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[Moniliophthora roreri (Cif y Par.) Evans et al.] DEL CACAO (Theobroma cacao) EN
TABASCO, MEXICO

Magdiel Torres de la Cruz, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2010

RESUMEN

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los principales recursos agricolas de Tabasco,
México. En abril del 2005, se reportdé la moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao en
Tabasco; para 2007, la enfermedad habia invadido todas las regiones productoras del estado,
convirtiéndose en la principal limitante parasitica. En la presente investigacion se estudio el
progreso temporal de la moniliasis en Tabasco, se evalud al azoxystrobin como agente
curativo de M. roreri, y evalué un programa de manejo integrado. El progreso temporal se
obtuvo por estimacion del porcentaje de frutos enfermos en tres ritmos productivos en el ciclo
de produccion 2008-09. M. roreri se identifico morfoldgica y molecularmente (numero de
acceso GenBank: GU108605). El azoxystrobin fue evaluado in vitro sobre el desarrollo
micelial y germinacién de conidios, asi como in vivo sobre frutos juveniles (< 7 cm de
longitud), con infeccién natural. Se comparé un Manejo Tradicional (MT) con un Manejo
Integrado del Cultivo (MIC) en dos sistemas de sombra (50 y 70 %). Tres epidemias anuales
resultaron con pérdidas de produccion superiores al 70 %. Las epidemias se asociaron con
temperaturas de 20-26.9 °C (r=0.76) y humedad relativa mayor a 90 % (r=0.76), 49 dias antes
de la aparicion de los sintomas. La enfermedad se relacion6 con la densidad de esporas
(esporas/ semana/ mes) de M. roreri en el aire 38 dias antes de la muerte del fruto(r=0.74). La
densidad de conidios en el aire se asocio positivamente con temperatura > 35°C (r=0.78) y
humedad relativa menor al 60 % (r=0.76). Los conidios en el aire se capturaron durante todo
el afio, sin embargo, la mayor densidad se presentd en la época seca (abril-mayo). El
azoxystrobin, in vitro inhibio el 100 % de la germinacién de conidios a 450 ppm y el 96 % del
crecimiento micelial a 1250 ppm. La concentracion efectiva 95 (CEgs) para la germinacién
conidial y el crecimiento micelial fue de 138 y 1203 ppm, respectivamente. A 1250 ppm
obtuvo, in vivo, una efectividad terapéutica de 55 %. Este es el primer reporte de la accion



curativa de un fungicida sobre M. roreri. El tratamiento MIC con 50 % de sombra mostr6é una
efectividad de proteccion del 90 %. Los resultados muestran la conveniencia del manejo
independiente de las epidemias y la ventaja de la aplicacion de las mediadas de control
integrado evaluadas.

Palabras claves: Epidemiologia, frosty pod rot, manejo integrado, control quimico, efecto
curativo.



TEMPORAL PROGRESS AND INTEGRATED MANAGEMENT OF FROSTY POD
ROT [Moniliophthora roreri (Cif y Par.) Evans et al.] OF COCOA (Theobroma cacao) IN
TABASCO, MEXICO

Magdiel Torres de la Cruz, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2010

ABSTRACT

Cocoa (Theobroma cacao) is one of the principal agricultural resources of Tabasco, Mexico.
Frosty pod rot (Moniliophthora roreri) was reported for the first time in Tabasco in April of
2005; by 2007, this disease had invaded all of the cocoa producing zones of the state,
becoming its principal parasitic limitation. The temporal progress of frosty pod rot in Tabasco,
the evaluation of azoxystrobin as a curative fungicide, and an integrated management program
were studied. The temporal progress was obtained through the estimation of the percentage of
diseased fruits in three fruit flushes in the production cycle of 2008-09. Moniliophthora roreri
was morphological and molecularly confirmed (GenBank accession number: GU108605).
Azoxystrobin was evaluated in vitro on spore germination and on mycelial development of the
fungus; its curative effect was evaluated in vivo on fruits naturally infected up to seven cm
long. A regional management was compared to an Integrated Crop Management (ICM) in two
systems of shade (50 and 70%). Three annual epidemics occurred with production losses over
70%. The epidemics were associated with temperatures of 20-26.9 °C (r=0.76) and relative
humidity higher than 90% (r=0.76), 49 days prior to the appearance of the symptoms. The
disease was related with air-spore (spore/week/month) of M. roreri 38 days prior to the pod
death (r=0.74). Density of spores in the air was associated with temperature > 35°C (r=0.78)
and relative humidity lower than 60% (r=0.76). Spores were captured throughout all the year;
nevertheless, higher density occurred in the dry season (april-may). Azoxystrobin 450 ppm in
vitro inhibited conidial germination 100%, and at 1250 ppm inhibited 96 % of micelial
growth. The effective concentration 95 (ECgs) for germination and micelial growth was 138
and 1203 ppm, respectively. Azoxystrobin to 1250 ppm had a therapeutic effectiveness in vivo
of 55 %. This is the first report of the curative action of a fungicide on M. roreri. The ICM

treatment with 50% shade showed a protection effectiveness of 90 %. The results showed the



convenience of independent management of the epidemics and the advantage of the integrated

control measures.

Key words: Epidemiology, moniliasis, integrated crop management, chemical control,
curative effect.
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CAPITULOI.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un &rbol nativo de la selva tropical humeda
americana, particularmente de la cuenca amazonica (Whitlock et al., 2001) region considerada
como su centro de origen (Cuatrecasas, 1964), y ha sido un importante componente de la
cultura y comercio en Mesoamérica desde tiempos precolombinos (Phillips-Mora et al.,
2007). El primer cultivo del cacao tomo lugar en el norte de Centroamérica y las tierras bajas
de México hace 2,000 afios (Cheesman, 1944). Actualmente el cacao es cultivado en
7,983,625 ha de tierras tropicales en el mundo (FAO, 2009) y es a menudo cultivado como un
componente de agroecosistemas complejos que provee beneficios econémicos y ecoldgicos
tanto a los campesinos como a los paises donde se produce (Wood y Lass, 1985).

