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RESUMEN

El cacao del Nororiente peruano estd infestado por plagas y enfermedades que han sido
histéricamente identificados con herramientas morfolégicas como observaciones en el
estereoscopio para las plagas y en microscopio para enfermedades, estos métodos estan siendo
deficientes para la correcta delimitacion de especies, y en este estudio se complement6 con el
analisis molecular amplificando para las plagas el gen COIl y para las enfermedades el gen tef, los
gue fueron secuenciados comercialmente y analizados con procedimiento bioinformatico. Se
encontraron siete plagas: Atta cephalotes, Carmenta foraseminis, Halys sp., Nasutitermes sp.,
Planococcus citri, Xanthochilus sp.; ademéas de dos reportadas por primera vez para Per( como
plaga del cacao; Edessa meditabunda y Lepturges sp. También se identificaron 10 enfermedades;
Colletotrichum sp., Daldinia sp., Diaporthe sp., Epicoccum sp., Fusarium sp., Lasiodiplodia sp.,
Nectria sp., Neocosmospora sp., Neodeightoria sp. y Stegonsporium sp.; siendo la mas distribuida
Lasiodiplodia theobromae. Estas plagas y enfermedades han llegado a mermar la produccion y
calidad del cacao y con este estudio se brinda informacion sobre la identificacion de los mismos
con el fin de que los tomadores de decisiones y control de dafios puedan realizar un trabajo mas
eficiente y se abren nuevas posibilidades de investigacién que ahonden en la identificacion
molecular de las plagas y enfermedades del cacao.

Palabras clave: marcador COI, marcador tef, arbol filogenético, produccién de cacao
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ABSTRACT

Cocoa in northeastern Peru is infested by pests and diseases that have been historically identified with
morphological tools such as stereoscopic observations for pests and microscopic observations for
diseases, these methods being deficient for the correct delimitation of species, and in this study were
complemented with molecular analysis by amplifying the COI gene for pests and the tef gene for
diseases, which were commercially sequenced and analyzed with a bioinformatic procedure. A total of
nine pests were found: Atta cephalotes, Carmenta foraseminis, Halys sp., Nasutitermes sp., Planococcus
citri, Xanthochilus sp., and two of them reported for the first time in Peru as pests of cocoa; Edessa
meditabunda and Lepturges sp. Ten diseases were also identified: Colletotrichum sp, Daldinia sp.,
Diaporthe sp., Epicoccum sp., Fusarium sp., Lasiodiplodia sp., Nectria sp., Neocosmospora sp.,
Neodeightoria sp. and Stegonsporium sp., with the most widespread being Lasiodiplodia theobromae.
These pests and diseases have come to undermine the production and quality of cocoa and this study
provides information on the identification of these pests and diseases so that decision makers and
damage control can do a more efficient job and open new possibilities for research that delve into the
molecular identification of pests and diseases of cocoa.

Keywords: COI marker, tef marker, phylogenetic tree, cocoa production
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l. INTRODUCCION

La planta del cacao (Theobroma cacao L.) pertenece a la familia de las Malvaceae y es
una de las 20 especies del género Theobroma (POWO, 2019). Esta planta es un arbol de
importancia econdmica, alimentaria, cosmética y farmacéutica ya que a partir de sus
frutos se obtiene el chocolate, pasta de cacao, aceite esencial y otros productos
(Wickramasuriya y Dunwell, 2018). La produccién mundial estd concentrada en los
trépicos, zonas calidas y himedas, con un total de 4 645 000 Ton. (ICCO, 2018). Peru
produce y exporta cacao principalmente a Europa (Paises Bajos y Bélgica). En el 2018,
el monto total de exportacion alcanzé los US$ 266 millones (Searles, 2019) que equivale
al 3.8% del total de exportaciones agricolas para ese afio (Gestion, 2019). Las regiones
del nororiente peruano son los productores mayoritarios de cacao en el Perd, siendo esta
actividad, el sustento econdémico de 1,239 familias (INDECOPI, 2016). En la region de
Amazonas se cultiva diferentes variedades de cacao con caracteristicas finas de aroma
que representan en su total el 75 % de las exportaciones (INDECOPI, 2016). Debido a
las particularidades organolépticas del cacao de la Regiénde Amazonas, INDECOPI
(2016) concedi6é la denominacion de origen al cacao de esta region como “Cacao

Amazonas Peru”.

Las plantas de cacao pueden vivir mas de 100 afios, aunque se consideran solo 15 afios
de produccion éptima, llegando en algunos casos hasta 40 afios (Almeida y Valle, 2008).
El cacao estd propenso a plagas que son organismos que compiten con el hombre por
alimento, provocando bajo rendimiento de cultivos y pérdidas econémicas (INATEC-
Nicaragua, 2016). Ademas, el cacao también puede presentar enfermedades que generan
alteraciones a la funcionalidad de las plantas, provocados por microrganismos (INATEC-
Nicaragua, 2016). El cacao al ser un cultivo perenne esta expuesto de manera ciclica a
estas plagas y enfermedades que disminuyen la calidad y cantidad de cacao producido.
Numerosos tipos de plagas pueden atacar a las plantaciones de cacao durante su
crecimiento (Ohene, 2014) y reducir la produccion hasta un 50-60% (Ohene, 2014; Basri
et al., 2019). En regiones donde se presentan cultivos masivos de cacao como en Cote
d'lvoire (38%), Ghana (19%) e Indonesia (13%) se pueden encontrar chinches
(Sahlbergella singularis, Distantiella teobroma), cochinillas (Pseudococcus njalensis),
hormigas, barrenadores (Conopomorpha cramerella, Zeuzera) y mariquitas (Helopeltis
sp.) (Entwistle et al., 1959; Cacao-Meéxico, 2019). Por otro lado, entre las enfermedades

de mayor impacto negativo en los cultivos de cacao tenemos el pie negro (Phytophthora
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sp.), escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa), moniliasis (Moniliophthora roreri),
veta vascular (Ceratobasidium theobromae), y brote hinchado (Badnavirus) (Ploetz
2016).

En el Perd, las principales plagas son causadas por &fidos o pulgones, las ninfas de
chinche, larvas del torneador del cacaotero y hormigas; mientras que las principales
enfermedades en los cultivos de cacao son causadas por hongos, entre ellas estan la
moniliasis, escoba de bruja, pie negro y el mal del machete. Estas plagas y enfermedades
pueden causar hasta el 80% de pérdida de cosechas sin un manejo oportuno (Cerrén,
2012).

Las plagas y enfermedades asociadas a los cultivos de cacao han sido identificadas
principalmente bajo métodos tradicionales de caracterizacion anatomica y morfoldgica
(Cerron, 2012). En este sentido, la identificacion de las plagas que afectan los cultivos de
cacao basa sus identificaciones en la morfologia asociada a la cabeza, térax y abdomen
de los insectos (Cerrén, 2012). Del mismo modo, la distincion de los microorganismos
causales de las enfermedades en los cultivos de cacao se basa en la morfologia de los
micelios, conidias, estructuras de esporulacion sexuales y asexuales y color y textura de
las colonias (Trabelsi et al., 2017; Kwarteng, et al., 2018, Hassan, et al., 2018; Silva, et
al., 2019). Sin embargo, la amplia plasticidad morfolégica en insectos dependiendo de su
estadio fisioldgico (Zhi-qgin et al., 2006) y la simplicidad morfoldgica en la mayoria de
hongos (Brandt y Warnock, 2015) limitan la correcta identificacion de estos organismos.
Por ello, el uso de técnicas objetivas como aquellos basados en la amplificacion molecular
de los marcadores de ADN, son fundamentales para la adecuada tipificacion de estos

organismos.

A pesar de la repercusion generada por estas plagas y enfermedades, el uso de
herramientas moleculares en la identificacion y confirmacion de las mismas no han sido
ampliamente utilizadas (Rahman et al., 2014; Tembe, Shouche, y Ghate, 2014), las cuales
son de vital importancia para la elaboracion de lineamientos de manejo y control
(SENASA, 2018). En este sentido, el objetivo de este estudio es caracterizar la diversidad
de los organismos responsables de las principales plagas y enfermedades que infestan a
los cultivos del cacao mediante el uso de herramientas morfoldgicas y moleculares, dando
como resultado la filogenia de los mismos. Esta informacién sera de mucha utilidad para

la elaboracion de medidas de control adecuadas.
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1. MATERIAL Y METODOS

2.1 Poblacion, muestra'y muestreo

Poblacion: Organismos responsables de las plagas y enfermedades asociadas a las

plantas de cacao de la zona Nororiental del Perd.

Muestra: Organismos responsables de las plagas y enfermedades asociadas a las plantas

de cacao de las regiones de Amazonas, Cajamarca y San Martin.

Muestreo: Se utiliz6 un muestreo no probabilistico y aleatorio sin estratificar para
determinar la diversidad genética de plagas y enfermedades, las muestras se colectaron
desde plantas de cacao afectadas, especificamente de las hojas, fruto o tronco segln
corresponda. La poblacion y muestra estuvo conformada por los especimenes de plagas
y enfermedades encontradas en campo. Los lugares de recoleccién fueron 154,

distribuidos en 11 provincias de las regiones de Amazonas, Cajamarca y San Martin (Fig.

1):
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2.2 Variables de estudio

Variable: Secuencias de ADN de las principales plagas y enfermedades de las plantas del

cacao.

