Phillips et al. (2005) 5 2 a 3 meses 9 semanas NA La Sl es de gran valor para clasificar la reaccidn de un genotipo con M. roreri.

Katip (1994) NA 77 2 96 dias NA 21 dias !_os smt_qmas M. roreri culmina su ciclo a los 45 dias despues de la
inoculacion.

Cruz (1993). 112 85 dias Ezj'; Sg dh::;zgso NA Todos los genotipos presentaron respuesta a M. roreri.

Phillips (1991) 18 60 dias 9 semanas 9semanas  LaSlosciloentre 0,3y 5; laSE entre 0,2y 4,1y laincidencia entre 14 y 100%.

Sanchez y Gonzales 5 de2y3 5 hasta la 15 5 semana Las_ geverldades evglqadas a la 8 y 9 semana presentaron un punto critico

(1989) meses semana suficiente para una Unica lectura.

Porras et al. (1988) 6 45y 60 dias NA NA Los frutos %e 60 dias de ed,ad fueron Ios_mas afectados y la mejor suspension
fue 10x 10~ ya que generd mayor severidad en los frutos.

Phillips (1986) 31 60 dias NA 21 dias La resistencia de los genotipos no esta influenciada con el color de la mazorca,
la dureza y grosor de mesocarpio.

Brenes (1983) 40 2 meses 8 semanas NA Ie_)(()tsé rrg};znotlpos mostraron diferencias significativas en severidad interna y

Sanchez (1982) 33 60 dias 5 hasta 15 39 dias Se desc_ul?r_lo gue una sola !ectura de SE a la 8 semana es apto para diferenciar

semana susceptibilidad a M. roreri.
Merchén (1981) NA 82y 84 dias 15 2 35 dias 15y maximo Los frytos protegidos con bolsas de polietileno la aparicion de sintomas se
35 dias acelero.
20,40,60,80, . . . - . .
, 20,40y 60 Los frutos de 20 a 80 dias y en 160 dias a més la destruccion fue mas agresiva
Suaréz (1971) 1 100,120, 140 : NA - ; . . .
y 160 dias dias a comparacion de las demas edades que la invasion fue mas lenta.
Sterling et al. (2015 50 2-3 meses 9 semanas NA 13 de los 50 materiales genéticos no manifestaron ningln sintoma a M. roreri.

*NA: No aplica: El estudio no indica la informacion correspondiente
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Las enfermedades de los cultivos se pueden estudiar evaluando la incidencia,
severidad interna y externa. La incidencia permite determinar la cantidad de frutos
enfermos del cultivo (Roncal, 2004). La severidad comprende el &rea afectada por la
enfermedad la cual se manifiesta a través de sintomas externos y sintomas internos.
Para estimar tanto la severidad externa como la interna se utiliza diferentes escalas
de evaluacion dependiendo del cultivo (Roncal, 2004). Samayoa y Sanchez (2000)
sugieren que solo se trabaje con incidencia ya que estd muy vinculada con la
severidad. Sin embargo, Julca et al. (2019) mencionan que la severidad ayuda a

precisar mejor el nivel de dafio de la enfermedad.

En el caso de moniliasis, se han llevado a cabo varios estudios donde evaluaron
resistencia de los genotipos de cacao basados en calculos de incidencia y/o severidad
(Tabla 1). Paredes (2018) encontrd una incidencia de 91,67 del 100% y una severidad
interna de 4,18 a 5 en una escala de 5 en todos los genotipos que evalud. Por su parte,
Cruz (1993) uso la severidad interna como parametro para determinar si un cultivar
era resistente a moniliasis, mientras que Sanchez (1982) concluy6 que una sola
lectura de severidad externa a la 8 semana es apta para diferenciar susceptibilidad a
M. roreri, demostrando que existe diferencias significativas de susceptibilidad entre

cultivares.

Sanchez y Gonzales (1989) observaron diferencias de susceptibilidad entre los
cultivares que evaluaron, notaron que las severidades entre las 8 y 9 semanas
correspondian a un desarrollo maximo de la enfermedad. De igual modo Phillips
(1991) evalud incidencia, severidad externa e interna corroborando que se tiene que
reevaluar los cultivares resistentes antes de realizar un mejoramiento genético del

cultivo.

Maldonado (2015) en su investigacion 65 dias después de la inoculacion de mazorcas
de cacao, constatd que hay genotipos resistentes, moderadamente resistentes y
susceptibles a moniliasis. Por otro lado, Phillips et al. (2005) compard la agresividad
de 7 aislados de M. roreri representando 4 grupos genéticos del patogeno, en 5
genotipos de cacao. Todos los aislados fueron muy agresivos con la mayoria de los
cultivares, solo 2 aislamientos mostraron severidad interna y externa muy limitadas.
Asimismo, un cultivo mostro resistencia, el cual tendria potencial conveniente para

estudios de mejoramiento en cacao (Phillips et al., 2005).
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El objetivo de esta investigacion es estudiar el proceso de infeccion de una de las
principales enfermedades del cultivo de cacao como M. roreri, la cual permitird
brindar un mejor diagndéstico del desarrollo de la moniliasis en los frutos de CNFA.
Para ello se realiz6 la determinacién de incidencia, severidad interna y externa de los
frutos evaluados en diferentes tratamientos y se compard los resultados, teniendo en
cuenta que las edades evaluadas abarcan todo el desarrollo de la moniliasis para poder
realizar un mejor control, minimizando las pérdidas productivas y econdmicas
generadas por este patdgeno. Finalmente, identificaremos algunos genotipos de

CNFA con potencial resistencia a M. roreri.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Instalacion del campo experimental

2.1.1 Ubicacién del experimento

2.1.2.

El estudio de la infeccion de Moniliophthora roreri en frutos de cacao se
realiz6 en octubre del 2020 hasta mayo del 2021 en la estacion
experimental que alberga el jardin clonal de CNFA del Instituto de
Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-
CES) de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas (UNTRM) a una altitud de 674 m.s.n.m ubicado en el centro
poblado Naranjos Alto, distrito de Cajaruro, provincia de Utcubamba,
regién Amazonas (mapa de ubicacion, Anexo 1).

La reactivacion, conteo de esporas y aislamiento de M. roreri se realiz6 en
el laboratorio de sanidad vegetal del INDES-CES.

Descripcion del campo

El campo experimental de la investigacion tuvo un area de 1.5 ha con
plantacion de 3 afios de CNFA. En este estudio se trabajo con 18 (9
genotipos indes, 7 genotipos CAP, IMC67 y un CNI) genotipos sembrados
a un distanciamiento de 2.8 x 2.8 metros. Este campo fue seleccionado por

su baja incidencia natural de moniliasis.
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Figura 1

Mapa de ubicacion del experimento
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2.2. Disefio del experimento

2.2.1.

2.2.2.

Poblacién

La poblacién estuvo compuesta por aproximadamente 500 flores de
CNFA de la plantacion que fueron sujetadas a polinizacion artificial
controlada.