En muchos paises de América la produccion de cacao es limitada por tres principales
enfermedades fungosas: Mazorca negra (Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. y/o P. capsici
Leonian); Escoba de bruja [Moniliophthora (=Crinepellis) perniciosa (Stahel) Aime &
Phillips-Mora]; y la Moniliasis del cacao (MC) [Moniliophthora roreri (Cif. y Par.) Evans et
al.] (Leach et al., 2002). La MC ha sido reportada como dos veces mas destructiva que
mazorca negra y mas dafiina y de dificil control que la escoba de bruja (Aranzazu, 2000). Las
pérdidas que causa varian desde 10 hasta 100% (Rorer, 1926; Katip, 1994), lo que en algunos
paises ha conducido al abandono total de las plantaciones (Krauss y Soberanis, 2001;
Enriquez et al., 1982).

En México, la produccion de cacao se concentra en cuatro estados: Tabasco (70%), Chiapas
(29%), Oaxaca y Guerrero (1.0%). En Tabasco, el cacao constituye uno de los principales
recursos agricolas. Se cultiva en 41,086 ha distribuidas en diez municipios y 29,505 familias
dependen economicamente de este cultivo (OEIDRUS, 2009). La enfermedad méas importante
del cacao hasta el afio 2005 era la mancha negra causada por P. capsici (Ortiz, 1996). Sin
embargo, en abril del 2005, cuando se registré por primera vez la MC y en dos afios invadio
todas las regiones productoras de cacao de Tabasco (CESVETAB-SAGARPA, 2007), M.

roreri se convirtié en su principal limitante parasitica.



En base a la importancia del cultivo del cacao en Tabasco y de la importancia de la moniliasis
como principal limitante fitosanitaria, fue necesario disefiar estrategias de manejo de la
enfermedad aplicables a las zonas cacaoteras de la entidad, por lo que en la presente

investigacion de plantearon los siguientes objetivos e hipotesis:

Objetivos

1. Conocer la epidemiologia de la moniliasis del cacao en Tabasco.

2. Evaluar al azoxystrobin como agente curativo en mazorcas de cacao infectadas por

Moniliophthora roreri, en etapas tempranas de desarrollo.

3. Reducir la intensidad de la enfermedad a un nivel de bajo impacto ambiental y
socioeconémico mediante el disefio y aplicacion de un programa de manejo integrado

del cultivo.

Hipotesis

1. El parasitismo de M. roreri, depende de las condiciones microambientales de la
plantacion comercial, particularmente de la alta humedad relativa. Adicionalmente, la

fenologia de los estados reproductivos condicionan la eficiencia infectiva del indculo.

2. El azoxystrobin por su modo de accién translaminar y terapéutica puede eliminar
infecciones de M. roreri y limitar nuevas infecciones por periodos de 25 dias

posteriores a su aplicacion en frutos juveniles muy susceptibles.

3. La integracion de una estrategia basada en el principio de Menejo Integrado del
Cultivo (erradicacién y métodos de control cultural, quimico y fisico) promovera una
mejor sanidad de la plantacion superior al 50% en comparacién con el manejo

convencional promedio.



CAPITULO II.

REVISION DE LITERATURA
El cacao, origen e importancia

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol tropical de la familia Sterculiaceae que forma
parte de los recursos floristicos la cuenca amazénica (Whitlock et al., 2001), de las regiones
donde confluyen los rios Orinoco y Amazonas en la vertiente atlantica de los Andes (Rangel,
1982). Hay una distincion geogréfica entre el centro de origen o diversidad del cacao y el area
de su primer domesticacion en Mesoamérica, donde este puede haber sido cultivado por
milenios (Schultes, 1984). Su historia se remonta a los tiempos anteriores al descubrimiento
de América, en donde ya era cultivado por los Mayas en lo que hoy comprende el Sur de
México y Centroamérica, donde tanto los mayas como aztecas lo utilizaron como alimento y
moneda (Wood, 1975). Estas plantaciones se extendieron de México a Costa Rica, y con el
tiempo, el cultivo se dispersé a otras localidades en Suramérica y el Caribe (Wood y Lass,
1985). El cacao se cultivd exclusivamente en el continente americano hasta 1890, cuando
comenz6 a plantarse en Africa (Ogata, 2007). En la actualidad, los paises africanos obtienen

los mayores volumenes de produccién de grano (Cueto et al., 2007).

En Mesoamérica, region inicialmente libre de enemigos naturales, el cacao prosperd y formo
la base de la industria moderna del chocolate (Evans, 2002). Actualmente el cacao es un
producto altamente apreciado, y el chocolate es probablemente el méas accesible de todos los
lujos palatables del hombre. Ademas, cuando se cultiva de manera tradicional, el cacao ofrece
beneficios sostenibles no solo a los campesinos sino también al ambiente (Evans, 2002). No
obstante, esta sustentabilidad estd bajo amenazas crecientes por enfermedades que han
coevolucionado con el cultivo. Algunas de ellas constituidas por enfermedades de nuevo
encuentro, las cuales ahora constituyen la mas seria restriccion para la produccion del cacao
(Gotsch, 1997).



Segun datos estadisticos de la FAO (2009) en 2008 se cosecharon 7,983,625 ha de cacao en el
mundo, con una produccion de 4,238,886 t. Costa de Marfil es el principal productor, con una
produccion total de 1,370,000 t en una superficie de 1,800,000 ha y un rendimiento de 761 kg
ha. En América, el principal productor es Brasil con una produccion de 208,386 t en una
superficie de 655,585 ha y un rendimiento de 318 kg ha™. México ocupa el decimocuarto
lugar a nivel mundial con una produccion de 27,548 t en una superficie de 61,037 ha, en las

que el rendimiento fue de 451 kg ha™*. (Figura 1).
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Figura 1. Produccién mundial del cacao en grano por pais, 2008.

Fuente: Elaboracion propia segln estadistica de la FAO (2009).