Variable: Diversidad de organismos asociados a las principales plagas y enfermedades de
las plantas del cacao.

2.3 Colecta e identificacion morfoldgica de muestras

Organismos responsables de plagas: Se colectaron por duplicado los especimenes de
las plagas encontradas (Song et al., 2016), se transportaron desde campo hacia el
laboratorio en contenedores de paredes firmes para evitar deformaciones. Para la
identificacion morfoldgica, se realizd el montaje de los insectos en el Laboratorio de
Sanidad Vegetal (LABISANV) de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas (UNTRM), fijandolos en una base sélida. Luego del montaje,
fotografias fueron tomadas de la cabeza, térax y abdomen de los insectos con la camara
(Nikon DS-Ri2, Tokio, Japdn) empotrada a un estereomicroscopio (SMZ18-Nikon,
Tokio, Japon). A partir de estas fotografias se registraron las medidas y caracteristicas
taxondmicas de cada insecto para su clasificacion con el uso de claves dicotdmicas segun
su orden taxondmico (Choate, 2003; Dietrich, 2005) (Fig. 3).

Organismos responsables de enfermedades: Se colectaron los frutos, hojas y partes del
tronco afectados segin la metodologia descrita por Suarez-Contreras (2016). Las
principales enfermedades del cacao fueron identificadas segun la guia de Phillips-Mora y
Cerda, (2011). Brevemente, una de las técnicas para aislar enfermedades es la siembra
directa de una muestra de la parte afectada en placas Petri con medio de cultivo de
microorganismos (Papa Dextrosa Agar. PDA), preparado segun las indicaciones del
fabricante (PDA; Merck, Darmstadt, Alemania), lo que favorecio el crecimiento de los
aislados que se incubaron durante 7 dias a 30 °C y se reaislaron hasta tener colonias unicas
(Carrera-Sanchez et al., 2014) (Fig. 2). Estas colonias fueron sembradas en medios
inclinados, en tubos con 5 mL de PDA, incubados durante 7 dias a 30 °C y posteriormente
conservados a 4°C de refrigeracion. Estas colonias puras luego de su aislamiento, fueron
fotografiadas a nivel macro y microscopico (Nikon - SMZ 18, Tokio, Japon). Para ello se

prepararon muestras con tincion de Azul de metileno sobre una ld&mina porta objetos.
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Figura 2. Esquema del proceso de aislamiento de microorganismos para extraccion de
ADN.

Limpieza y acondicionamiento

Revision de literatura para confirmacion de
identificacion

Esquematizacion de resultados

Figura 3. Esquema general de la identificacion morfoldgica de plagasy enfermedades
del cacao.

2.4 Extraccion y amplificacion de ADN
Plagas:

Se tomd todo el espécimen de la plaga y se extrajo el ADN gendmico total con el Kit
Tissue & Insect Microprep Kit (Zymo Research, USA) segun las instrucciones del
fabricante y se procedi6 a amplificar el gen cox1 usando los siguientes primers (Song et

al., 2016):
e COI_HCO-700ME (5'- TAAACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3)
e COI _LCO-1490 (5-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3)
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La amplificacion con la Reaccidén en Cadena de Polimerasa (PCR) tuvo la siguiente
mezcla de reaccion: 2 pul de la extraccion de ADN a una concentracion de ~10 ng/ul, 5
uL de Mastermix (Promega, Wisconsin, EE. UU), 2.6 uL de agua libre de nucleasa
(Promega, Wisconsin, EE. UU) y 0.2 uL a 0.25 pmol de primers (Delantera y Reversa)
para un volumen total de 10 pL. El protocolo de PCR sigui6 los siguientes parametros:
pre-desnaturalizacion 96°C durante 2 min, luego 45 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 1 min, 48°C durante 1 min (anillamiento) y 68°C durante 1 min (extensién), por

ultimo, un ciclo de 72 °C de 10 min (elongacion final) (Fig. 4).

Enfermedades: A partir del cultivo de cepas puras de microorganismos se extrajo el
ADN gendmico total con el kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research,
USA), siguiendo las indicaciones del fabricante y se procedié a amplificar el gen tef
usando los siguientes primers (Rehner et al., 2011):

o tefl-EF1728F (5'- CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG -3))
o tefl-TEF1LLErev (5- AACTTG CAG GCA ATG TGG -3')

La amplificacion con la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) tuvo la siguiente
mezcla de reaccion: 2 pL de la extraccion de ADN a una concentracion de ~10 ng/ul, 5
pL de Mastermix (Promega, Wisconsin, EE. UU), 2.6 puL de agua libre de nucleasa
(Promega, Wisconsin, EE. UU) y 0.2 uL a 0.25 pmol de primers (Delantera y Reversa)
para un volumen total de 10 pL. El protocolo de PCR siguio los siguientes parametros:
pre-desnaturalizacion 92°C durante 5 min, seguido de 45 ciclos de desnaturalizacién a
92°C durante 1 min, 55°C durante 45 s (anillamiento) y 65°C durante 1 min (extension),

por altimo, un ciclo de 70 °C de 5 min (elongacion final) (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema general de proceso para analisis molecular de plagas y enfermedades

del cacao
2.5 Secuenciamiento de ADN y filogenia de plagas y enfermedades

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1% y
purificados con el kit de limpieza NucleoSpin Gel y PCR clean-up (Macherey-Nagel,
Diren, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Los amplicones de la cadena
delantera y reversa de los genes seleccionados para los organismos responsables de las
plagas y enfermedades fueron secuenciadas por Macrogen (Daejeon, Corea) con los

mismos primers de amplificacion.
2.6 Analisis bioinformatico y construccién de arboles filogenéticos

Los electroferogramas resultantes del secuenciamiento de cada amplicon se edito con el
software Chromas v1.45 (Rahman et al., 2014). Luego, las secuencias editadas fueron
alineadas entre si y con otras secuencias homdélogas descargadas del National Center for
Biotechnology Information (NCBI, EEUU) en el programa MEGA7 (Kumar y Tamura,
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2008)

El modelo general de sustitucion de nucle6tidos con una distribucion gamma, reversible
en el tiempo y una proporcion de sitios invariables (GTR + T + 1) se seleccioné para todas
las construcciones de los arboles filogenéticos. Los analisis de maxima verosimilitud
(ML) se realizaron con el programa RAXML HPC-AVX implementado en la interfaz
raxmlGUI 1.3.1, utilizando un modelo GTRGAMMAI con 1000 repeticiones de boostrap

(Fig. 5).

Punficacion de amplicones

Preparacion de muestras para envio a Corea del
Sur

Recepeion v analists de secuencias

Filogenia de plagas v enfermedades

| —

Figura 5. Esquema general del proceso para el andlisis filogenético de plagas y

enfermedades del cacao.

I1l.  RESULTADOS

Las relaciones filogenéticas de los grupos de plagas y enfermedades asociados al cultivo
del cacao se presentan a continuacion.

3.1 Filogenia de plagas

Los andlisis filogenéticos de las plagas asociadas a las plantas de cacao, amplificadas con
el marcador COl, incluyeron 15 secuencias agrupadas en nueve especies en los érdenes
Blattodea, Coleptera Hemiptera (Fig. 6).
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En el orden Blattodea se identificd una especie del género Nasutitermes (Fig. 7) colectada
de Mariscal Céaceres, San Martin (JMO01). Este espécimen es filogenéticamente cercano
al clado compuesto por tres especies del género Nasutitermes provenientes de Brasil
(KX036770) y Guyana (MG813837) (Fig. 7). Estas especies divergen 5.4-7.5% (p-
distance).

En el género Lepturges del orden de Coleoptera se identifico una especie colectada en el
Hebron, Condorcanqui (JM11) y se confirmé evolutivamente que es especie hermana de
Lepturges symmetricus (KR486345) de Canada (Fig. 8).

Dentro del orden Hemiptera se identificaron un total de siete especies pertenecientes a los
géneros Edessa, Halys y Xanthochillus. Una de estas especies pertenece al género Edessa
(JMO04), siete individuos (JMO03, IM12, IM24, JM26, JIM17, IM19, JM23) agrupados en
cinco especies pertenecen al género Halys (Fig. 9) y cinco individuos (JM21, JM22,
JM20, JM18, JM 10) agrupados en una especie pertenecen al género Xanthochillus (Fig.
10). En el género Edessa, nuestro especimen Edessa sp. (JM04) proveniente de Pajarillo,
San Martin y E. meditabunda de Brasil resultaron ser especies hermanas con una
divergencia de 2% (p-distance) (Fig. 9). Por otro lado, las cinco especies del género Halys
fueron colectadas de Mariscal Céaceres (Pajarillo: JMO03), Utcubamba (Naranjos Alto:
JM17, La Concordia: JM19), Condorcanqui (San José: JM23, JM24; Hebron: IM12) y
Bagua (Copallin: JM26), evolutivamente forman un Gnico linaje, pero con bajo soporte
(Boostrap=43) (Fig. 9). Nuestras colectas provenientes de Per junto con H. serrigera
(KX467345) y H. dentatus (MG816014) provenientes de Indonesia confirmaron que
Halys es un género polifilético (Fig. 9). Los cinco individuos pertenecientes al género
Xanthochilus provenientes de Utcubamba (Naranjos Alto: JM18; Diamante Bajo: IM22;
La Concordia: JIM20), Condorcanqui (Hebron: JIM10) y de Bagua (La Cruz: JIM21) fueron
resueltas como especies hermana de X. quadratus de Alemania (KM022354) con una

divergencia genética de 14.9-19.2 %.