Muestra

De todas las flores que desarrollaron fruto a partir de la polinizacion
artificial ejecutada, se muestrearon 96 frutos de CNFA (unidades
experimentales). Estas fueron inoculadas a diferentes edades: 20, 40,
60, 80, 100, 120, 140 y 160 dias y fueron evaluadas a las 20, 40 y 60
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dias después de la inoculacién artificial en las diferentes edades. Para
cada una de las edades y tiempos de evaluacion se consideraron 4
mazorcas (repeticiones) (Tabla 2).

Tabla 2

Disefio experimental

Evaluacién de frutos

Tratamientos Ed?rdu?;aslos dias después de la Repeticiones
inoculacion
T1 20 20 4
T2 20 40 4
T3 20 60 4
T4 40 20 4
T5 40 40 4
T6 40 60 4
T7 60 20 4
T8 60 40 4
T9 60 60 4
T10 80 20 4
T11 80 40 4
T12 80 60 4
T13 100 20 4
T14 100 40 4
T15 100 60 4
T16 120 20 4
T17 120 40 4
T18 120 60 4
T19 140 20 4
T20 140 40 4
T21 140 60 4
T22 160 20 4
T23 160 40 4
T24 160 60 4
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2.2.3.

Muestreo
El muestreo se realizo al azar en la parcela en donde se realizo las
inoculaciones de las mazorcas en diferentes edades, teniendo en cuenta

que se utilizaron 4 mazorcas por tratamiento.

2.3. Manejo del experimento

2.3.1. Polinizacion artificial de flores de cacao

La metodologia utilizada en este estudio ha sido adaptada de Veray Vera
(2018):

Aislamiento de botones florales

Se seleccionaron una gran cantidad de botones florales del CNFA
(500 flores), teniendo en cuenta que no todos llegaran a prosperar ya
sea por incompatibilidad genética, abortos y otros agentes adversos.
Los botones florales fueron aislados en tubos Falcon de 50 ml y
tubos de jeringas de 20 ml transparentes, previamente cortados por
ambos extremos. Un extremo fue cubierto con un pedazo de tela
tocuyo y ajustado con ligas plasticas, mientras que el otro extremo
(la base del tubo) se sujeto en el arbol con plastilinas y ligas para
evitar la caida. Esto aseguraba que los tubos, permanecieran en los
arboles protegiendo los botones florales para prevenir la polinizacion
natural por viento o insectos y evitar plagas y enfermedades a través
de esta polinizacion (Anexo 1).

Polinizacion artificial

La polinizacién artificial se realizé una vez identificadas las flores 1
0 2 dias después del aislamiento. En un depdsito de plastico
completamente limpio se recaudaron flores donadoras de polen para
poder polinizar a las flores receptoras protegidas por los tubos de
plastico, se situd el polen en el estigma de la flor receptora
suavemente con una pinza de punta fina y después se protegio
nuevamente con el tubo de plastico ajustando con la plastilina y las
ligas plasticas (Figura 1).
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Figura 2

Pasos para la polinizacion artificial

Paso 1: Aislamiento de botones Paso 2: Polinizacién artificial Paso 3: Etiquetado y proteccion
florales de las flores

2.3.2. Preparacion del inoculo
Se utiliz6 un aislamiento de M. roreri de la cepa BG6 ya que obtuvo
mejores resultados en investigaciones del laboratorio de sanidad vegetal
del INDES-CES.
2.3.2.1. Cosechay conteo de esporas

Para la cosecha y conteo de esporas usados en la inoculacion de

frutos de cacao (Figura 2), se utiliz6 cultivos de la cepa Bagua

Grande 6 (BG6) de 15 a 20 dias en crecimiento en medio papa

dextrosa agar (PDA).

La cosecha y conteo de esporas se efectué de la siguiente

manera:

- Se coloc6 10 ml de tween al 0.1% en la placa con M. roreri
en crecimiento, se realizd raspaduras con una espatula
esterilizada y se uniformizé la suspension de esporas.

- En un tubo falcon de 25 ml; se colocd 9 ml de tween al 0.1
%

- De la placa con M. roreri en donde se hizo el raspado de
esporas se retird 1 ml del contenido al tubo Falcon, teniendo
10 ml en total de volumen.

- EIl tubo Falcon conteniendo la suspension de 10 ml con
esporas de M. roreri, se agito en un vortex a 20 000 rpm por
15 segundos, y se coloca 1 ml del contenido a la camara de

new Bauer, para realizar el conteo de esporas.
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- Para el conteo de esporas se trabajo con la suspension de
1x 10° esporas /ml, basados en Porras et al. (1988), quienes
encontraron que esta fue la mejor suspension de esporas para
generar una mayor severidad en los frutos. Asimismo,
Bejarano (1961) comenta que los frutos de cacao pueden ser
infectados en cualquier edad, remarcando que las etapas
iniciales estan mas expuestas al ataque de moniliasis.

- Porras et al. (1988) utiliz6 la siguiente férmula:

Numero de células X 10 000
Numero de cuadros

CONCENTRATION =

Figura 3
Cosecha y conteo de esporas de M. roreri

Paso 1: Cepa de M. roreri Paso 2: Raspado y Paso 3: Conteo de esporas | Paso 4: Colocar 5 ml de la
uniformizacién de esporas | en la cdmara de new Bauer | suspension 1x 10° esporas

/ ml en tubos Falcén.

2.3.2.2. Inoculacion e infeccion de Moniliophthora roreri
Se utiliz6 un protocolo modificado en base a Suarez (1971). Se
asperjo 5 ml de la suspension 1x 10° esporas/ ml en cada
mazorca con un rociador manual previamente esterilizado. Para
prevenir los dafios se protegié las mazorcas con fundas de
polietileno y se ajustd con plastilina para evitar ser infectados
por M. roreri de manera natural y evitar el ingreso de otros
microorganismos 0 insectos que puedan interferir en el
experimento (Figura 4). Ademas, las fundas de polietileno
funcionaron como cdmaras himedas en beneficio del desarrollo
del patégeno. Las bolsas de polietileno fueron perforadas por la
parte inferior después de los 3 dias de la inoculacién con el fin

de evitar la acumulacion de agua y brindar mejor aireacion a los

25




frutos (Figura 4). Finalmente, se etiquetaron los frutos de
acuerdo al dia de infeccion para su respectiva identificacion y se
monitored constantemente el estado de las bolsas de polietileno

para ser reemplazadas si es que tuvieran algln dafio.

Figura 4

Inoculacion artificial de M. roreri

Edad 20

Edad 40

Edad 60

Edad 80
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Edad 100

Edad 120

Edad 140

Edad 160

Dieciocho genotipos de CNFA (Anexo 9) recibieron tratamiento

de inoculacién. Debido a la baja tasa de cuajamiento de fruto no
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se pudo contar con repeticiones para todos los genotipos, pero
al no ser la evaluacion de la respuesta de genotipos a la de
inoculacion de M. roreri, se llevd adelante el experimento. El
disefio del experimento permitié evaluar el desarrollo de M.
roreri en el CNFA inoculado a diferentes edades de los frutos y

en diferentes tiempos de inoculacion.