Clasificacion taxondmica del cacao

Inicialmente, Linneo en 1753, ubicé el género Theobroma en la familia Tiliaceae. Después
considerd que podria ser incluida en la familia Sterculiaceae, clasificacion aceptada hasta
nuestros dias. T. cacao es una de las 22 especies del género Theobroma (Hardy, 1960) y de

acuerdo con Font Quer (1977), la clasificacion taxonomica de T. cacao L. es la siguiente:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniida
Orden: Malvales
Suborden: Malvina
Familia: Sterculiaceae
Género: Theobroma

Especie: Theobroma cacao

Dos especies del género Theobroma se distribuyen naturalmente en México: T. cacao L.y T.
bicolor Humb. y Bonpl (Ogata, 2007). De T. cacao se han descrito dos subespecies: T. cacao
ssp. cacao la cual presenta frutos alargados con surcos pronunciados y granos blancos (cacao
criollo) y T. cacao ssp. sphaerocarpum la cual presenta frutos redondeados con surcos
escasamente evidentes y granos de color purpura (cacao forastero) (Cheesman, 1944); sin
embargo, la clasificacion cualitativa de T. cacao en dos subespecies no se apoya en bases

genéticas (Motamayor et al., 2002).



Morfologia del cacao

El habitat del cacao es el estrato bajo de las selvas tropicales, en donde existen temperaturas
de poca variabilidad, abundante precipitacion y baja intensidad luminica. Bajo esas
condiciones, el crecimiento de arbol es recto hasta los dos metros, posteriormente la yema
central deja de crecer y el arbol desarrolla tres a cinco ramas laterales; debajo de estas emite
un nuevo brote e inicia nuevamente un crecimiento recto para posteriormente volver a
ramificar a cierta altura. Si no se le poda, el cacao continda su crecimiento hasta alcanzar su

altura natural que es de 8 a 10 metros, cuando se cultiva con sombra (Wood, 1975).

El arbol posee raiz pivotante, su longitud y forma final depende principalmente de la textura 'y
el contenido nutrimental del suelo. Las raices secundarias se extienden horizontalmente y de

ellas se diversifican otras raices (Hardy, 1960).

Las hojas poseen dos estipulas tubuladas (el apice termina en punta), un peciolo pubescente
con un pulvinulo hinchado en la base y otro en la parte superior y en el limbo. El pulvinilo le
permite realizar movimientos cuando se expone a alta luminosidad o temperatura (Cueto et
al., 2007). La lamina es simple, lanceolada a oval, con margen entero, venacion pinnada y la
superficie en ambos lados de la hoja es glabra. La vena principal es prominente y el apice de
la hoja es agudo. El tamafio de la hoja varia con su posicion en el arbol (Hardy, 1960). Las
hojas de la parte media del arbol y las mas externas reciben mas luz, y generalmente son de
mayor tamano, pero, en lo general, pueden medir de 12 a 60 cm de longitud y de 4 a 20 cm de
ancho. Los brotes vegetativos emergen cuando se presentan las temperaturas mas altas (Cueto
et al., 2007).

La floracion se produce en la madera vieja de tallos y ramas principales (cauliflora). Las flores
son hermafroditas y originadas en una estructura denominada “cojinete”, la cual puede
contener flores numerosas en diferentes estados de desarrollo. Dado que las anteras se
encuentran ocultas bajo los pétalos y que la adhesividad del polen es fuerte, la polinizacién
por el viento es dificil. Se estima que el 95 % de la polinizacion es cruzada y principalmente
entomofila; por lo que el cacao es una especie altamente alogama (Cueto et al., 2007). En este



proceso, las hembras del género Forcipomyia (Diptera: Ceratopogonidae) son los agentes mas
importantes (Chapman y Soria, 1983). Sin embargo, se ha calculado que del total de flores,
aproximadamente el 5 % producen fruto (Ramirez, 1997) y las flores no polinizadas se
desprenden en 24 horas (Wood, 1975; Young, 1982).

T. cacao produce el fruto (mazorcas) en el tronco y los ramas. Hardy (1960) describe al fruto
como una baya sostenida por un pedunculo lefioso. La cascara o pericarpio esta formada por
tres capas: epidérmica externa (exocarpo), media (mesocarpo) e interna (endocarpo) (Cueto et
al., 2007). El exocarpo constituye un tejido epidérmico con o sin pigmentacion, de una sola
capa de células, de espesor muy variado que puede ser de 10 a 15 mm. La superficie de la
epidermis es alveolada en la que sobresalen numerosos estomas del tipo anomocitico (Fahan,
1978), sin células subsidiarias, inicamente células oclusivas arrifionadas (Flores-Mora, 1989).
Posee ademas, tricomas glandulares con terminales en forma redondeada los cuales se
distribuyen sobre la superficie del fruto (Flores-Mora, 1989). Los estomas y tricomas se
definen desde el inicio del desarrollo del fruto y disminuyen en densidad a medida que alcanza
su madurez (Franco, 1958; Bastidas, 1953). ElI mesocarpo esta formado de capas de células
parenquimaticas, fibras semilefiosas, y numerosas cavidades circulares o subcirculares, vy el

endocarpio que consta de esclereidas y fibras, es carnoso y suave (Cueto et al., 2007).

El fruto del cacao posee cinco carpelos que usualmente tienen 30 a 40 semillas, y a veces
hasta 50, cubiertas con un material mucilaginoso azucarado derivado del integumento externo
del ovario y placentas (Flores-Mora, 1989). Las paredes carpelares del ovario que permanecen
en los frutos son largas y carnosas y consisten en células parenquimatosas de paredes delgadas
y haces vasculares en las que también existen cavidades pero en menor cantidad y mas
pequefias que las del mesocarpo (Flores-Mora, 1989). Las semillas se desarrollan dentro de las
mazorcas y son extraidas en etapas de madurez (Gray, 2000) la cual varian segln genotipo y
ambiente (Cueto et al., 2007). La germinacion es epigea y ocurre rapidamente cuando la
semilla ha perdido el mucilago que la cubre. La germinacion puede durar de tres a siete dias

después de la siembra o de la separacién de la mazorca (Cueto et al., 2007).