En el caso del orden Hymenoptera, se encontrd una especie en género Synopeas colectada
en el Hebrén, Condorcanqui (JMQ9), al norte de Amazonas (Fig. 11). Nuestro espécimen
fue resuelto cercana a S. pennsylvanicum, Synopeas sp. y Platygastridae sp. de Canada

con una divergencia de 1.0-2.6% (p-distance).
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Figura 6. Arbol filogenético del marcador COI de los érdenes Blattodea, Coleoptera y
Hemiptera basado en inferencia de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de
boostrap. Escala muestra la sustitucion de nucleétidos.
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92| KX036773 Nasutitermes jaraguae BR

44 KX036771 Nasutitermes itapocuensis BR
16K »J

KX036769 Nasutitermes ephratae BR
Fiod KX036772 Nasutitermes jaraguae BR
KX036770 Nasutitermes sp. BR
MGB813837 Nasutitermes sp. GY
JMO1 Nasutitermes sp. PE
JF923327 Trinervitermesgeminatus DE
I(Ni JF923343 Trinervitermes geminatus DE

1)5

100

de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de boostrap. Recuadro verde resalta la

filogenia del género Nasutitermes.

JM11 Lepturges sp. PE

KRA486345 Lepturges symmetricus CA
MK767497 Lamiinae sp. PA

AF267467 Phaea maryannae US
[— KJ963373 Acmaeops pratensis F1
ool - KMB841463 Acmaeops pratensis CA
on| ( JE887630 Acmaeops pratensis CA
4l KM845021 Acmaeops pratensis CA

T

F-iaura 8. Arbol filogenético del marcador COI del orden Coleoptera basado en
inferencia de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de boostrap. Recuadro azul
resalta la filogenia del género Lepturges.
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| — KX467345 Halys serrigeralN
0 100l MG816014 Halys dentatus IN
JMO3 Halys sp. PE
JMI12 Halys sp. PE
%3 53 JM24 Halys sp. PE

60 - IM26 Halys sp. PE
Ilny JM17 Halys sp. PE

JM19 Halys sp. PE
JM23 Halys sp. PE
(00— JMQ4 Edessa meditabunda PE
L JQ218459 Edessa meditabunda BR

O

Figura 9. Arbol filogenético del marcador COI del orden Hemiptera basado en inferencia
de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de boostrap. Recuadro anaranjado resalta
la filogenia de los géneros Halys y Edessa.

IM21 Xanthochilus sp. PE
JM22 Xanthochilus sp. PE
120 YM20 Xanthochilus sp. PE
' JM18 Xanthochilus sp. PE
| JM10 Xanthochilus sp. PE
KMO022354 Xanthochilus quadratus DE

s

Figura 10. Arbol filogenético del marcador COI del orden Hemiptera basado en
inferencia de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de boostrap. Recuadro lila
resalta la filogenia del género Xanthochilus.
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ss | MGS502587 Synopeas pennsylvanicum CA
0|l MG504967 Synopeas pennsylvanicum CA
™ L KR366240 Synopeas pennsylvanicum CA
10 1L MG349340 Synopeas pennsylvanicum CA
l— KM569295 Synopeas pennsylvanicum CA
Wi 100 {MG379864 Platygastridae sp. CA
_! MG377992 Platygastridae sp. CA
100 KM568246 Synopeas sp. CA
NT‘ MG351975 Synopeas sp. CA
JMO09 Synopeas spl. PE
KM997184 Hymenoptera sp. BZ
KM555578 Platygastrinae sp. CA
—— MG375102 Platygastridae sp. CA
90 L—— MG499490 Platygastridae sp. CA

KMS558386 Hymenoptera sp. CA
DQO12655 Synergus umbraculus US

——————————
0.050

Figura 11. Arbol filogenético del marcador COI del género Synopeas perteneciente al
orden Hymenoptera basado en inferencia de méxima verosimilitud con 1000 repeticiones

de boostrap. Escala muestra la sustitucion de nucledtidos.

3.2 Filogenia de enfermedades

Los analisis filogenéticos de las enfermedades asociadas a las plantas de cacao,
amplificadas con el marcador tefl, incluyeron 28 especimenes de hongos agrupados en 9
especies dentro de los 6érdenes Botryosphaeriales (Fig. 12), Diaporthales (Fig. 13),
Hypocreales (Fig. 14), Glomerellales (Fig. 15), Pleosporales (Fig. 16) y Xylariales (Fig.
15).

Dentro del orden Botryosphaeriales (Fig.12) se identificaron un total de dos especies.
Diez especimenes de Lasiodiplodia theobromae fueron colectadas de Pajarillo, San
Martin (JEO1, JEO2, JE12, JE15, JE16, JE17) y de Cumba, Utcubamba (JE12, JE15, JE16,
JE17). Estos especimenes fueron genéticamente conespecificos con otros especimenes de
L. theobromae de Brasil. Un espécimen proveniente de Pajarillo, San Martin (JEO3)
también fue conespecifico con L. theobromae de China (MN461166) con una diferencia
del 1.3% segln el p-distance. Otro genero dentro del orden Botryosphaeriales fue
Neodeightonia sp. (JEO4), este espécimen fue colectado de Pajarillo, San Martin y
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muestra relaciones parafiléticas con Bagnisiella, Neodeightonia y Saccharata

divergiendo entre 2.9 % y 4.6% (p-distance).

En el orden Diaporthales (Fig. 13) se encontraron 3 especimenes que corresponden a una
especie del género Diaporthe (JEO8, JE09, JE10). Estos especimenes fueron colectados
de Copallin, Bagua divergiendo entre ellas en 0.2-0.4% basados en el p-distance. Ademas,
estos especimenes se encuentran filogenéticamente cercanas a Diaporthales sp.
proveniente de China (JX570892) diferenciandose genéticamente entre 4.7-5.1% (p-

distance) siendo consideradas especies hermanas (Fig. 13).

Dentro del orden de los Hypocreales (Fig. 14) se identificaron especies pertenecientes al
género Fusarium (JEO6, JEO7, JE11, JE41, JE42, JE43, JEA7, JE52) que fueron
colectados de San Martin (Pajarillo), Utcubamba (Cumba: JE13, JE14; Diamante Alto:
JE23, JE42; Alto Amazonas: JE47) y Bagua (La Concordia: JE41, JE43; El Chalén:
JE52). Estos individuos presentan divergencias genéticas que oscilan entre 0,2 y 5,4% (p-
distance). El espécimen JE42 resultd ser especie hermana de F. equiseti de China
(KU939017) con una divergencia de 3.6% (p-distance). Los especimenes JE41, JE43 y
JE52 formaron un complejo de especies con F. equiseti de Polonia (KP008978) con una
divergencia entre 5.8 — 7.5 % (p-distance). Los especimenes JEO6, JEO7, JE11 JE13,
JE14, JEAT7 y JE51 también formaron un complejo de especies con F. solani de Estados
Unidos (JF40850) con una divergencia entre 0.9 y 12.6% (p-distance) (Fig. 11). La
muestra JE23 colectada de Diamante Alto, provincia de Utcubamba, Amazonas diverge
en 2.8% de su hermana filogenética F. vasinfecta (HM484842) de Sudafrica (Fig.14).

En el orden de Glomerellales, dos muestras (JE19 y JE46) provenientes de Copallin'y el
Chalan, Bagua, Amazonas fueron resueltas conespecificas de Colletotrichum sp.
provenientes de Panama (GU994490) (Fig. 15).

En el orden Pleosporales se encontré una muestra (JE49) cercana genéticamente a
Epicoccum sp. de China (KX894777) con un porcentaje de divergencia del 2.9% segun
el p-distance (Fig. 16).

Dentro del orden Xylariales, un espécimen fue identificado como Daldinia sp. (JE45).
Este espécimen resulto ser una especie hermana de Daldinia bambusicolia proveniente
de Tailandia (KU940208) con valor de divergencia del 5.1% (p-distance) (Fig. 15).
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KX528571 Lasiodiplodia hormozganensis BR
MHA487655 Lasiodipiodiapseudotheobromae CN
KX528556 Lasiodiplodia brasiliensis BR
KU997231 Lasiodiplodia mahajangana ZA
KU695584 Lasiodiplodia mediterranea US
KF226689 Lasiodiplodia euphorbicola ZA
GQ469905 Lasiodiplodiaparva CM

14 | FI900642 Lasiodiplodia makajangana MG
KP642037 Laviodiplodia theobromae BR
JE18 Laviodiplodia theobromas PE

JEO1 Lastodiplodia theobromae PE

JEO2 Lasiodiplodia theobromae PE

4 | | JE12 Lasiodiplodia theobromae PE

1B1S Lasiodiplodia theobromae PE

JE16 Lasiodiplodia theobromae PE

JE17 Lasiodiplodia theobromae PE

JEO4 Neodeightonia sp. PE

s 1 KUS40184 Neodeightonia subglobasa TH

b RU40186 Neodeightoniasubglobosa TH

GU349056 Bagnisiella examinans US
KT884709 Septoricides strobi US

EUS52094 Saccharata capensis ZA

KR611910 Dotkiorella uimicola DE
————— DQ6T7907 Diplodia mutila US

@ 4 _TWMWMW
44 L MN461166 Neofusicocoum parvum CN
JB03 Lasiodiplodia theobromae PE