2.3.2.3. Aislamiento de M. roreri de los frutos inoculados

Los frutos de CNFA inoculados con M. roreri fueron
procesados en el laboratorio para aislar al hongo y verificar si la
cepa BG6 fue la que causo los sintomas en los frutos evaluados
(Anexo 7).

2.4. Variables de estudio

Las variables del estudio son: incidencia, severidad externa y severidad interna

de frutos de CNFA infectados artificialmente con M. roreri.

2.4.1. Porcentaje de incidencia

2.4.2.

Para calcular el nivel de incidencia de M. roreri en frutos de cacao se

utilizé la siguiente formula:

Frutos totales enfermos (S1y/o SE) «

% de incidencia = X 100

Frutos totales evaluados(Sanos + enfermos)

* Frutos con sintomas internos (SI: Severidad interna) y/o externos (SE: Severidad externa)

Indice de severidad externa (ISE)

Para ello se utilizd la escala propuesta por Sdnchez (1982) adaptada
para CNFA (Figura 5).
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Figura 5

Escala de severidad externa

0 = Fruto sano

1 = Presencia de

hidrosis

2 = Presencia de
tumefaccién y/o

amarillamiento

3=Presencia de

manchas pardas

4= Presencia de

micelio que cubre
hasta la cuarta parte
de la mancha parda

5 = Presencia de

micelio que cubre
maés de la cuarta
parte de la mancha
parda

(momificacion).

2.4.3. Indice de severidad interna (ISI)
La severidad interna se evalu6 de acuerdo con el grado de
necrosamiento interno de cada fruto medido por medio de la siguiente
escala adaptada de Sanchez (1982) (Figura 6).
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Figura 6

Escala de severidad interna

1=1-20% 2=24-40%
necrosada necrosada

3=41-60% 4=61-80% 5=>80%
necrosada necrosada necrosada

2.5. Visualizacion
Para la interpretacién de datos de incidencia, severidad interna y severidad
externa se analizaron los datos mediante el programa estadistico R v. 3.6.2
usando el paquete de visualizacién de datos ggplot2 (Wickham, 2010).
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I1l. RESULTADOS

3.1. Porcentaje de incidencia en los frutos de CNFA

Los porcentajes de incidencia de moniliasis como respuesta a la inoculacion

artificial de M. roreri de los frutos variaron de acuerdo con la edad y al tiempo

de evaluacion (Figura 7; Anexo10).

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Incidencia en frutos evaluados 20 post inoculacion

Sin importar la edad de los frutos inoculados y su genotipo, despues
de los 20 dias no se observaron frutos enfermos, no hubo una
incidencia de moniliasis (Figura 7).

Incidencia en frutos evaluados 40 post inoculacion

A los 40 dias post inoculacion, la incidencia de moniliasis vario de
acuerdo con la edad de los frutos.

Los frutos de 80 y 140 no mostraron incidencia de moniliasis (Figura
6). Teniendo en cuenta que los genotipos de CNFA probablemente
difieren entre si en sus niveles de resistencia o tolerancia a moniliasis,
los genotipos evaluados que no mostraron incidencia a estas edades
son Indes 31, Indes 54, Iquitos Marafidn Colection (IMC67), A-40, A-
46, Indes 27, y un genotipo de cacao no identificado (CNI)

En frutos de 20, 40 y 120 dias de edad se observé 25 % de incidencia
(Figura 7). Los genotipos evaluados que manifestaron sintomas de la
enfermedad a estas edades fueron Indes 24 y Indes 27 y los genotipos
sin sintomas de la enfermedad fueron A-125, IMC67, Indes 65, Indes
31, Indes 27, Indes 54 y un CNI. Por su parte, los frutos de 100 dias
de edad mostraron 50 % (Figura 6), los genotipos con sintomas a la
enfermedad fueron A-37 y un CNI, mientras que, los genotipos sin
sintomas a la enfermedad fueron Indes 31y IMC67 (Anexo 9).

En frutos de 60 y 160 dias registro 100 % de incidencia moniliasis,
siendo los genotipos evaluados IMC67, Indes 53, Indes 27, A-46, A-
125, IMC67 y un CNI (Anexo 9).

Incidencia en frutos evaluados 60 post inoculacion
A los 60 dias post inoculacion, la incidencia de moniliasis oscilo entre

el 50 y 100 % de acuerdo con la edad (Figura 7).
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En frutos de 20, 40 y 80 dias de edad presentaron 50 % de incidencia
(Figura 7). Los genotipos con frutos enfermos fueron Indes 24, Indes
54, A-37, A-40 y A-37, mientras que los que no mostraron sintomas
fueron Indes 31, IMC67, A-32 'y un CNI.

Los frutos de 100 dias de edad mostraron 75 % de incidencia de
moniliasis (Figura 7), de los cuales los genotipos de los frutos con
enfermedad fueron A-46, A-37, mientras que el genotipo que no
presento sintomas fue Indes 31. Por su parte, todos los frutos de 60,
120, 140 y 160 dias manifestaron sintomas de moniliasis (Figura 7);
estos frutos fueron de los genotipos IMC67, Indes 65, Indes 54, Indes
24, Indes 27, A-50, A-125, A-46 y un CNI.

En lineas generales, la incidencia incrementd conforme los dias de
evaluacion post inoculacion, a los 20 dias despues todos los frutos
inoculados no mostraron sintomas de la enfermedad. A los 40 dias,
mas de la mitad de los frutos evaluados mostraron incidencia.
Finalmente, a los 60 dias post inoculaciéon todos los frutos fueron
afectados, presentando un alto porcentaje de incidencia.

Figura7

Incidencia de moniliasis en frutos de cacao en 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140y 160 de edad evaluados a los 40y 60 dias post inoculacion
con M. roreri. No se colocé la evaluacion 20 dias post inoculacion

porque en todos los casos fue de 0 %.

—
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3.2. Porcentaje de severidad externa en frutos de CNFA en diferentes edades

y tiempos de evaluacion.

Los frutos evaluados presentaron grados de severidad externa que fluctuaron

entre 0y 4 (Figura 8).

3.2.1.

3.2.2.

Severidad externa en frutos evaluados 20 post inoculacion

Los frutos sin importar edad y el genotipo no manifestaron niveles de
severidad externa y obtuvieron valores de 0 en las evaluaciones
(Figura 8; Anexo 10).

Severidad externa en frutos evaluados 40 post inoculacion

La severidad externa observada a los 40 dias post inoculacion oscild
entre 0.25y 4 (Figura 8).