Cultivo del cacao en Tabasco

En México, la produccion de cacao se encuentra concentrada en cuatro estados: Tabasco
(70%), Chiapas (29%), Oaxaca y Guerrero (1.0%). En Tabasco, el cacao es uno de los
principales recursos agricolas. Se cultiva en 41,086 ha distribuidas en diez municipios (Figura

2y 3) y 29,505 familias dependen econdmicamente de este cultivo (OEIDRUS, 2009).

Figura 2. Ubicacién del estado de Tabasco en la RepUblica Mexicana (recuadro superior) y

distribucion de las plantaciones de cacao en Tabasco, México. Fuente: OEIDRUS, 2009.



El cacao en Tabasco es catalogado como un cultivo tradicional, de subsistencia familiar y
altamente diversificado (Scherr, 1983). A lo largo de su historia en la entidad, en donde
diversos factores han propiciado su crisis, el cultivo del cacao ha permanecido como una
opcion econdémica regional y ha mantenido su importancia aun cuando se han introducido
otros cultivos rentables (cafia de azucar, platano); y actividades econémicas sustantivas como

la ganaderia y explotacion petrolera (Scherr, 1983; Ramirez, 1997).
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Figura 3. Produccidn de cacao en grano por municipio en Tabasco, México, 2008.
Fuente: Elaboracion propia segln estadistica de OIEDRUS (2009).



Limitantes fitosanitarias del cacao

Fulton (1989) sefial6 que el cacao es un ecosistema altamente favorable para el desarrollo de
las enfermedades fungosas. Asi, a nivel mundial, las enfermedades son consideradas entre los
factores limitantes mas importantes de la produccion del cacao. La enfermedad con mayor
distribucion es la mancha negra (Phytophthora spp.) la cual se encuentra en todos los paises
productores (Gregory, 1974; Ortiz, 1996). Otra enfermedad restrictiva es la escoba de bruja,
causada por (M. perniciosa (Aime y Phillips-Mora, 2005), la cual se considera una de las
enfermedades méas destructivas del cacao, causando pérdidas que varian del 50 al 80% de la
produccién potencial en Sudamérica (Rugard et al., 1993). La moniliasis del cacao, causada
por M. roreri es otra de las enfermedades importantes del cacao (Phillips-Mora, 2004). Mal
del machete o marchitez es causada por Ceratocystis fimbriata, la cual puede ser transmitida
por insectos, pero la transmision mecanica es mas importante (Thurston, 1998). El
hinchamiento de brotes es la enfermedad viral mas destructiva del cacao (Brunt y Kenten,
1971), causada por un complejo de virus agrupados bajo el nombre de Cacao swollen shoot
virus (CSSV); fue reportada por primera vez en Ghana en 1936 y actualmente se encuentra en
otros cuatro paises del este de Africa (Thurston, 1998). EI CSSV no se encuentra en América,

lugar de origen del cacao.

De las enfermedades anteriormente mencionadas, aquellas causadas por P. palmivora (Butl.)
Butl. y/o P. capcisi Leonina (mazorca negra), M. perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora
(escoba de bruja) y M. roreri (Cif. y Par.) Evans et al. (moniliasis) son los factores mas

importantes que limitan la produccion de cacao en América (Leach et al., 2002).
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La moniliasis del cacao, origen y distribucién

Ecuador fue considerado inicialmente como el probable centro de origen de la moniliasis del
cacao (MC). Sin embargo, Phillips-Mora (2003), mediante estudios de genética poblacional y
el uso de marcadores moleculares, demostré que la regién geografica del noroeste de
Colombia contiene la mayor diversidad genética que supera a la encontrada en Ecuador, por lo
que ubica a esta area como el centro de origen més probable.

La distribucién de M. roreri estd actualmente restringida a Ameérica (Phillips-Mora et al.,
2007) donde este ha sido sucesivamente reportado en 11 paises sobre un periodo de casi 200
afios, comenzando en Colombia en 1817 (Phillips-Mora, 2003), Ecuador en 1917 (Rorer,
1918), Venezuela en 1941 (Muller, 1941) y Pert en 1950 (McLaughlin, 1950). La aparicion
de M. roreri en Panama en 1956 (Orellana, 1956) marcé una significante expansion del rango
del hongo y este ha sido dispersado a través de Mesoamérica. Durante los Gltimos 50 afios M.
roreri de dispersd mas de 2500 km abarcando seis paises: Costa Rica en 1978 (Enriquez y
Suérez, 1978), Nicaragua en 1980 (Lopez y Enriquez, 1980), Honduras en 1997 (Porras y
Enriquez, 1998), Guatemala en el 2002 (Phillips-Mora y Wikilson, 2007) Belice en el 2004
(Phillips-Mora et al., 2006b) y México en el 2005 (Phillips-Mora et al., 2006a), alcanzando
asi el limite norte del cultivo del cacao en el continente americano (Figura 4). Es de notar que
en México la dispersion se dio en un salto de aproximadamente 400 km aproximados, a la
posicién mas al norte que se conoce. Posteriormente regresa al sur de Chiapas (Tapachula),
cercano a la frontera sur-oeste de Guatemala. La forma en que se dispersé la MC hacia
Meéxico, y al interior del territorio mexicano, sustenta la teoria de que este evento fue mediado

por el hombre.
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Figura 4. Probable diseminacion cronoldgica de la moniliasis del cacao en América

(indicada por la linea remarcada). Linea roja = Diseminacién inicial.