T{MHQWWCKN
KPO09004 Alternaria alternata PL
MF795854 Neocucurbitaria acanthocladae GR

— GU994496 Colletotrichum ignotiam US
A9 b GU994486 Colletotrichum tropicale PA

—
0.0020

Figura 12. Arbol filogenético del marcador tefl del género Lasiodiplodia del orden
Botryosphaeriales basado en inferencia de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones

de boostrap. Escala muestra la sustitucion de nucleétidos.
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100 | KF570212 Stegonsporium protopyriforme CZ
“ EU040015Stegonsporium protopyriforme AT
EU040024 Stegonsporium acertnum AT
T‘ EU040023 Stegonsporium acerinum AT
KF570204 Stegonsporium galeatum GB
EU040014 Stegonsporium galeatumAT
EU040012 Stegonsporium galeatum AT
KF570228 Stegonsporium pyriforme FR
KF570227 Stegonsporium pyriformeIT
— KF570226 Stegonsporium pyriforme FR
KF570221 Stegonsporium pyriforme GB
EU040003 Stegonsporium pyriforme AT
1 (DQ479931 Diaporthe eres US
— MN276057 Diaporthe eres SK
93 JX570892 Diaporthalessp .CN
~ JEO8 Diaporthe sp.PE
1o | JEOS Diaporthe sp. PE
1! JE10 Diaporthe sp. PE
DQ862041 Valsa ambiens US

= |

100

)

—
0.0050

Figura 13. Arbol filogenético del marcador tefl del género Diaporthe del orden
Diaporthales basado en inferencia de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de
boostrap. Escala muestra la sustitucién de nucleétidos.
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KY293661 Fusarium figikuroi US

LT841245 Fusarium proliferatumNL

KY293660 Fusartum figltkurol US
KXB844702 Fusarium sp. US

311 KU939013 Fusarium solani CN

KP002000 Penicillium chrysogenum PL

f—————
0.020

Figura 14. Arbol filogenético del marcador tef1 del género Fusarium, orden Hypocreales
basado en inferencia de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de boostrap. Escala

muestra la sustitucion de nucleétidos.
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GU994504 Colletotrichum theobromicola PA
L MK359206 Colletotrichum karsti CN
GU994509 Collstotrichum sp. PA

KU940208 Daldinia bambusicola TH

— «+  BU040015 Stegonsporium protopyriforme AU
KF570212 Stegonsporiumprotopyriforme CZ
w KF570210 Stegonsporium opalus FR
52 EU040005 Stegonsporium pyriforme AU
L KF570217 Stegonsporium pseudopyriforme AU
MK523320 Leptosillia pistaciae IT
w0 | DQ682663 Metarhizium anisoplise US
8 | XM 014686196 Metarhizium brunneum MX
o KJ665384 Trichoderma atrobrunneum FR.
- Jy FIB60708 Trichodermasubeffusa AT
KJ665751 Trichoderma subeffisum GR
KU523895 Trichoderma gamsii CN
KU529134 Trichoderma sphaerosporumCN
FIB60611 Trichoderma atroviridis AT

55

ol

7

KJ665415 Trichoderma atroviride IT
o% | KI665419 Trichodermaatroviride FR
MKB850835 Trichoderma atroviride CN
DQ782892 Physcia aipolia US
0.020

Figura 15. Arbol filogenético del marcador tefl del género Colletotrichum del orden
Glomerellales y el género Daldinia del orden Xylariales basado en inferencia de maxima
verosimilitud con 1000 repeticiones de boostrap. La escala muestra la sustitucion de

nucleétidos.
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54 JEA9 Epicoccum sp. PE
A —1 KX894777 Epicoccum sp. CN
% GU349082 Didymella maydis US
N MN461167 Epicoccum sorghinum CN
51— GU349029 Saccothectum sepincola US
94 b GU349008 Leptosphaerulina argentinensis US
MKS519455 Stagonosporopsis sp. BR
ﬂzms Neodidymella thailandicum TH

[ KMO74043 Ascochyta sp. CN

GU349081 Didymella giomerata US
JF925328 Boeremia exigua AU
i KX572351 Neomicrosphaeropsis minimaIT
1 XM 018177241 ParaphaeosphaeriasporulosaUS
00 e LT797100 Paraconiothyrium sp. US
100 | KP642037 Laslodiplodia theobromae BR
7 L XM 020275852 Diplodia corticola PT
MF795857 Neocucurbitaria aetnensis IT
= 100 [~ MK357572 Fenestella viburni AU
B L MK357570 Fenestella subsymmetrica AU
" MF795877 Phaeosphaeria ammophilae SE

o0 { MK357575 Parafenestella alpina AU
9% MK357589 Parafenestella salicis AU

—
0.0050

Figura 16. Arbol filogenético del marcador tefl del género Epicoccum del orden
Pleosporales basado en inferencia de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones de

boostrap. Escala muestra la sustitucion de nucledtidos.
3.3 Andlisis morfoldgico de plagas asociadas en plantas de cacao

Se colectaron 25 especimenes de plagas de las 11 provincias. La plaga mas frecuente fue
el chinche, estando presente en cuatro diferentes géneros (Edessa, Xanthochillus, Halys
y Lepturges) con un total de 17 apariciones. También se encontraron dos comejenes
(Nasutitermes sp.), dos pulgones (Aphis fabae), dos hormigas (Atta cephalotes), una
cochinilla (Planococcus citri) y una carmenta (Carmenta foraseminis). El chinche estuvo
presente en todas las parcelas muestreadas y pertenecen al orden Hemiptera (Rengifo-
correa y Gonzales, 2011).

3.3.1 Aphis fabae (Scopoli, 1763) (Fig. 17A)
Descripcion: Es de color marr6n oscuro a negro, cuenta con un par de antenas
segmentadas que son mas pequefios que el cuerpo, cuenta con ocelos al borde de la

cabeza. El abdomen tiene segmentos intermedios, mide entre 1.5-2.6 mm vy alas casi
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permanentemente pegadas, causan dafios a las hojas jovenes y son vectores para muchas

enfermedades. Es comUnmente conocido como pulgén negro (Turpeau et al., 2014).

Dafio en el cacao: Su alimentacion es a base de savia que esta presente en los brotes de
hojas y los frutos tiernos, se presentan en alta concentracion de individuos por lo que el
dafio puede ser significativo, retrasando o impidiendo el desarrollo de la planta o el fruto
(Meza, 2018).

3.3.2 Atta cephalotes (Linnaeus, 1758) (Fig. 17B)

Descripcion: En América del sur son consideradas como una de las plagas mas
perjudiciales ya que tienen una avanzada organizacion social, cosechan hojas de las
plantas y en simbiosis con especies de hongos los procesan. Las hormigas cortadoras de
hojas Atta son relativamente grandes, de color rojo oxidado o marrén, y tienen un cuerpo
espinoso Yy patas largas. No cuentan con alas, a excepcién de los de la casta reproductora,
miden entre 5-12mm, tienen una cabeza grande y antenas fuertes, aparato bucal fuerte y
desarrollado, abdomen liso con vellosidades, unido al térax por dos nédulos.

Dario en el cacao: Es una hormiga cuyo trabajo es cortar y acarrear hojas, sus colonias
son bastas y llegan a defoliar arboles enteros, dejandoles sin la posibilidad de realizar

fotosintesis lo que puede matar a la planta (Carrasco, 1962).

3.3.3 Carmenta foraseminis (Eichlin, 1995) (Fig. 17C)
Descripcion: Son insectos que presentan colores metalicos, con aspecto parecido al de
una avispa, miden entre 8.3-17 mm. Tienen la cabeza globular, con ojos compuestos, un
par de antenas, su torax presenta protdrax, mesotérax y metatdrax, aqui tiene sus 3 pares
de patas que son largas, las alas trasllcidas, el abdomen es largo y delgado que termina

en pelos pequefios e individuales.

Dario en el cacao: El dafio méas relevante es causado por el insecto en estado de larva que
necesita del mucilago del cacao, que se encuentra alrededor de la semilla. Esto provoca
que se genere un orificio que es provechado por enfermedades oportunistas que terminan
deteriorando la mazorca por dentro, aun cuando la mazorca se vea saludable por fuera
(Moran-Rosillo, 2014).

3.3.4 Edessa meditabunda (Fabricius, 1794) (Figura 17D)
Descripcion: Estos organismos se caracterizan por que en sus primeros estadios como

huevo y ninfa son de color verde translicido, con una mancha amarilla en el abdomen, el
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adulto tiene cuerpo ovalado, pueden llegar a medir 20 mm, cabeza subtriangular verde.
Ojos castafio oscuros, ocelos rojo brillantes, que se encuentran entre los 0jos y muy
cercanos a éstos. Cuentan con antenas de unos 10 mm de longitud. Tienen el térax con
superficie dorsal verde, escutelo subtriangular. Abdomen con superficie dorsal semi
cubierta por el escutelo (Rizzo y Saini, 1987)

Dario en el cacao: Las ninfas y adultos de E. meditabunda se alimentan de flores, frutos
en desarrollo y/o granos, ocasionando deformidades en la fruta, desmereciendo su calidad
al momento de cosecha. Pueden transmitir enfermedades generadas por hongos (Sistema
Nacional De Vigilancia, 2019).