Los frutos de 80 y 140 dias de edad no reflejaron sintomas externos y
los genotipos evaluados correspondientes a esta severidad externa
nula fueron Indes 31, Indes 54, Indes 27, IMC67, A-46, A-74 y un
CNI.

Sintomas externos de moniliasis se pudo observar en frutos de 120
dias de edad (severidad externa de 0.25), de 100 dias de edad
(severidad externa de 1), frutos de 20 y 40 dias de edad (severidad
externa de 1.25), de 60 dias de edad (severidad externa de 1.75) y
frutos de 160 dias (con severidad externa de 4) (Anexo 10).

Los frutos que manifestaron severidad externa son de los genotipos
Indes 24 en frutos de 20 y 40 dias; IMC67 en frutos de 20,40, 60,
80,100 y 160 dias; Indes 53 en frutos de 60 dias; Indes 27 en frutos de
60 y 120 dias; un CNI en frutos de 100 y 160; A-37 en frutos de 100
dias; y (A-46 y A-125) en frutos de 160 dias. Asimismo, los genotipos
de los frutos de los frutos que no mostraron sintomas de severidad
externa fueron A-125 en frutos de 20 dias; IMC67 e Indes 65 en frutos
de 20 dias; Indes 27 en frutos de 40 y 140; Indes 31 en frutos de 40,
80 y 100 dias; Indes 54 en frutos de 80, 120 y 140 dias; IMC67 en
frutos de 20,40, 80 y 100 dias; A-46 en frutos de 80 dias; un CNI en
frutos de 120 y 140; y; A-74 en frutos de 140 dias (Anexo 9).
Algunos frutos de genotipos de CNFA evaluados como IMC67, Indes
27, CNI, A-46 y A-125 mostraron un desarrollo de sintomas de
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3.2.3.

moniliasis variable, incluso en algunas ocasiones no desarrollaron

sintomas a los 20,40 y 60 dias de evaluacion (Anexo 9).

Severidad externa en frutos evaluados 60 post inoculacion

Los frutos de todas las edades evaluadas mostraron sintomas de
severidad externa con valores de entre 1.5 y 4 (Figura 8). Los frutos
de 100 dias mostraron el menor indice de severidad externa con un
valor de 1.5, mientras que los frutos con mayor indice de severidad
externa fueron los frutos de 160 con un valor de 4. Los frutos de 40 y
80 dias presentaron una severidad externa de 1.75; los frutos de 20 y
120 dias una severidad externa de 2; y los frutos de 60 y 140 dias,
severidad externa de 3.75 (Figura 8; Anexo 10).

Los frutos que tuvieron sintomas de severidad externa son los
genotipos Indes 24 en frutos de 20,40,60,120, 160 dias de edad; Indes
54 en fruto de 40 dias de edad; A-37 en frutos de 20,80, 100 dias de
edad; IMCG67 en fruto de 60 dias, Indes 65 en fruto de 60 dias, A-50
en fruto de 60 dias; A-40 en fruto de 80 dias; A-46 en frutos de 100 y
140 dias; CNI en frutos de 120,140 y160 dias de edad; A-125 en frutos
de 120 y 140 dias; y Indes 27 en fruto de 140 y 160 dias de edad.
Ademas, los genotipos que no manifestaron severidad externa fueron
Indes 31 en frutos de 20, 40, 80 y 100 dias de edad; A-32 en fruto de
80 dias; IMCG67 en fruto de 40 dias y un CNI en fruto de 20 dias de
edad (Anexo 9).
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Figura 8

indice de severidad externa en frutos de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140
y 160 de edad evaluados a los 40 y 60 dias post inoculacion con M.
roreri. No se coloco la evaluacion 20 dias post inoculacion porque en

todos no presento severidad externa.

Tiempo de evaluacion
24 B
" I J )

20 X 1“

Edad de fruto de cacao moculado

Severidad externa de moniliasis

©

3.3. Porcentaje de severidad interna en frutos de CNFA en diferentes edades
y tiempos de evaluacion.
Los frutos de genotipos de CNFA evaluados en diferentes tiempos mostraron

una severidad entre 0 y 4 (Figura 9).

3.3.1. Severidad interna en frutos evaluados 20 dias post inoculacion
Todos los genotipos evaluados no presentaron severidad interna,
demostrando que en ese tiempo de evaluacién no existe manifestacion
aparente de sintomas internos de M. roreri (Figura 9).

3.3.2. Severidad interna en frutos evaluados 40 dias post inoculacion
Los frutos de 120 y 140 dias de edad no presentaron sintomas de
severidad interna, mientras que frutos de otras edades si presentaron
una severidad interna mayor de 0.5; los frutos de 60 dias, una
severidad interna de 0.75; los frutos de 20 y 40, una severidad interna
de 1.25y los frutos de 160 dias una severidad interna de 4 (Figura 9;
Anexo 10).
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3.3.3.

Los genotipos que reflejaron severidad interna fueron Indes 24 en
frutos de 20, 40 dias; Indes 53 en frutos de 60 dias; Indes 27 en frutos
de 60 dias; A-37 en frutos de 100 dias; A-46 en frutos de 160 dias; A-
125 en frutos de 160 dias; CNI en frutos de 160 dias; y IMC67 fruto
de 160 dias. Asimismo, los genotipos que no mostraron sintomas de
severidad interna son A-125 en frutos de 20 dias; IMC67en frutos de
20,40,60,80 y 100 dias; Indes 65 en frutos de 20 dias; Indes 27 en
frutos de 40,60,120 y 140 dias; Indes 31 en frutos de 40,80 y 100 dias;
Indes 54 en frutos de 80,120 y 140 dias; A-46 en frutos de 80 dias;
IMCG67 en frutos de 100 dias; CNI en frutos de 100, 120 y 140 dias; y
A-74 en frutos de 140 dias de edad (Anexo 9).

Severidad interna en frutos evaluados 60 dias post inoculacion
Todos los genotipos de los frutos de cacaos presentaron sintomas
internos a los 60 dias post inoculacion, presentando una severidad
interna de entre 1.75 a 4 (Figura 9). Los frutos de 120 dias reportaron
una severidad interna de 1.5; los frutos de 40, 80 y 100 dias, una
severidad interna de 1.75; los frutos de 20 dias, una severidad interna
de 2.5; los frutos de 140 dias, una severidad interna de 3.5; los frutos
de 160 dias una severidad de 4 (Figura 9; Anexo 10).