Importancia econdmica de Moniliophthora roreri

La MC, llamada también “helada”, “pudricién acuosa

Quevedo” causada por M. roreri, es una de las enfermedades mas destructivas del cacao
(Phillips-Mora, 2003). Ha sido reportada como dos veces mas destructiva que causada por
Phytophthora spp. (Desrosiers y Diaz, 1957) y mas dafiina y dificil de controlar que la
enfermedad escoba de bruja (M. perniciosa) (Aranzazu, 2000), debido a que el primer sintoma

de infeccién es a menudo la ocurrencia de lesiones con

facilita su dispersion (Maddison et al., 1995).
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Las pérdidas son altamente variables, desde un 10 a un 100% (Rorer, 1926; Katip, 1994), y
dependen de factores como el tiempo de que la enfermedad esté presente en el sitio; edad de la
plantacion, manejo del cultivo y de la enfermedad; presencia de plantaciones colindantes
afectadas y condiciones ambientales (Phillips-Mora y Wilkinson, 2007). Pérdidas mayores al
30% y al 90% se han reportado bajo condiciones favorables, 1o que en algunos paises ha
conducido al total abandono de las plantaciones (Krauss y Soberanis, 2001; Enriquez et al.,
1982).

En un contexto mundial, las pérdidas causadas por M. roreri son proporcionalmente pequefias
comparadas con los dafios globales de Phytophthora spp. (con mayor distribucién regional);
sin embargo, la diseminacion de la moniliasis a otras latitudes podria tener efectos superiores

para la actividad cacaotera mundial (Phillips-Mora, 2004).

Taxonomia de M. roreri

El agente causal de la MC fue originalmente descrito por Ciferri y Parodi (1933), en la
siguiente clasificacién: clase: Deuteromycetes, orden: Hyphales, género: Monilia y especie:
M. roreri. Sin embargo, Evans et al. (1978) observaron caracteristicas tipicas de
Basidiomycetes, por lo que propusieron su agrupacion dentro de esta clase y crearon un nuevo
nombre para denominar la especie: Moniliophthora roreri. Phillips-Mora (2003), mediante
técnicas moleculares confirmé que el hongo es un Basidiomycete perteneciente al orden
Agaricales. Posteriormente, Aime y Phillips-Mora (2005) confirmaron la ubicacion de M.
roreri dentro de la familia Tricholomataceae. De acuerdo con Evans et al. (1978) y Aime y

Phillips-Mora (2005), la clasificacion taxonomica de M. roreri es la siguiente:

Clase: Basidiomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Tricholomataceae
Género: Moniliophthora

Especie: Moniliophthora roreri
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Morfologia basica de M. roreri

Moniliophthora roreri posee micelio septado con doliporos tipicos (Figura 5). Las esporas se
producen en cadenas con maduracion basipétala (Evans, 1981) y se desprenden facilmente del
micelio; su pared es gruesa y son amarilla-palido o café cuando forman masas de esporas. Las
esporas principalmente globosas y elipsoides, las cuales se presentan en una proporcion
aproximada al 60% y 30% con un didmetro promedio de 9 um y de 8.6 x 11.8 um,

respectivamente (Phillips-Mora, 2003).

Figura 5. Estructuras morfolégicas de Moniliophthora roreri
mostrando micelio septado y esporas con pared gruesa (Evans, 1981).
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Ciclo de vida de M. roreri

De acuerdo con Evans et al. (1978), M. roreri representd el estado mitético (anamorfo) de un
basidiomycete desconocido. Posteriorente, Evans (1981) especul6 que el teleomorfo podria
ser una especie de Crinepellis, dado el inusual ciclo vital pleomorfico, hemibiotrofico que
presenta M. roreri, el cual también es observado en otro de los patdgenos importantes del

cacao: C. perniciosa.

Evans, et al., (2002) encontraron evidencias de que la meiosis ocurre dentro de las esporas, un
fendmeno que tiene coherencia con el contenido nuclear variable de las mismas; por lo que
proponen que la fase reproductiva observada en M. roreri es sexual, y que este patdgeno
corresponde a un teleomorfo modificado. De acuerdo con estos autores, durante la
esporogénesis y germinacion ocurre la meiosis, la cual da lugar a la formacién de hifas
infectivas monocarioticas. La fase parasitica haploide se da sélo en el tejido vivo (biotrofico),
en la que el hongo crece y se alimenta intercelularmente sin activar los mecanismos de
defensa del hospedero. Una sefial no identificada (asociada con la edad del fruto) estimula la
transicion a la fase diploide necrotréfica, la cual induce los sintomas caracteristicos de la
moniliaisis (Figura 6 y 7). De acuerdo con Griffith, et al. (2003), lo anterior parece indicar que
un antepasado de M. roreri perdio la capacidad de formar basidiocarpos pero no la capacidad

de experimentar divisién nuclear meiotica.

Hospederos de M. roreri

Moniliophthora roreri ataca a especies de los géneros Theobroma y Herrania (Whitlock y
Baum, 1999), ambos de la familia Sterculiaceae; donde T. cacao es la mas extensiva por su
relevancia comercial (Phillips-Mora, 2003). Segun Wood y Lass (1985) otras especies
importantes son T. bicolor y T. grandiflorum. M. roreri ha sido registrado también en T. gileri
Cuatr.; T. mammosum Cuatr. y Leon; T. agustifolium Mocino y Sessé; T. simearum Donn.
Smith; T. silvestre Mart. y T. speciosum (Baker et al., 1954; Evans, 1981; Enriquez, 1981). En
especies del genero Herrania se han registrado a H. balaensis; H. nitida (Poepp.) Schultes; H.

albiflora; H. purpureay H. pulcherrima (Rorer, 1918; Evans, 1981).
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Figura 6. Ciclo de vida de Moniliophthora roreri. De acuerdo con Evans, et al. (2002).