3.3.5 Halyssp. (Fig. 17E)
Descripcion: Los individuos de este género son conocidos por tener como hospedador
natural a las plantas de T. cacao, en los estadios inmaduros requieren cuidado maternal,
ya que su enemigo natural son algunas especies de hormigas (Panizzi y Grazia, 2015b),
Se caracteriza por tener una cabeza ovalada, margenes anteoculares sinuosos,
subparalelos y no reflejados. Ojos bien desarrollados y sobresalientes. Ocelos en la misma
linea que el margen posterior de los o0jos. Color de la cabeza igual al de la superficie
dorsal. Antenas cubiertas de satulas, pelos de menos del diametro del segmento y
descoloridos. El pronoto presenta un collar sobre la region de ajuste de la cabeza. Area
de evaporacién mas oscura que el cuerpo, rugosa, con una superficie rugosa, cuenta con

tres pares de patas y presenta una clasica simetria bilateral.

Dafio en el cacao: Este chinche ataca a los peddnculos y en la base de los frutos y es uno
de los vectores de la moniliasis del cacao (Castillo et al., 2020).

3.3.6 Lepturges sp. (Fig. 17F)
Descripcion: En los neotropicos, estos individuos se han reportado como plagas de
importancia para los cultivos. Se caracteriza por que el primer segmento antenal alcanza
y algunas veces supera ligeramente el vértice de la cabeza; tiene el dorso coloreado en
tonos amarillos, marrones o negros. La longitud del cuerpo es de 6.9-14.1 mm. La cabeza
es casi tan larga como ancha a traves de los 0jos, tienen ocelos ubicados entre o detras de
la parte reticulada de los 0jos. Segmento basal de antenas que casi alcanza el apice de la
cabeza o0 la supera ligeramente; los cuatro restantes son més largos que el primero.
Cuentan con una membrana vitrea que cubre hasta el apice del abdomen. Como

particularidad tienen el margen posterior del pir6foro en forma de V en vista caudal,
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generalmente con muesca mesial pequefia, redondeada en vista dorsal.

Dario en el cacao: Tienen piezas bucales perforadoras y chupadoras perforan los tejidos
de las plantas con sus estiletes, causando dafios fisicos que se asemejan a un pinchazo,
ademas inyectan enzimas digestivas para ayudar a extraer los fluidos de la planta. Lo que
resulta en una lesion en forma de manchas decoloradas en el fruto. Si no hay frutos
disponibles, los chinches se alimentaran del crecimiento vegetativo, es decir de los brotes

mas jovenes (Brennan y Liburd, 2012).

3.3.7 Nasutitermes sp. (Fig. 17G)
Descripcion: Cabeza ovalada en terminacion puntiaguda, tienen tergitos abdominales
con pelos y son muy quebradizos. En vista dorsal, cipsula de la cabeza redonda; su
margen posterior casi recto en el medio, apicalmente curvado hacia abajo. Antena con 13

articulos.

Dario en el cacao: Los nidos de estas especies estan en el suelo muy cerca de un arbol de

cacao o0 en la misma planta, causando dafio al tronco ya que su dieta consiste en celulosa.

3.3.8 Planococcus citri (Risso, 1813) (Fig. 17H)
Descripcion: La hembra en su estado de adulta tiene el color entre amarillo y marrén, de
forma ovalada y con segmentacion dorsal. Esta recubierta de abundantes secreciones de
cera de color blanco y polvoriento. Tiene patas, antenas, es movil y secreta filamentos
algodonosos que recubren la parte superficial de las hojas o tronco, los adultos llegan a

medir 4 mm<.

Dario en el cacao: Al ingerir la sabia de los frutos o de las hojas, causan necrosis y dejan
a la planta mas vulnerable a infecciones producidas por microorganismos (Martinez et al.,
2007).

3.3.9 Xanthochillus sp. (Figura 15 A) (Fig. 171)
Descripcion: la parte basal de las alas anteriores esta engrosada, mientras que la parte
apical es delgada y generalmente transparente. Las alas traseras son membranosas. Son
insectos que pasan sus estadios en los frutos o en nuevos brotes. Esta especie es delicada
y delgada, a veces manchadas dorsalmente. El color de los adultos es variable, tanto en
machos como hembras, y puede ser entre rojo y negro. Cuando los adultos se observan al
estereoscopio, la cabeza es negra y brillante. Las antenas se encuentran segmentadas y

divididas en cuatro antend6meros.
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Dario en el cacao: Los frutos tiernos que sufren picaduras por Xanthochillus sp., pueden
sufrir pudricion y aborto. Los frutos en crecimiento presentan deformacion y en casos
severos se puede perder la mazorca. Las picaduras en brotes provocan quemado y
marchitamiento. El ataque de este insecto favorece la infestacion de Monilia y
Phytophthora ya que las picaduras sirven como entrada a los hongos (Colonia-Coral,
2015).

Figura 17. Vista dorsal de insectos obtenidas de cultivos de cacao. A) Aphis fabae (JM
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09). B) Atta cephalotes (JM 06). C) Carmenta foraseminis (JMO07). D) Edessa
meditabunda (JM 04). E) Halys sp. (JM 03). F) Lepturges sp. (JM 05). G) Nasutitermes
sp. (JM 01). H) Planococcus citri (JM 02). 1) Xanthochilus sp. (JM 10). Escala representa

Imm.

3.4 Andlisis morfolégico de los microorganismos responsables de las

enfermedades asociadas en plantas de cacao

3.4.1 Colletotrichum sp. (Fig. 18A)
Descripcion: Cuenta micelio sumergido, ramificado, septado, hialino, marrén péalido o
marron oscuro. Setas en conidiomas o esclerocios, marrones, lisas, septadas, afiladas a
los &pices. Conididforos hialinos a pardos, septados, ramificados solo en la base, lisos,
formados a partir de las células superiores de los conidiomas. En la placa Petri tiene

crecimiento circular con base negruzca a marron.

Dafo en el cacao: Principal causante de antracnosis en las plantas, ataca a las hojas

especialmente.

3.4.2 Daldinia sp. (Fig. 18B)
Descripcion: Estroma negro, carbonoso, globoso o subgloboso a hemisférico, de hasta 3
cm de didmetro, compuesto integramente por tejido flngico, asentado directamente sobre
sustrato o con un pedunculo corto. Centrum que contiene parafisis filamentosas. En placa
petri tiene un aspecto blanco y esponjoso, genera vacios en la base, desprendiendo el agar
de la placa, ya que es un hongo de crecimiento agresivo pero lento.

Dafo en el cacao: Este género de hongo habita en el tronco del cacao y aprovecha
cualquier tipo de disturbio provocado como un corte para colonizar la region y provocar

infecciones que pueden comprometer a la planta.

3.4.3 Diaporthe sp. (Fig. 18C, D)
Descripcion: Son cosmopolitas y se encuentran en el suelo y hasta en humanos cuentan
con ascosporas superpuestas uniseriadas, biseriadas, causan dafios en el tallo y frutos. En
la placa Petri presenta sedimento negro y filamentos blancos, con multiples esporas lo

que permite su supervivencia.
Dario en el cacao: Causan el marchitamiento y consecuente muerte regresiva de la planta.

3.4.4 Epicoccum sp. (Fig. 18E)
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Descripcion: Crecen en sustratos naturales densamente empaquetados que cubren la
superficie del estroma, en cultivo a menudo solitarios o en racimos densos, no ramificados
u ocasionalmente ramificados, con los septos oscurecidos en los conidios maduros por la
pared opaca rugosa. En la placa Petri tiene un aspecto plano y se adhieren al agar
cambiandolo de color, torndndose totalmente negro.

Dafio en el cacao: Causa necrosis en hojas y frutos jovenes.

3.4.5 Fusarium sp. (Fig. 18F)
Descripcion: Las especies de este género presenta una gran plasticidad morfolédgica que
se ha llegado a considerar como especies distintas en sus diferentes estadios de
crecimiento. Fusarium pertenece al orden Moniliales, a la Familia Tuberculariceae, su
caracteristica diferencial es que su forma microscopica basal es de forma de pie y sus
conidias pueden llegar a ser de doble célula, en placas de agar son de color rosa en el

centro y sus bordes amarillentos.

Dario en el cacao: Causa pudricion en los frutos, no permitiendo su desarrollo y se pierde

la mazorca en su totalidad

3.4.6 Lasiodiplodia sp. (Fig. 18G)
Descripcion: Su ascocarpo es color café oscuro a negro, con pared gruesa de color café
oscuro y hialino en capas internas, de 250-400 um de diametro. El asca tiene 8 esporas,
de 90-120 um de longitud. Las ascosporas son biseriadas, hialinas y aseptadas. El
conidiomata est& siempre inmerso en el hospedero. Las colonias sembradas en medio de
cultivo son moderadamente densas, con micelio aéreo, al inicio de su desarrollo son

blancas volviéndose gris-olivo a los siete dias y luego adquieren un color negro.

Dario en el cacao: Causa muerte regresiva en las ramas, igual que en el fruto que infecta,
es una enfermedad iniciadora, que propicia la infeccion de enfermedades como moniliasis

y la causadas por hongos del género Fusarium.

3.4.7 Nectria sp. (Fig. 18H)
Descripcion: Presenta formaciones globulares y granulares con esporas recubiertas que
les permiten sobrevivir en ambientes hostiles, en la placa Petri es de coloracién marron

con crecimiento irregular y presenta coloracion amarillenta a los extremos.