Los genotipos que presentaron sintomas de severidad interna son
Indes 24 en frutos de 20,40,60,120 y 160 dias; A-37 en frutos de 20,80
y 100 dias; Indes 54 en fruto de 40 dias; IMC67 en frutos de 60 dias;
Indes 65 en frutos de 60 dias; A-50 en fruto de 60 dias; A-40 en fruto
de 80 dias; A-46 en frutos de 100 y 140 dias; CNI en frutos de 120,
140y 160 dias; A-125 en frutos de 120 y 140 dias; Indes 27 en frutos
de 140 y 160 dias de edad. Ademas, los genotipos que no reflejaron
sintomas internos son Indes 31 en frutos de 20,40,80 y 100 dias; CNI
en fruto de 20 dias; IMCG67 en fruto de 40 dias; y A-32 en frutos de 80
dias de edad (Anexo 9).
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Figura 9

indice de severidad interna en frutos de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140
y 160 de edad evaluados a los 40 y 60 dias post inoculacion. No hubo
medicion a los 20 dias post inoculacion ya que en todos los casos no

mostraron severidad interna.
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Es preciso mencionar que los frutos inoculados artificialmente con M.
roreri y que presentaron sintomas de la enfermedad a medida que
avanzaban los dias no mostraban un desarrollo normal en
comparacioén con los frutos de sus edades que fueron inoculados y que
no presentaron, ya que estaban mas pequefios, esto ocurrié en todas

las edades en general (Figura 10).
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Figura 10
Frutos inoculados con M. roreri a los 20 dias y evaluados a los 60 dias

post inoculacién con presencia y ausencia de sintomas de moniliasis (A:

Sin sintomas, genotipo CNI); (B: Con sintomas, genotipo indes 24).

A |""|I | B
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Enfocandose en los genotipos de CNFA evaluados en diferentes edades y
tiempo de evaluacion se pueden sacar algunas conclusiones acerca del
nivel de resistencia y susceptibilidad a M. roreri. Hay que aclarar que, para
algunos genotipos no fue posible decretar si es resistente o no, ya que no
contaron con suficientes repeticiones (Anexo 9) debido a que en estos
genotipos la polinizacion artificial no prosperd. Por ende, se debe
continuar las investigaciones para determinar los niveles de resistencia a
M. roreri de los genotipos.

De acuerdo con lo observado el Unico genotipo que no presentd sintomas
con M. roreri fue Indes 31, en comparacion de los demas genotipos que
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manifestaron susceptibilidad (Indes 54, Indes 27, Indes 65, Indes 24, A-
37, A-74, A-46, A-40, A-125, IMC67 y CNI; Figura 11; Anexo 11).

En algunos casos la severidad interna y severidad externa no estuvieron
relacionadas entre si en los diferentes genotipos evaluados ya que se
obtuvieron no concordantes.

En este estudio los primeros sintomas externos de moniliasis aparecieron
a los 40 dias post inoculacion coincidiendo en tiempo con los sintomas
internos. Sin embargo, dependio de la edad de los frutos y de los genotipos
de CNFA, ya que en algunos casos los sintomas internos y externos se
reflejaron a los 60 dias post inoculacién. Asimismo, la esporulacion de M.
roreri afloro a los 60 dias post inoculacion en la mayoria de los genotipos

de CNFA evaluados en las diferentes edades (Anexo 11).

Figura 11.

Resistencia y susceptibilidad de los genotipos a M. roreri evaluados post
inoculacion en diferentes edades.

Resistencia y susceptibilidad
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IV. DISCUSION

En Per0 es el segundo productor de cacao criollo organico a nivel mundial (Lépez et
al., 2020). Sin embargo, el cultivo esta en constantemente expuesto a muchas plagas
y enfermedades, entre ellas la moniliasis. Los cacaos nativos como el CNFA, han
sido histéricamente susceptible a moniliasis (Albores, 2018). Es por ello que resulta
indispensable entender el proceso de infeccidn de la moniliasis en el CNFA.

Existen varios estudios que evaluaron la capacidad de infeccion de M. roreri en frutos
de cacao en varias edades. Algunos estudios encontraron que M. roreri es capaz de
desarrollar la enfermedad en frutos de cualquier edad de desarrollo (Evans, 1986;
Hernandez, 2012). Sin embargo; otros estudios determinaron que las edades mas
expuestas son en las primeras fases de desarrollo (Bejarano, 1961; Albuquerque et
al., 2005). En este estudio se encontr6 que una cepa de M. roreri proveniente de
Bagua Grande es capaz de infectar frutos de CNFA a partir de los 20 dias de edad en

especial con mayor grado de severidad en los frutos adultos de 160 dias de edad.

4.1. Concentracion del indculo

La concentracidn de esporas para la inoculacion artificial de frutos de cacao ha
sido convencinalmente de 1x 10° esporas/ ml (Sanchez y Gonzales,1989;
Phillips, 1991; Porras et al., 1988; Sanchez, 1982; Suaréz, 1971).

En este proyecto se utilizd esta misma concentracion de esporas usando un
volumen total de 5 ml. Esto permitié una inoculacion préctica de los frutos. No
obstante, dificulté un poco en la aplicaciéon de frutos veinte dias ya que eran
muy pequefios y el agua se depositaba en la bolsa de polietileno.

Sanchez (1982) indica que la concentracion 1x 10> esporas/ml no es propicia
para cultivares muy susceptibles ya que la concentracion es elevada, mas aln
si se cuenta con condiciones ambientales favorables para su desarrollo. Sin
embargo, en este estudio se contd con cultivares muy susceptibles y las
condiciones del lugar fueron éptimas para el desarrollo de la enfermedad aun
asi no se manifestd alto porcentaje de avance de la enfermedad, i.e., no se
obtuvieron frutos que lleguen a la fase de momificacién completa del fruto (5
en la escala de severidad externa). Es muy importante tener en cuenta la
concentracion de esporas ya que de ellas depende la incidencia y severidad de
la enfermedad. Ademas, la severidad interna y externa estan influenciados por

la concentracion de esporas y el genotipo (Sanchez, 1982). En su investigacion
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4.2.

4.3.

Rodriguez y Suérez (1973) encontraron que en algunos genotipos figuraron
baja putrefaccion interna en los frutos inoculados, lo cual concuerda con esta

investigacion ya se obtuvo diferentes grados de desarrollo de la moniliasis.

Inoculacion artificial

El propdsito de la inoculacion artificial es evaluar la respuesta de la planta a la
infeccion causada por el patdgeno (Paredes, 2018). En efecto, esta
investigacion obtuvo diferentes niveles de incidencia lo cual permitio evaluar
los grados de severidad interna y externa en diferentes edades del CNFA.

Para este estudio en la inoculacion artificial se utilizd la metodologia de
pulverizacion o atomizador para la aplicacién de esporas en los frutos lo que
resulté un método muy eficiente ya que la aspersion por diferentes angulos del
fruto logré un desarrollo diverso del patdégeno y no en zonas especificas lo que
mostrd diferentes porcentajes de infeccion en los cultivares concordando con
(Sanchez, 1982). Ademas, M. roreri germina cuando esta cubierta por una
cantidad de agua lo cual es facilitado por pulverizacion (Rodriguez y Suérez,
1973). En efecto en este estudio la inoculacion artificial manifesté altos grados
de incidencia lo cual permitio estudiar severidad interna y externa, estas
variables que son muy importantes para conocer la reaccion de las colecciones

estudiadas contra M. roreri (Phillips, 2003).