Sintomas de la enfermedad

M. roreri es un patdégeno hemibiotrofico Griffith et al. (2003), debido a que posee una etapa
biotréfica y una necrotroéfica (Figura 6). Sélo ataca frutos en cualquier estado de desarrollo
provocando sintomas externos e internos (Evans., 1981; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007)
(Figura 7). La infeccion ocurre generalmente en etapas juveniles y se desarrolla internamente
mientras el fruto crece (Suarez, 1971). Sin embargo algunos frutos pueden estar infectados sin
mostrar sintomas externos. Los sintomas varian con la edad del fruto al momento de la
infeccion; asi, los fruto son mas susceptibles a la infeccion cuando son jovenes y son mas

tolerantes conforme maduran (Ampuero, 1976).
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Sintomas externos. En frutos menores de 20 dias de edad se produce un marchitamiento
similar al provocado por “Cherelle wilt” o al ocasionado por otras enfermedades (Phillips-
Mora, 2004). En frutos de mayor edad, pero menores de dos meses, ocurren deformaciones a
manera de jiba o jorobas (Figura 7A). Es frecuente que algunos frutos enfermos presenten
madurez prematura (Phillips-Mora, 2003) (Figura 7E). Otros sintomas son la aparicion de
pequefias areas aceitosas (Figura 7D), usualmente dificil de ser detectadas hasta que
incrementan en tamafio para formar una mancha de color marrén oscuro de borde irregular
también Ilamada mancha chocolate (Phillips-Mora, 2004) (Figura 7F), que puede dafar a todo
el fruto (Figura 7B); el cual, cuatro a ocho dias después, se cubre con un micelio blanco
(Figura 7C) y abundante esporulacién del patdgeno tornandose de color oscuro debido a la
maduracion de esporas (Figura 7G). La densidad de conidios que se produce puede ser de
hasta 44 millones de conidios cm™. Los frutos infectados después de los tres meses de edad
pueden, en algunos casos, no mostrar sintomas externos antes de ser cosechados; sin embargo
en su interior pueden mostrar necrosis que afecta a algunas o todas las semillas. En otros casos
se observan puntos necréticos marrén oscuro y manchas oscuras limitadas, ligeramente
hundidas, con frecuencia rodeadas de halos de maduracion prematura (color amarillo)
(Phillips-Mora, 2004). En semanas subsecuentes a la esporulacién, el fruto pierde agua y

progresivamente se momifica (Suarez, 1971) (Figura 7H).

Sintomas internos. Frutos juveniles infectados en etapa de chilillo (7 a 10 cm de longitud)
muestran fallas en el nimero y desarrollo de los granos (Evans, 1981). Los frutos infectados
después de los tres meses de edad pueden mostrar necrosis de color marrén rojizo que afecta a
algunas o todas las semillas (Figura 71). En infecciones avanzadas, los carpelos, la pulpa y
granos se vuelven una masa compacta rodeada por una sustancia acuosa como resultado de la
maceracion (Rorer, 1981) (Figura 7J). Los frutos enfermos pesan mas que los frutos sanos,
aun cuando tengan tamafio similar (Evans, 1918). En frutos infectados de cuatro meses de
edad, la infeccidn puede limitarse al mesocarpo sin afectar las semillas, o bien, solo alcanzar

algunos granos (Desroiser y Suarez, 1974; Phillips-Mora, 2004)
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Figura 7. Sintomas y signos causados por Moniliophthora roreri en frutos de cacao (Theobroma cacao): A.
Chilillo deforme; B. Fruto cubierto por mancha chocolate; C. Fruto completamente colonizado; D. Pequefias
areas aceitosas sobre la superficie del fruto; E. Madurez prematura; F. Mancha chocolate de borde irregular

con micelio; G. Esporas en fruto infectado; H. Fruto momificado; | y J. Sintomas internos.
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Condiciones favorables

Moniliophthora roreri prospera de 0 a 1520 msnm, con precipitacion anual de 780 a 5,500
mm y temperatura promedio anual de 18.6 a 28 °C (Phillips-Mora, 2003). EIl alto nivel de
adaptacion (aptitud epidémica) a diferentes ambientes y gran numero de esporas
generadas/ciclo hacen de M. roreri un patbgeno muy severo y un excelente invasor de nuevas

regiones geograficas (Evans, 2002; Phillips-Mora, 2003).

Fuente de indculo y mecanismos de dispersion

M. roreri sobrevive en frutos infectados momificados que permanecen en el arbol de cacao
después de la cosecha, los que aportan niveles elevados de indculo durante todo el periodo de
fructificacion (Phillips-Mora, 2003; Evans, 1981). Las esporas son los Unicos propagulos
infectivos de M. roreri, y son diseminadas principalmente por el viento. Se desprenden una
vez que estan secas mediante cualquier estimulo fisico (como corrientes de aire y vibraciones
del arbol durante la cosecha o la poda, etc.) (Evans, 1981), se impactan sobre el dosel de los
arboles, tronco, cojinetes florales, y se desplazan por distancias considerables mientras no
existan importantes barreras naturales (Phillips-Mora, 2003).

La dispersion a larga distancia puede ocurrir también por actividades humanas (Evans, 1986)
al transportar frutos enfermos, varetas u otros materiales vegetativos infestados (Phillips-
Mora, 2003). Las esporas pueden adherirse facilmente a estos tejidos y permanecer viable por
varios meses. Porras y Enriquez (1998) sugieren que vientos fuertes como huracanes y
tornados pueden ser agentes importantes de diseminacion. Phillips-Mora (2003) mencioné que
diferentes especies de animales han jugado un importante papel en la dispersion de M. roreri.
En contraste, Wood y Lass (1985) mencionaron que el papel de los insectos en la dispersion
de M. roreri ha sido de importancia minima. Un impacto por una gota de lluvia es efectiva
para provocar la formacion de pequefias nubes de esporas (Evans, 1981); las cuales pueden ser
facilmente lavadas de frutos esporulados y redistribuidas en el dosel y particularmente el
tronco donde pueden entrar en contacto con frutos sanos e inducir nuevas infecciones (Ram,
1989).
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Procesos de preinfeccion e infeccidn