Dafio en el cacao: Esta especie de hongo no actla individualmente, para parasitar

necesita de otros hongos como Fusarium, produce inicialmente nodulos en el tallo de la
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planta y luego pudricion, por dafio severo a la celulosa y finalmente la planta muere.

3.4.8 Neocosmospora sp. (Fig. 181)
Descripcion: En la placa Petri tiene coloracion blanca con puntuaciones verdes, sus
esporas son transparentes y es necesario un colorante como azul de metileno para su

visualizacion.

Dario en el cacao: Este hongo es especialista en colonizar la corteza de las plantas, llega

al punto de impedir las funciones de la corteza y deja la planta expuesta a mas patdgenos.

3.4.9 Neodeightoria sp. (Fig. 18], K)
Descripcion: Caracteristicas similares a Lasiodiplodia sp. con la diferencia que
Neodeightoria no presenta parafisis por lo que su coloracion no llega a ser negra, sino

marron oscuro.

Dario en el cacao: Causa muerte regresiva en las ramas, igual que en el fruto que infecta,
es una enfermedad iniciadora, que propicia la infeccion de enfermedades como moniliasis

y la causadas por hongos del género Fusarium.

3.4.10 Stegonsporium sp. (Fig. 18L)
Descripcion: Micelio sumergido, ramificado, septado, hialino a marrén palido de células
pequefias. Conidios obovoides a claviformes, con varios distosepta transversales y
longitudinales, estructura obtusa en el apice, truncada en la base. En la placa Petri forma

anillos de base marrén y exteriores blanquecinos.

Dafio en el cacao: Este género aprovecha los orificios de las picaduras de insectos y dafia

al fruto, volviéndolo inservible.
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Figura 18. Vista superficial de las colonias aisladas cultivadas en PDA por 7 dias a 27

°C. A) Colletotrichum sp. (JE 19). B) Daldinia sp. (JE 45). C-D) Diaporthe sp. (JE 08).

E) Epicoccum sp. (JE 49). F) Fusarium sp. (JE 32). G) Lasiodiplodia sp. (JE 01). H)
Nectria sp. (JE 33). 1) Neocosmospora sp. (JE 34). J-K) Neodeightoria sp. (JE 04). L)
Stegonsporium sp. (JE 44). Escalas representan 2 cm.

Encuentre a continuacion el detalle de las colectas realizadas en este estudio:
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Tabla 1. Lista de muestras de plagas de cacao colectadas en las regiones de Amazonas y San Martin.

Especies Cddigo Lugar de coleccion Fecha Altitud (m.s.n.m)  Latitud (Sur) Longitud (oeste)
Nasutitermes sp JM1 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96" 76°35'22.66"
Planococcus Citri JM2 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96" 76°35'22.66"
Halys sp JM3 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96" 76°35'22.66"
Edessa_Meditabunda JM4 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96" 76°35'22.66"
Lepturges JM5 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96" 76°35'22.66"
Atta Cephalotes JM6 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96" 76°35'22.66"
Carmenta Foraseminis JM7 Tabalosos, San Martin Junio, 2018 545 6°23'35.19" 76°37'46.71"
Carmenta Foraseminis JM8 Tabalosos, San Martin Junio, 2018 545 6°23'35.19" 76°37'46.71"
Xanthochilus sp JM10 Hebrén, Amazonas Julio de 2018 2402 5°43'20.25" 78°16'17.72"
Lepturges sp JM11 Hebron, Amazonas Julio,2018 2402 5°43'20.25" 78°16'17.72"
Halys sp JM12 Hebrén, Amazonas Julio,2018 2402 5°43'20.25" 78°16'17.72"
Xanthochilus sp JM13 Alto Amazonas, Amazonas  Julio,2018 1120 5°43'21.69" 78° 17 2.72"
Nasutitermes sp JM14 Alto Amazonas, Amazonas  Septiembre, 2018 1120 5°43' 21.69" 78°17'2.72"
Aphis Fabae JM15 Alto Amazonas, Amazonas  Septiembre, 2018 1120 5°43'21.69" 78° 17 2.72"
Atta Cephalotes JM16 Alto Amazonas, Amazonas  Septiembre, 2018 1120 5°43'21.69" 78°17'2.72"
Halys sp JM17 Alto Naranjos, Amazonas Septiembre, 2018 679 5°44'30.79" 78°21'29.07"
Xanthochilus sp JM18  Alto Naranjos, Amazonas Septiembre, 2018 679 5°44'30.79" 78°21'29.07"
Halys sp JM19 La Concordia, Amazonas Septiembre, 2018 1744 6°0'10.74" 78°34'15.44"
Xanthochilus sp JM20 La Concordia, Amazonas Septiembre, 2018 1744 6°0'10.74" 78°34'15.44"
Xanthochilus sp JM21 La Cruz, Amazonas Septiembre, 2018 580 5°40'38.32 78°23'56.38"
Xanthochilus sp JM22 Diamante Bajo, Amazonas  Diciembre, 2018 1434 5°43'10.78" 78°20'29.07"
Halys sp JM23 San José, Amazonas Diciembre, 2018 560 5°42'58.69" 78°24'7.13"
Halys sp JM24 San Jose, Amazonas Diciembre, 2018 560 5°42'58.69" 78°24'7.13"
Xanthochilus sp JM25 Copallin, Amazonas Diciembre, 2018 550 5°40'17.90" 78°24'58.85"
Halys sp JM26  Copallin, Amazonas Diciembre, 2018 550 5°40'17.90" 78°24'58.85"
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Tabla 2. Lista de muestras de enfermedades de cacao colectadas en las regiones de Amazonas y San Martin.

Especies Cddigo Lugar de coleccion Fecha Altitud (m.s.n.m) Latitud (Sur) Longitud (oeste)
Lasiodiplodia sp JE1 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96"  76°35'22.66"
Lasiodiplodia_Theobromae JE2 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96"  76°35'22.66"
Lasiodiplodia_Theobromae JE3 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96"  76°35'22.66"
Neodeightonia sp JE4 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96"  76°35'22.66"
Lasiodiplodia_Theobromae JE5 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96"  76°35'22.66"
Fusarium Solani JE6 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96"  76°35'22.66"
Fusarium Solani JE7 Soledad, San Martin Junio, 2018 384 7°21'55.96"  76°35'22.66"
Diaporthe Eres JE8 Copallin, Amazonas Julio, 2018 550 5°40'17.90"  78°24'58.85"
Diaporthe sp JE9 Copallin, Amazonas Julio,2018 550 5°40'17.90"  78°24'58.85"
Diaporthe sp JE10  Copallin, Amazonas Julio,2018 550 5°40'17.90"  78°24'58.85"
Fusarium Solani JE11  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'67.11"  78°39'40.31"
Lasiodiplodia sp JE12  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'57.11"  78°39'40.31"
Fusarium sp JE13  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'57.11"  78°39'40.31"
Fusarium sp. JE14  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'57.11"  78°39'40.31"
Lasiodiplodia sp JE15  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'57.11"  78°39'40.31"
Lasiodiplodia sp JE16  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'67.11"  78°39'40.31"
Lasiodiplodia_Theobromae JE17  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'57.11"  78°39'40.31"
Lasiodiplodia_Theobromae JE18  Cumba, Amazonas Julio,2018 485 5°55'67.11"  78°39'40.31"
Colletotrichum sp. JE19  Copallin, Amazonas Julio,2018 550 5°40'17.90"  78°24'58.85"
Lasiodiplodia_Theobromae JE20  Siasme, Amazonas Julio,2018 230 4°49'10.09"  77°57'37.66"
Lasiodiplodia_Theobromae JE21 Diamante Alto, Amazonas Julio, 2018 1123 5°42'4.42" 78°20'43.75"
Lasiodiplodia_Theobromae JE22 Diamante Alto, Amazonas Julio, 2018 1123 5°42'4.42" 78°20'43.75"
Fusarium Solani JE23  Diamante Alto, Amazonas Julio,2018 1123 5°42'4.42" 78°20'43.75"
Lasiodiplodia_Theobromae JE24  Diamante Alto, Amazonas Julio,2018 1123 5°42'4.42" 78°20'43.75"
Lasiodiplodia_Theobromae JE25  Alto Amazonas, , Amazonas Julio,2018 1120 5°43'21.69" 78°17'2.72"
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Especies

Cddigo Lugar de coleccion

Fecha

Altitud (m.s.n.m) Latitud (Sur) Longitud (oeste)

Lasiodiplodia_Theobromae
Neodeightoria sp
Neodeightoria sp
Lasiodiplodia_Theobromae
Daldinia sp
Lasiodiplodia_Theobromae
Fusarium sp

Nectria sp
Neocosmospora sp
Lasiodiplodia_Theobromae
Fusarium sp
Neodeightoria sp
Fusarium sp

Fusarium sp
Lasiodiplodia sp

Fusarium Equiseti
Fusarium sp

Fusarium sp
Stegonsporium sp
Daldinia sp
Colletotrichum sp
Fusarium Solani

Fusarium sp

Epicoccum sp

Fusarium sp

Fusarium sp

Fusarium Equiseti

JE26
JE27
JE28
JE29
JE30
JE31
JE32
JE33
JE34
JE35
JE36
JE37
JE38
JE39
JE40
JE41
JE42
JE43
JE44
JE45
JE46
JE47
JE48
JE49
JESO
JE51
JES2