Incidencia, severidad interna y severidad externa

La medicion de incidencia, severidad de la moniliasis en cacao ayudan a saber
el nivel de desarrollo de M. roreri (Arauz, 1998). La incidencia permite saber
la capacidad de resistencia y susceptibilidad de genotipos ante M. roreri
(Sanchez, 1982), la severidad externa pone en manifiesto los sintomas externos
de la moniliasis y los signos de M. roreri (Ramirez et al., 2011), y la severidad
interna determina el nivel de dafio de M. roreri en las almendras de los frutos
de cacao (Phillips et al., 2005).

Las variables de incidencia, severidad interna y severidad externa se evaluaron
a los 20, 40 y 60 dias post inoculacion, encontrandose que M. roreri infectd en
frutos de todas las edades evaluadas, pero en diferentes grados de desarrollo de
la enfermedad. Esta variacion en la incidencia puede depender de los genotipos

evaluados ya que tienen respuestas diferentes a M. roreri.
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En cuanto a la visibilidad de los sintomas, Chagua (1997) inocul6 mazorcas de
cacao de entre 30 y 150 dias de edad, encontrando que los sintomas se reflejan
entre los 34 y 49 dias después de la inoculacién. En estudios con frutos mayores
a 77dias, se han reportado aparicion de sintomas a partir de los 15 hasta 45 dias
post inoculacion (Katip, 1994; Merchan, 1981), mientras que, en frutos
inoculados a los 60 dias, los sintomas aparecieron a los 21 dias (Phillips, 1986).
Quizas en el estudio mas completo en términos de edades evaluadas (de 20 a
160 dias), encontraron que los sintomas aparecieron a partir de los 54 y 78 dias
después de la inoculacion de moniliasis (Aranzazu y Cubillos, 1977). En este
estudio los primeros sintomas de severidad interna y severidad externa
aparecieron a los 40 dias después de la inoculacion, aunque no se observé
mucha esporulacion de M. roreri o momificacion en los frutos. Este avanzado
sintoma de la enfermedad se vio en mayoria a partir de los 60 dias después de
la inoculacion. El presente estudio reporta resultados mas preocupantes ya que
la aparicion de la esporulacion en frutos de CNFA (el indice de severidad
externa igual a 4) se observo incluso en algunos frutos evaluados 40 dias de
inoculados.

La mayoria de los estudios realizados en determinar el nivel del progreso de
M. roreri en frutos de cacao se han centrado en la edad de 60 dias, pues a esta
edad se comienza a formar y desarrollar las almendras (Sanchez, 1982). Para
la evaluacién de incidencia, severidad interna y externa Paredes (2018),
Sanchez y Gonzales (1989), Phillips (1991), Porras, Gonzales, Enriquez y
Galindo (1988), Brenes (1983), Maldonado (2015), Phillips et al. (2005) y
Sanchez (1982) trabajaron con frutos de 60 dias en diversos genotipos de cacao
donde precisaron nivel de resistencia y susceptibilidad a M. roreri de los
genotipos evaluados. Sin embargo, todos estos estudios dejan en claro que sus
resultados no son definitivos y que se deben corroborar para ser relevantes en
programas de mejoramiento genético. Los frutos de 60 dias de edad evaluados
a los 60 dias post inoculacién en este estudio presentaron una incidencia del
(100%) y una severidad interna de 3.75, muy similar a la reportada por Paredes
(2018): 100% vy 4.8. Es posible que la variacion de los niveles de severidad
interna se deba al diferente bagaje genetico de los genotipos evaluados y a las

condiciones ambientales del lugar.
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Jaimes et al. (2011) trabajo en frutos de 75 dias y sus resultados dependieron
de las condiciones del lugar. Cruz (1993) estudi6 en frutos de 85 dias donde
sugirié que el parametro de severidad interna ayuda a determinar la resistencia
de un genotipo. En efecto en este trabajo los frutos de 80 dias tuvieron
condiciones ambientales en similitud y para determinar si un genotipo es
resistente 0 no, se tomd en cuenta los nimeros de repeticiones por genotipo
evaluando severidad interna y externa.

Para poder estar seguros y verificar que M. roreri prefiere desarrollarse mejor
en una edad o tamafio especifico del fruto, Suarez (1971) estudié todas las
edades de desarrollo del ciclo fisiologico del clon EET 19. Suarez (1971)
encontrd, que los frutos de 20 a 80 y 160 dias son mas susceptibles a M. roreri.
En este estudio. las diferencias encontradas se pueden haber debido a la
diferente composicion genética de los genotipos. Sin embargo, se encontrd que
los frutos de 160 dias de CNFA fueron los que presentaron mayor porcentaje
de incidencia y severidad interna y externa, resultados que concuerdan con los
reportados por Suérez (1971). Lo mas resaltante es que este estudio
proporciona mas evidencia de que M. roreri esta presente en todas las edades
de desarrollo del CNFA a pesar de haber manifestado sintomas en diferentes
niveles de severidad. Ademas, es clave mencionar que a los 40 dias post
inoculacion se observa gran desarrollo de M. roreri llegando a observarse la
esporulacion de la enfermedad a diferencia de otros estudios que no se logra
manifestar a este tiempo de evaluacion Phillips, (1991); Jaimes et al. (2011);
Maldonado (2015); y Paredes (2018).

Brenes (1983) encontr6 que los genotipos mas resistentes a la moniliasis
provienen del Alto Amazonas de Per(y de la costa del Ecuador. Brenes (1983)
también encontré que la rugorosidad, el color y dureza del mesocarpio no
influyen significativamente en los niveles de severidad externa, interna e
incidencia de la moniliasis sobre frutos de cacao. Precisamente, el CNFA es el
principal cacao nativo del Alto Amazonas del Per( y cuenta con una variedad
morfoldgica previamente caracterizada (Oliva y Maicelo, 2020). Para este
estudio se utilizaron 9 genotipos de la coleccion Indes: Indes 24, Indes 27,
Indes 31, Indes 50, Indes 65, Indes 53, Indes 54, Indes 67, Indes 55, de un total
de 146 genotipos Indes de los cuales al momento de la seleccion se tuvo en

cuenta la vigorosidad, historial de rendimiento, tolerancia a plagas y
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enfermedades y calidad (Oliva y Maicelo, 2020). Asimismo, se trabaj6é con
siete: A-32, A-50, A-37, A-40, A-74, A-125 Y A-46 de los 136 genotipos que
conforman la coleccién denominadas Cacao Amazonas Peru (CAP), que
fueron seleccionados previamente por las cualidades fisicas y organolépticas
del grano, productividad y rendimiento, un genotipo IMC67 y un CNI. Se
dificulté precisar el nivel de respuesta a la inoculacion de M. roreri de los
genotipos indes 50, indes 53, indes 67, indes 55, A-32 y A-50 debido a la falta
de repeticiones como resultado del porcentaje de polinizacion obtenido en el
estudio. Por lo tanto, no se cont6 con suficientes repeticiones para determinar

su capacidad de respuesta frente a la inoculacién con M. roreri.
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V. CONCLUSIONES

La inoculacion artificial de M. roreri en frutos de diferentes edades de CNFA se
llevaron a cabo con éxito, y el proceso de infeccion del patégeno desencadeno el
desarrollo de la moniliasis en frutos inoculados. Con respecto a la determinacion de
incidencia de M. roreri en las diferentes edades de frutos de CNFA en respuesta a la
inoculacion artificial con mayor grado incidencia a moniliasis fueron los frutos de
60, 100, 120, 140 y 160 dias, mientras que las edades con menor incidencia fueron
20,40, 80 dias.