Los conidios se adhieren a la superficie de la epidermis del fruto, con mayor afinidad a la base
de los tricomas glandulares, lo cual puede ser favorecido por mayor acumulacion de agua en
la base de estas estructuras (Flores-Mora, 1989). Los conidios germinan directamente a través
del poro germinativo o de la pared emitiendo uno a dos tubos germinativos que se extienden
sobre la epidermis (Flores-Mora, 1989). A pesar de la alta densidad de estomas en los frutos
de cacao, no se observa penetracion a traves de estas estructuras, sin embargo, en la mayoria
de los casos se registra el crecimiento de tubos germinativos sobre alvéolos de la superficie
del fruto y aparentemente la penetracion ocurre directamente a través de la epidermis, lo cual
sugiere que la penetracion directa es la principal forma de ingreso del patégeno con una
tendencia de los tubos germinativos de dirigirse hacia la base de los tricomas glandulares
(Flores-Mora, 1989). Posteriormente a la penetracion, hifas gruesas y delgadas crecen
intercelularmente bajo de la epidermis (Suarez, 1971) y avanzan hasta la capa mas profunda
del tejido. Despues el hongo invade inter e intracelularmente tejidos subyacentes causando
necrosis (Flores-Mora, 1989), debido a la desintegracion del protoplasto celular (Roberts y
Boothroyd, 1972). Segin Amaya et al. (1976) el hongo puede invadir intracelularmente
tejidos del exocarpo y mesocarpo, Unicamente después que ha colonizado el endocarpo. El
periodo de incubacion desde la penetracion hasta la aparicion de los sintomas es de 40 a 60
dias y depende de la edad del fruto al momento de la infeccion y del cultivar (Desroiser y
Suéarez, 1974).

Control de la Moniliasis

Los medidas que se han aplicado para el control de M. roreri incluyen: control cultural,
biolégico, quimico y genético. EI manejo cultural ha incluido practicas como remocion
semanal de frutos enfermos (saneamiento) (Gonzalez et al., 1983; Soberanis et al., 1999;
Krauss et al., 2003), eliminacion total de frutos en época de baja produccion o al final de la
principal etapa de produccién (Purga) (Gonzalez et al., 1983; Bateman et al., 2005), poda,
eliminacién de renuevos, control de maleza, drenaje efectivo (Barros, 1966), cosecha oportuna

de frutos (Bateman et al., 2005) y poda de arboles de sombra (Galindo, 1984). La eliminacion
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de frutos infectados y esporulados pueden reducir o retardar la dispersion de esporas dentro
de la plantacion y también jugar un papel importante en la prevencion del establecimiento de
la enfermedad en nuevas areas (Antinez de Mayolo, 2003). Phillips-Mora (2004) y Galindo
(1987) propusieron de manera tedrica que para asegurar la efectividad de la poda sanitaria, se
debe complementar con otras practicas culturales como el combate de maleza, poda del arbol
de cacao, regulacion de la sombra, acondicionamiento de drenaje y cosecha oportuna de los

frutos; para modificar el microclima de la plantacion, y desfavorecer al patégeno.

Krauss y Soberanis (2001), han reportado el uso efectivo del control bioldgico mediante
mezclas de micoparasitos para el control de la MC con la combinacion de cinco aislamientos
de Clonastachis rosea con incremento en la produccion. Por su naturaleza, el control
biolégico no elimina, sino que reduce las poblaciones de patdgenos y como consecuencia,
reduce la incidencia de la enfermedad; por lo tanto, este tipo de control debe emplearse de

manera integrada con otros métodos de control.

En experimentos realizados en varios paises, se ha determinado que el combate quimico de la
MC es usualmente antieconomico y en muchos casos ineficaz (Desrosiers y Suarez, 1974;
Suérez, 1982; Gonzalez et al., 1983); sin embargo, esta apreciacion puede ser incorrecta
tomando en cuenta que algunos experimentos han sido realizado en sistemas con baja
productividad o cuando los precios del cacao son bajos. Por otro lado, la ineficiencia que se
confiere al control quimico puede deberse a la utilizacion de métodos de evaluacion
incorrectos, ya que debido al largo periodo de incubacién, se aplican productos quimicos de
contacto a frutos ya enfermos, lo que posiblemente propicia la falta de eficiencia del producto.
Los mejores resultados obtenidos en el control quimico de la MC, en condiciones de campo,
han sido a través de la aplicacion de clorothalonil (Daconil-500) (Gonzalez et al., 1983), 6xido
cuproso (Murillo y Gonzalez, 1984), hidréxido de cobre (Hidalgo et al., 2003) y el fungicida
sistémico flutolanil (Bateman et al., 2005).

De acuerdo con Phillips-Mora (2004), el combate de la MC mediante resistencia genética

resulta el método mas barato, sencillo, duradero y eficaz; lo cual coincide con Robinson
(2005). En este sentido, Phillips-Mora et al. (2005) han identificado una fuente destacada de
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resistencia en el clon ICS-95 con un significativo nivel de resistencia contra aislamientos de
M. roreri. En base a lo anterior, el uso de la resistencia genética contra M. roreri es factible.
Sin embargo, el progreso en la investigacion de resistencia no se ha visto reflejado en el
combate exitoso de la enfermedad, posiblemente debido a que esta estrategia de manejo

generalmente no integra simultaneamente otros métodos de control complementarios.

Aunque el uso de clones con resistencia genética representa una importante alternativa como
método de control de la MC, este tiende a reducir la diversidad genética; por lo que puede
afectar los sistemas tradicionales de produccion sostenibles, y hacer al cultivo mas vulnerable
a plagas, cambios ambientales, e incrementar la dependencia a los insumos externos
(Gliessman, 2002). Al respecto, las plantaciones tradicionales de cacao simulan en gran
medida las condiciones de un ecosistema natural (diversidad de especies de otros cultivos,
variacion genética intraespecifica en cacao, complejidad en estructura y poca dependencia de
insumos externos) y han sido consideradas como agroecosistemas sustentables (Evans, 2002;
Gliessman, 2002), por lo que plantaciones monoclonales pueden representar una amenaza para
aquellos paises o regiones donde el sistema de produccion cacao es sustentable. En este caso,
el establecimiento de plantaciones que incluyan diferentes clones comerciales puede disminuir

el riesgo de erosionar la diversidad genética.