Alto Amazonas, Amazonas
Diamante Alto, Amazonas
Diamante Alto, Amazonas
Copallin, Amazonas

San Juan de la Libertad, Amazonas
Lluhuana, Amazonas
Hebrén, Amazonas
Hebron, Amazonas

La Cruz, Amazonas
Quebrada Seca, Amazonas
El Chalan, Amazonas

El Chalan, Amazonas

El Chalan, Amazonas
Diamante Alto, Amazonas
La Cruz, Amazonas

La Concordia, Amazonas
Diamante Alto, Amazonas
La Concordia, Amazonas
El Chalan, Amazonas
Lluhuana, Amazonas
Lluhuana, Amazonas

Alto Amazonas, Amazonas
Alto Amazonas, Amazonas
Alto Amazonas, Amazonas
San José, Amazonas
Lluhuana, Amazonas

El Chalan, Amazonas

Julio,2018

Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Septiembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018
Diciembre, 2018

1120
1123
1123
550
1002
851
2402
2402
580
543
558
588
588
1123
580
1744
1123
1744
588
851
851
1120
1120
1120
560
851
588

5°43'21.69"
5°42'4.42"
5°42'4.42"
5°40'17.90"
5°41'17.99"
5°40'38.71"
5°43'20.25"
5°43'20.25"
5°40'38.32
5°42'54.82"
5°41'30.75"
5°41'30.75"
5°41'30.75"
5°42'4.42"
5°40'38.32
6° 0'10.74"
5°42'4.42"
6° 0'10.74"
5°41'30.75"
5°40'38.71"
5°40'38.71"
5°43'21.69"
5°43'21.69"
5°43'21.69"
5°42'58.69"
5°40'38.71"
5°41'30.75"

78°17'2.72"
78°20'43.75"
78°20'43.75"
78°24'58.85"
78°22'11.71"
78°23'54.76"
78°16'17.72"
78°16'17.72"
78°23'56.38"
78°28'36.50"
78°24'23.03"
78°24'23.03"
78°24'23.03"
78°20'43.75"
78°23'56.38"
78°34'15.44"
78°20'43.75"
78°34'15.44"
78°24'23.03"
78°23'54.76"
78°23'54.76"
78°17'2.72"
78°17'2.72"
78°17'2.72"
78°24'7.13"
78°23'54.76"
78°24'23.03"
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IV. DISCUSION

4.1 Plagas asociadas al cacao en la zona Nororiental del Pert

Las plagas asociadas al cacao son diversas y generan grandes pérdidas econdémicas para
los agricultores de esta industria (Cerron, 2012). Las plagas mas importantes y las de
mayor distribucion son la de los insectos miridos (ejem., Helopeltis y el barrenador de la
mazorca son las plagas), ademas de las cochinillas harinosas (Pests and Diseases of
Cocoa, 2013). También existen otros grupos de insectos perjudiciales especificos tales
como &fidos, chinches, hormigas y trips (Cerrén, 2012). Estas plagas suelen ser
identificadas mediante el uso de técnicas tradicionales en base a su morfologia; sin
embargo, la plasticidad fenotipica de estos insectos conlleva a una identificacion subjetiva
y erronea en la mayoria de los casos (Zhi-gin et al., 2006). Esto sugiere el uso de técnicas
complementarias, como las que hacen uso de herramientas moleculares para la
identificacion objetiva de plagas que puedan estar mermando la productividad y calidad
del cacao (Cerron, 2012). Por ello, es importante determinar la diversidad de plagas
asociadas a las plantas de cacao para conocer la diversidad involucrada y tomar las
medidas de control necesarias (Franck et al., 2017). En este sentido, el presente estudio
caracterizd molecularmente la diversidad de plagas asociadas a plantas del cacao de la

zona nororiental del Peru.

Se identificaron un total de nueve especies de insectos con potencial de plaga asociados
a las plantas de cacao por su abundancia y dafio generado mediante la disminucion de la
produccion, reduccion de la calidad, retraso de la produccién, y a veces la muerte de la
planta. Las especies encontradas en este estudio fueron Aphis fabae, Atta cephalotes,
Carmenta foraseminis, Edessa meditabunda, Halys sp., Lepturges sp., Nasutitermes sp.,
Planococcus citri y Xanthochillus sp. Estas plagas han sido reportadas previamente por
Cerron (2012), Duefias (2019) y Alomia et al. (2021) en Brasil, Cote d'lvoire y Ghana,
que son los paises productores predominantes de cacao del mundo. Sin embargo,
Lepturges sp. y Edessa meditabunda, especies de chinches, fueron reportados por primera
vez en este estudio como plagas potenciales en el cultivo de cacao. La primera fue
encontrada en las provincias de Utcubamba, Amazonas y en Mariscal Caceres, San
Martin. Esta especie ha sido extensivamente encontrada en cultivos de higos en México
(de los Santos, 2019) y este estudio la reporta en cultivos de cacao. Por otro lado, E.
meditabunda fue colectada en la region de San Martin. Esta especie ha sido cominmente
reportada en Brasil, incluyendo a varios hospederos, dentro de ellos al cacao (Plantwise,
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2022). En Peru, esta plaga ha sido reportada en otros cultivos como el Camu Camu
(Quispe-Suarez et al., 2020) y con este estudio se confirma su expansion en distribucion

hacia los cultivos de cacao del nororiente del Peru.

El presente estudio también confirma la presencia de individuos de los géneros Halys y
Xanthochilus (chinches chupadores) como las plagas mas predominantes a lo largo de la
zona nororiental. Las especies del género Halys son reportadas por primera vez como
plaga del cacao en Perl. En este género se identificaron tres linajes diferentes con
divergencias genéticas mayores a 16.7% pero con caracteristicas morfologicas muy
similares que no se hubieron podido distinguir con técnicas tradicionales (Zhi-qin et al.,
2006). Especies de este género Halys han sido reportadas en paises del hemisferio norte,
siendo de preocupacion primaria en la India al afectar cultivos de la planta medicinal
Azadirachta indica (Dhiman, 2004). Adicionalmente, especies del género Xanthochilus
fueron las mas predominantes en los cultivos de cacao. Estas especies de insecto generan
severos dafios en brotes de hojas y frutos de cultivos de cacao (Colonia-Coral, 2015),
previamente fueron reportadas en Hungria, aunque no como plaga de cultivos sino como

organismos de vida libre (Torma y Galle, 2011).

Otro grupo de insectos con potencial de plaga fueron especies las del género Nasutitermes
que fueron encontradas en los departamentos de Amazonas y San Martin. Estos insectos
son conocidos como comején y han sido reportado como plaga del cacao en Ecuador
(Mora, 2008) y Venezuela (Sanchez y Capriles, 1979). Sin embargo, este es el primer
reporte en cultivos de cacao del Peru. Previamente fueron reportados en el Per( como
insectos que afectaban los cultivos para la produccion de vid (Céceres-Yparraguirre y
Julca-Otiniano, 2018).

Los insectos Aphis fabae, Atta cephalotes, Carmenta foraseminis y Planococcus citri,
fueron identificadas mediante el uso de claves taxondmicas especializadas (Linnaeus,
1758; Moran-Rosillo, 2014; Turpeau et al., 2014), puesto que no se pudo obtener los
amplicones del marcador COl. A. fabae fue encontrada en la region de Amazonas,
mientras que A. cephalotes fue ampliamente distribuida en los departamentos de San
Martin y Amazonas. Previamente estas especies fueron reportadas como plagas del cacao
en Bolivia y en la zona Nororiental del Pert (Ardaya, 2005) y también afectando a la cafia
en Perd (Ayquipa y Cueva, 1979). Por otro lado, no se encontraron especimenes de
Carmenta foraseminis en Amazonas, pero si en San Martin siendo una plaga prioritaria

en esaregion (Davila, 2018). En este estudio, Planococcus citri fue reportada como plaga
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Unicamente para la region San Martin. Esta especie fue dada a conocer por vez primera
para los cultivos de cacao, ya que entre sus hospederos mas comunes resaltan los vifiedos
de Brasil (Fernandes et al., 2016), manzanos de Peru (De la Cruz y Chumpitaz, 1996).
Esta plaga es de preocupacion en el cultivo de cacao fuera del Per( ya que son vectores
de infecciones por virus (Obok et al., 2018). Los problemas de amplificacion de
marcadores moleculares para Aphis fabae, Atta cephalotes, Carmenta foraseminis y
Planococcus citri pueden ocurrir por la abundancia de queratina o la poca especificidad
de los primers en el proceso de amplificacion del ADN (Campos y Gilbert, 2012). A pesar
de incluir modificaciones en las concentraciones de ADN, temperaturas y tiempos de los
protocolos de amplificacion, y ademas de seguir las instrucciones de Song et al., (2016),
no se pudo obtener la informacion genética del marcador COI para estas especies.
Muestreos adicionales de estas especies nos permitiran obtener una mejor calidad de
ADN para su identificacion molecular (Schneider et al., 2018). Es crucial identificar
molecularmente estas especies de insectos para un adecuado control de los cultivos de
cacao, ya que generan disminucién de la produccion, reduccion de la calidad, retraso de
la produccidn, e incluso la muerte de la planta y por lo tanto pérdidas econdémicas para
los productores (INATEC-Nicaragua, 2016).