La determinacion de severidad interna y externa en frutos de CNFA en diferentes
edades y tiempos de evaluacion asegura que M. roreri es capaz de infectar frutos de
CNFA a partir de los 20 dias de edad en especial con mayor grado de severidad en
los frutos adultos de 160 dias de edad.

En cuanto a la determinacion de edad y tiempo de inoculacion en donde se desarrolla
M. roreri en frutos de CNFA, en las diferentes edades y evaluados a los 20 dias de la
inoculacién no mostraron sintomas aparentes, afirmando que en campo M. roreri no
desencadena sintomas visibles en los frutos, sin embargo, en los frutos de CNFA de
todas las edades evaluados a los 40 y 60 dias post inoculacion desarrollaron sintomas
de moniliasis en diferentes niveles. Los frutos de CNFA de todas las edades
evaluadas (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 dias) presentaron susceptibilidad a M.
roreri afirmando que todo el ciclo fenoldgico del desarrollo del fruto de CNFA es
capaz de ser afectado por dicha enfermedad.

La mayoria de genotipos de CNFA evaluados presentaron susceptibilidad a M. roreri
en diferentes niveles. Para algunos genotipos no se puede afirmar un resultado
concluyente acerca de la resistencia y susceptibilidad debido a la falta de repeticiones
en frutos evaluados. De todos los genotipos evaluados solo Indes 31 mostré absoluta
resistencia a M. roreri ya que en las veces que se inocularon frutos de este genotipo

no se observaron sintomas de moniliasis.
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VI.

RECOMENDACIONES

La polinizacion artificial se recomienda realizarla en las mafianas de 6 a 10 y
tardes 4 en adelante teniendo en cuenta que la temperatura es menor a
comparacion de otras horas del dia. Estos horarios permiten una temperatura
Optima para el cuajamiento de los frutos. Ademas, en tiempos de lluvia el
porcentaje de cuajamiento es mejor.

Se recomienda realizar estudios de inter y autocompatibilidad genética para
realizar la polinizacidn artificial ya que dificulta el cuajamiento.

Para la concentracion de esporas se recomienda diluir en menos cantidad de agua
ya que dificulta en la inoculacion artificial, sobre todo en frutos de 20 dias de
edad.

Se debe cambiar las bolsas de polietileno con mayor frecuencia ya que los
insectos puedes perforar, ingresar y contaminar la mazorca en evaluacion.

Se debe trabajar en todas las edades por genotipo ya que puede variar los
resultados como en esta investigacion.

Se recomienda realizar méas repeticiones por diferentes genotipos de cacao, de
esta manera obtener resultados mas concisos en términos de resistencia y
susceptibilidad.

Se debe evaluar a los frutos después de los 40 dias post inoculacion en diferentes
tiempos, para ver el desarrollo completo de la enfermedad.

Se recomienda tener la ubicacion de la parcela cerca del laboratorio, ya que sera
mas rapida y oportuna la inoculacion artificial.

Tener en cuenta las condiciones de temperatura y humedad en la parcela a
trabajar, ya que de estas depende el uso de bolsas de polietileno ya que si el lugar
es humedo las bolsas pueden limitar el desarrollo de la enfermedad y propiciar

la presencia y desarrollo de otros hongos fitopatogenos.
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ANEXOS

Anexo 1. Materiales para la polinizacién artificial

Tubos de jeringa plasticos Plastilina Tela tocuvo

Ligas plasticas Protector de flores Depésito de plastico

Pinza acero inoxidable

51



Anexo 2. Ciclo fenolégico de los frutos de cacao.

40 DIAS

CICLO
FENOLOGICO
DEL FRUTO

-

140 DIAS

120 DIAS

100 DIAS
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Anexo 3. Embolsado de frutos de cacao
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Anexo 4. Evaluacion de los frutos infectados
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Anexo 5. Evaluacion de los frutos sanos
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Anexo 6. Frutos con esporulacion
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Anexo 7. Aislamiento de Moniliasis de frutos enfermos
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Anexo 8. Fechas de polinizacion, inoculacién y evaluacion del proyecto de tesis

Vencidos De 1 a 3 dias
FECHA ACTUAL
9f/07/2011 0 78 0 0
SEMANAS FECHA'DE ) FRUTOS DIAS DIAS A VENCER FECHA DE' PRIMERA'FECHA [')E SEGI.INDJ'\ FECHA !)E TER.CEHA:FECHA [')E ALERTA
POLINIZACION PROSPERADOS | TRANSCURRIDOS INCCULACION

14/10/2020

15/10/2020

25/03/2021 14/04/2021 24/05/2021

16/10/2020 25/03/2021 14/04/2021 4/05/2021 24/05/2021

25/03/2021 4/05/2021 24/05/2021
25/03/2021 14/04/2021 24/05/2021
25/03/2021 14/04/2021 24/05/2021
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22/10/2020

21/10/2020

28/10/2020

13/11/2020

140 11/08/2021 11/04/2021 20/04/2021
140 11/03/2021 20/04/2021 10/0%/2021
140 11/03/2021 20/04/2021 10/0%/2021
140 11/03/2021 31/03/2021 10/05/2021
140 11/04/2021 u/onggn 20‘0“101!
140 11/04/2021 11/09/2021 20/04/2021 10/0%/2021
140 11/08/2021 20/04/2021 10/0%/2021
140 12/08/2021 1/0/ 2021 2170072021
140 12/0%/2021 1/04/2021 21/04/2021 11/05/2021
140 12703/ 2021 1/04/2021 21/04/2021 11/0%/2021
1
A 1/04/3021
2031 1/or/2021
1 1/08/1021 .
i A/04/2011
30/03/2021 1042021
1
1
120 L
120 24/03/2021 16/03/2021 3/04/031 i
120 2 10/03/2021 3(04/2023 25/04/202)
110 M/02/2021 10/08/2001 S/0A/2021 25/04/2021
100 5/02/2021 25/02/2021 6,/04/2021
100 5/02/2021 25/02/2021 17/03/2021
100 5/02/2021 25/02/2021 17/03/2021
100 5/02/2021 25/02/2021 17/03/2021 6,/04/2021
100 5/02/2021 25/02/2021 6,/04/2021
80 1/02/2021 21/02/2021 13/03/2021 2/04/2021
80 1/02/2021 13/03/2021 2/04/2021
80 1/02/2021 21/02/2021 2/04/2021
80 1/02/2021 21/02/2021 13/03/2021
80 1/02/2021 21/02/2021 2/04/2021
80 1/02/2021 21/02/2021 13/03/2021
80 1/02/2021 21/02/2021 13/03/2021
80 1/02/2021 13/03/2021 2/04/2021
80 2/02/2021 22/02/2021 14/03/2021
80 2/02/2021 23/02/2021 14/03/2021 3/04/2021
80 2/02/2021 14/03/2021 3/04/2021
80 2/02/2021 23/02/2021 14/03/2021 3/04/2021
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14/01/2021

8f02/2021

1/03/2021

21/03/2021

10/04/2021

1/03/2021

21/03/2021

1/03/2021

21/03/2021

1/03/2021

1/03/2021

1/03/2021

21/03/2021

10/04/2021

21/03/2021

10/04/2021

15/03/2021

4/04/2021

15/03/2021

4/04/2021

15/03/2021

4/04/2021

15/03/2021

15/03/2021

15/03/2021

17/03/2021

17/03/2021

17/03/2021

17/03/2021

20/03/2021

4/04/2021
4/04/2021

24/04/2021

24/04/2021

4/04/2021

24/04f2021

20/03,/2021

20/03,/2021

20/03/2021

20/03/2021

20/03,/2021

20/03,/2021

9/04/2021

20/03/2021

9/04/2021

29/04/2021

29/04/2021

28/02/2021
28/02/2021

28/02/2021

20/03/2021

20/03/2021

9/04/2021

29/04/2021

9/04/2021

29/04/2021

9/04/2021

28/02/2021

28/02/2021
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Anexo 9: Evaluacion de los frutos de CNFA

CODIGO EDAD GENOTIPO TIEMPO DE
EVALUACION INTERNA EXTERNA

C-06-1
C-08-10
C-08-11
C-08-14
C-06-3
C-08-2
C-08-6
C-08-12
C-06-2
C-08-3
C-08-4
C-08-7
C-14-5
C-14-6
C-16-5
C-16-8
C-14-6
C-14-7
C-16-3
C-16-4
C-14-2
C-14-3
C-14-4
C-16-2
C-24-7
C-24-9
C-24-10
C-24-11
C-24-4
C-24-5
C-24-6
C-11-5
C-24-8
C-24-13
C-24-14
C-11-3

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

60
60

INDES 27
INDES 31
IMC67
IMC67
A-125
IMC67
INDES 65
INDES 24-
INDES 24
INDES 31
A-37
CNIRE
INDES 31
INDES 55
IMC67
A-40
INDES 27
INDES 31
IMC67
INDES 24
INDES 24
IMC67
INDES 31
INDES 54
INDES 27
INDES 65
INDES 31
CNI
IMC67
INDES 53
INDES 27
INDES 53
IMC67
INDES 65
A-50
INDES 24

20
20
20
20
40
40
40
40
60
60
60
60
20
20
20
20
40
40
40
40
60
60
60
60
20
20
20
20
40
40
40
40
60

60
60
60

61
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C-13-2
C-13-8
C-14-3
C-14-10
C-13-3
C-134
C-14-5
C-14-8
C-13-6
C-14-1
C-14-7
C-15-5
C-28-1
C-28-2
C-27-14
C-27-15
C-28-3
C-28-7
C-28-9
C-28-13
C-27-13
C-28-6
C-28-8
C-28-10
C-23-5
C-23-6
C-23-9
C-23-12
C-23-4
C-23-11
C-27-1
C-27-8
C-23-10
C-27-5
C-27-6
C-27-7

80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

A-46
IMC67
INDES 31
INDES 50
INDES 31
INDES 54
IMC67
A-46
A-32
INDES 31
A-40
A-37
A-74
INDES 54
INDES 67
CNI
CNI SU
IMC67
A-37
INDES 31
INDES 31
A-46
A-37
A-37
IMC67
A-74
A-125
A-40
CNI
INDES 54
INDES 27
CNI
CNI SU
A-125
INDES 24
CNI

20
20
20
20
40
40
40
40
60
60
60
60
20
20
20
20
40
40
40
40
60
60
60
60
20
20
20
20
40
40
40
40
60
60
60
60

62

P P WPk O O O O OO OONIMP OONOOOOOOUI N O OO Oo oo o o o

N P A P O P O O O OOON WPEPE OO WOPREPR OOOOUU N O OO oo oo o o o

P P P P O P OO0 O OO OoOFr kP P OO0 F, OPFr OO0 O OF kP OO O OoOOoOOoOOo o o o



G gesh
C-23-6
C-23-9
C-23-12
C-23-4
C-23-11
C-27-1
C-27-8
C-21-1
C-22-3
C-22-7
C-23-1
C-14-2
C-15-2
C-15-8
C-16-6
C-14-1
C-15-7
C-16-4
C-16-7
C-14-1
C-15-5
C-16-1
C-16-9

140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160
160

INDES 27
IMC67
A-74
A-125
INDES 54
INDES 27
CNI
A-74
INDES 27
A-125
CNI
A-46
IMC67
IMC67
A-125
CNI
A-46
A-125
CNI
IMC67
CNI
INDES 27
INDES 24
CNI

20
20
20
20
40
40
40
40
60
60
60
60
20
20
20
20
40
40
40
40
60
60
60
60
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Anexo 10. Promedios de incidencia, severidad interna y severidad externa

Edad evaluation_time internal_severity external severity incidence
20 20 0 0 0
20 40 1.25 1.25 0.25
20 60 2.5 2 0.5
40 20 0 0 0
40 40 1.25 1.25 0.25
40 60 1.75 1.75 0.5
60 20 0 0 0
60 40 0.75 1.75 1
60 60 3.75 3.75 1
80 20 0 0 0
80 40 0 0 0
80 60 1.75 1.75 0.5
100 20 0 0 0
100 40 0.5 1 0.5
100 60 1.75 15 0.75
120 20 0 0 0
120 40 0 0.25 0.25
120 60 15 2 1
140 20 0 0 0
140 40 0 0 0
140 60 35 3.75 1
160 20 0 0 0
160 40 4 4 1
160 60 4 4 1
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Anexo 11. Evaluacién post inoculacién de resistencia y susceptibilidad a en
diferentes edades de CNFA

TIEMPO DE LA APARICION DE

SINTOMAS
20 DIAS 40 DIAS 60 DIAS

Indes 31 0 0 0

Indes 54 0 0 60

Indes 27 0 40 60

Indes 65 0 0 60

Indes 24 0 40 60
3

a A-37 0 40 60
5

= A-74 0 0 60

o A-46 0 40 60

A-40 0 0 60

A-125 0 40 60

IMC67 0 40 60

CNI 0 40 60
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