4.2 Enfermedades asociadas al cacao en la zona Nororiental del Pert

Las enfermedades causadas por hongos han dafiado la produccién de cacao hasta en un
30% del potencial de produccion (Jaimes y Aranzazu, 2010). Una de las enfermedades
mas importantes de hongos es la provocada por Moniliophthora roreri que es un hongo
momificador y que genera la pérdida total de la mazorca de cacao (Phillips-Mora et al.,
2007; Suarez-Contreras, 2016). Otro hongo que causan pérdidas significativas en cultivos
de cacao y con incidencia en América en los paises como Brasil e incluso en Perd, son
los del género Phytophthora, que son hongos de putrefaccion (Alomia et al., 2021). La
identificacion de estas enfermedades son clave para el control y amortizacién de dafios
(Parra et al., 2009). Esta identificacion se desarrolla tradicionalmente por patrones
morfoldgicos a lo largo del proceso de colecta, cultivo, aislamiento y observaciones
macro y microscopicas (Parra et al., 2009). Este tipo de identificacion presenta
imprecisiones por la gran plasticidad morfolédgica de las estructuras anatémicas de los
hongos que inclusive varian dependiendo de la etapa de desarrollo (Cooke et al., 2000;
Hassan et al., 2018). Estas imprecisiones pueden ser evitadas mediante el uso de

herramientas moleculares para la caracterizacion de la diversidad de microrganismos
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(Pereira et al., 2005; Simbana et al., 2015; Obok et al., 2018).

En este estudio, se identificaron las siguientes 10 especies de enfermedades asociados
principalmente a los frutos del cacao: Colletotrichum sp., Daldinia sp., Diaporthe sp.,
Epicoccum sp., Fusarium sp., Lasiodiplodia sp., Nectria sp., Neocosmospora sp.,
Neodeightoria sp. y Stegonsporium sp. Los sintomas mas comunes de estas enfermedades
son la pudricion y/o momificacion principalmente de la mazorca y en algunos casos los
troncos de la planta. Estas especies, que generan enfermedades en cada zona productora
de cacao, han sido reportadas ampliamente en el Peru (Ploetz, 2016; Gonzéales-Ruiz,
2019).

Entre los organismos fungicos de mayor incidencia en la zona nororiental del Peru se
reporto a las especies de los géneros Lasiodiplodia y Fusarium siendo registradas en 19
puntos de colecta a lo largo de las regiones de Amazonas y San Martin. La especie
Lasiodiplodia theobromae genera una infecciébn masiva con hifas prolongadas muy
similares a las generadas en la moniliasis del cacao y que se atribuye a la proliferacion de
Moniliophthora roreri (Jaimes y Aranzazu, 2010). La confirmacion de L. theobromae
mediante el uso de herramientas moleculares sugiere que probablemente los reportes de
grandes pérdidas por enfermedades a frutos en el cultivo del cacao no solo es
consecuencia de M. roreri (Jaimes y Aranzazu, 2010). A pesar que las grandes pérdidas
en la produccion de cacao en Colombia (70%) y Per(, especificamente en las regiones de
San Martin y Amazonas (80%), son atribuidas a la moniliasis (Jaimes y Aranzazu, 2010;
Cerron, 2012); L. theobromae podria ser el agente causal de esta enfermedad en la zona

nororiental.

Adicionalmente, un caso muy similar ocurre con las especies del género Fusarium. Los
cinco linajes de Fusarium identificados molecularmente en el presente estudio no
pudieron ser diferenciados morfolégicamente (Fig. 14). La sintomatologia de la
enfermedad de estos linajes de Fusarium se asemeja mucho a los producidos por los
hongos pertenecientes al género Phytophthora, los cuales son responsables de la
pudricion de muchos cultivos de cacao en Africa y América (Cooke et al., 2000; Rahman
et al., 2014). Las consecuencias de la enfermedad del género Phytophthora la colocan en
la tercera de mayor relevancia. Un ejemplo de ello se refleja en Satipo, Junin donde se
reportd pérdidas del 50% por culpa de Phytophthora (Cerron, 2012; Alomia et al., 2021).
Sin embargo, el agente causal de esta enfermedad en la zona nororiental podria ser

consecuencia de los cinco linajes de Fusarium.
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El presente estudio identificd otras enfermedades en los cultivos de cacao de menor
incidencia. Por ejemplo, Colletotrichum sp. es una especie colectada en Bagua,
Amazonas y causa antracnosis dificultando la fotosintesis (Carbajal, 2017). Este hongo
ya habia sido reportado en la region San Martin, pero infectando cultivos de café
(Carbajal, 2017). Esto genera preocupacion ya que sus infecciones se podrian expandir a

otros cultivos de vital importancia en la region nororiental del Perd.

Las especies de los géneros Daldinia, Diaporthe, Epicoccum, Nectria, Neocosmospora,
Neodeightoria y Stegonsporium son reportados por primera vez para cultivos de cacao en
el Per(.. La mayoria de estos especimenes fueron reportados en cultivos de cacao en China
(Ploetz, 2016), Ecuador (Moya, 2016), México (Gonzales-Ruiz, 2019), Puerto Rico y
Tailandia (Simbana et al., 2015; Senanayake et al., 2017). La mayoria de estos hongos
generan pudricion, marchitamiento y necrosis en los troncos, hojas y frutos del cacao.
Este estudio confirma la presencia de una gran diversidad “oculta” de hongos como
agentes infecciosos de enfermedades en los cultivos de cacao. Esto confirma el limitado
entendimiento de los agentes que causan estas enfermedades y la gran importancia de las

herramientas moleculares (Simbana et al., 2015).

Finalmente, es importante recalcar que este estudio cumplié con caracterizacion de las
plagas y enfermedades que perjudican al cultivo de cacao con el uso de herramientas
moleculares. Esta caracterizacion permitira que tomadores de decisiones (ejem., lideres
de productores de cacao) e investigadores puedan planificar y desarrollar mecanismos de
control sustentable (ejem., control biolégico) y otras investigaciones para evitar que los

agricultores vean perjudicados sus cultivos de cacao por estos organismos.

V. CONCLUSIONES

e Por mucho tiempo los analisis morfologicos han sido las técnicas de identificacion
tradicional tanto de plagas como de enfermedades que atacan los cultivos del
cacao. A pesar de su relativa utilidad, es fundamental el uso de herramientas
moleculares para eliminar las imprecisiones de estas técnicas tradicionales en la

caracterizacion de la diversidad.

o Siete plagas de cultivos de cacao identificadas en este estudio con el uso de
herramientas moleculares han sido reportadas ampliamente en otros paises

productores de cacao (Aphis fabae, Atta cephalotes, Carmenta foraseminis, Halys
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VI.

sp., Nasutitermes sp., Planococcus citri, Xanthochilus sp.) Sin embargo, dos
plagas adicionales conformadas por Edessa meditabunda y Lepturges sp. fueron
reportados por primera vez en cultivos de cacao en las regiones de Amazonas y

San Martin.

Las dos enfermedades de mayor incidencia fueron las generadas por las especies
de los géneros Lasiodiplodia y Fusarium. La sintomatologia de estas
enfermedades presenta una elevada similitud con las enfermedades generadas
por Moniliophthora roreri y Phytophthora roreri, respectivamente. Esto
sugeriria que las grandes pérdidas generadas por estas enfermedades se deben a
hongos nunca antes tomados en consideracion. Por otro lado, otras enfermedades
con mucha menor incidencia se debieron a las especies de los géneros Daldinia,
Diaporthe, Epicoccum, Nectria, Neocosmospora, Neodeightoria y Stegonsporium
que generalmente causan pudricion o antracnosis, incluso hinchamiento en

diferentes partes de la planta de cacao.

A pesar de la gran precision de las herramientas moleculares en el proceso de
caracterizacion de plagas y enfermedades asociados a los cultivos de cacao existen
algunas dificultades para la amplificacion de ciertos marcadores, tales como la
presencia de ciertos inhibidores de las reacciones debido a compuestos activos
generados por hongos o la abundancia de queratina de las plagas, o quiza por la

falta de especificidad de los primers que limitan la generacién del amplicon.

Por mucho tiempo la morfologia ha sido la metodologia para identificar las plagas
que atacan al cacao y aunque ha sido de mucha utilidad, la herramienta molecular
ha tomado relevancia por lo que este estudio fusioné ambos aspectos para lograr

la correcta identificacion.

RECOMENDACIONES

Los resultados de esta investigacion se deben tomar en consideracion para
acciones de control de plagas y enfermedades asociados a los cultivos de cacao
puesto que el uso de herramientas moleculares en la caracterizacion de esta
diversidad elimina imprecisiones presentes por técnicas tradicionales como los

analisis morfoldgicos.
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Se sugiere proponer mecanismos de control de plagas y enfermedades teniendo
en consideracion los barcodes generados por los analisis moleculares de este
estudio para maximizar los recursos y afrontar correctamente las pérdidas

generadas en los cultivos de cacao.

Se recomienda el uso de marcadores moleculares alternativos de origen nuclear,
primers mas especificos y protocolos de amplificacion selectivos para la
caracterizacion molecular de los organismos que no pudieron ser amplificados en

el presente estudio.

Se recomienda ampliar los tiempos de colecta de plagas y enfermedades asociadas
a los cultivos de cacao para poder tener informacion mas detallada de la fenologia
de cada uno de los organismos evaluados para la prevalencia durante los ciclos de
produccion de cacao.
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