Debido a que no se han hecho progresos notables en la utilizacion comercial de clones con
resistencia a la MC, y considerando el tiempo gue se llevarian los programas de reconversion
de plantaciones susceptibles a plantaciones resistentes o tolerantes, es necesario explorar
productos quimicos efectivos contra M. roreri, asi como la asociacion de estrategias de
manejo integrado de cultivo que permitan reducir, a corto plazo, la intensidad de epidemias de

la MC con bajo impacto ambiental y socioeconémico.

22



Ocurrencia de la moniliasis del cacao en México.

La MC se registr6 por primera vez en plantaciones localizadas en la rancheria Ignacio
Zaragoza, Municipio de Pichucalco, al norte de Chiapas en marzo del 2005 (Ortiz, 2005;
Phillips-Mora et al., 2006a). Los niveles altos de incidencia (>80%), la amplia y rapida
dispersion de la enfermedad en el area, y la frecuente presencia de frutos momificados,
indican que la MC arribé ahi al menos un afio antes de la deteccién (Ortiz, 2005). Segun
Phillips-Mora et al., (2007), la presencia de importantes barreras geogréaficas y la amplia
separacion entre esta area y las plantaciones afectadas en Guatemala, Honduras y Belice,
favorecen la hipétesis de que la dispersion fue mediada por el hombre. Dado que los perfiles
moleculares de aislamientos mexicanos resultaron 100% similares a los de Panama, Costa
Rica, Nicaragua, Honduras y Belice, es probable que esta dispersion ocurri6 a partir de una
fuente no identificada en América Central (Phillips-Mora et al., 2006a). Cuando la MC se
detecto inicialmente en México, se determind que al menos 1,000 ha ya estaban infectadas en
Pichucalco, Juarez, y Ostuacan en Chiapas, y Huimanguillo en Tabasco (limitrofe con
Chiapas) (Phillips-Mora et al., 2007).

Para contener la dispersion de la MC al estado de Tabasco, un corddn fitosanitario de cinco
km de amplitud se establecié en 2005 a lo largo de la frontera con el estado de Chiapas
(Figura 8). Esta area fue continuamente monitoreada por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal
de Tabasco (CESVETAB) para detectar tempranamente nuevas plantaciones afectadas y
aplicar practicas culturales para controlar la enfermedad y evitar la dispersion. Las medidas
adoptadas por el gobierno estatal fueron ineficientes, por lo que la MC continué su
comportamiento invasivo en Tabasco afectando 1,033 nuevas hectareas de mayo de 2005, a
abril de 2006 dentro de la zona del cordon fitosanitario (CESVETAB-SAGARPA, 2006). M.
roreri sobrepasé el cordon de seguridad detectandose en algunas fincas de los dos municipios
mas importantes productores de cacao: Comalcalco y Cardenas. En julio de 2006 solo Paraiso,
Nacajuca y Tacotalpa permanecian libres de la enfermedad en Tabasco. Para abril de 2007 la
MC se habia dispersado a todos las zonas productoras de cacao en Tabasco (Figura 8)
(CESVETAB-SAGARPA, 2007). Esta dispersion, a parte de otros factores, fue favorecida por
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no atender de manera estricta el factor humano en efi principio de exclusion, sefialado por

Phillips-Mora (2004) como la forma mas eficiente de dispersion de la MC.
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Figura 8. Avance de la moniliasis en Tabasco, México desde abril 2005 a abril 2007
7,/\( Foco inicial de la moniliasis del cacao en Chiapas.
Q@0 Focos detectados en Tabasco.
Cordon fitosanitario.
Fuente: CESVETAP/SEDAFOP/SAGARPA, 2007.

Estudio temporal de la enfermedad

Reynolds et al. (1988) mencionaron que para estudiar la incidencia o severidad de una
enfermedad es importante cuantificarla cronoldgicamente a través del tiempo; y de acuerdo
con Campbell y Madden (1990), los resultados se pueden graficar en una curva que muestre
su progreso con base en los principales estimadores de la curva o pardmetros epidemiologicos,
como son: cantidad inicial (Y,) y maxima (Ys) de la enfermedad, tasa de incremento de la

enfermedad (r), el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).
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Uno de los aspectos importantes en el analisis temporal de epidemias es la seleccion de un
modelo apropiado para describir el progreso de la enfermedad ya que los parametros
estimados por el modelo (ej. Monomolecular, Logistico, Weibull) forman la base para el
andlisis estadistico y la comparacion de curvas del progreso de la enfermedad. Para describir
el progreso temporal de epidemias se han utilizado modelos flexibles y no flexibles para
lograr una apreciacion visual de la curva del progreso de la enfermedad, observar los cambios
de la enfermedad por causa de algun factor bidtico o abiético asociado, comparar pardmetros
epidemioldgicos, y facilitar el manejo y prevencién de la enfermedad; con base en el progreso
que esta tiene a traves del tiempo (Campbell y Madden, 1990).

Los estudios temporales sobre la moniliasis del cacao se han enfocado en algunos paises a
generar estrategias de control basadas en comparaciones entre tratamientos experimentales,
con una sola variable dependiente como fungicidas y frecuencia de remocion de frutos. De
acuerdo con Campbell y Madden (1990), este tipo de anélisis ha sido el mas aplicado y
ampliamente utilizado ya que requiere poco esfuerzo en modelar el progreso de la enfermedad
o0 interpretar curvas del progreso de la enfermedad; sin embargo, el propoésito del analisis
temporal de epidemias determina la complejidad del andlisis. En los trabajos mas recientes de
control de la MC destacan pruebas aisladas de productos biolégicos en Panama (Krauss et al.,
2006); ensayos de productos quimicos Yy bioldgicos en Costa Rica (Bateman et al., 2005;
Hidalgo, et al., 2003); evaluacion de clones resistentes a M. roreri (Phillips-Mora et al.,
2005); pruebas de frecuencia de remocién de frutos enfermos, evaluacion de productos
quimicos y de resistencia en Per( (Rios-Ruiz, 2004); ensayos de frecuencias de eliminacién de
frutos enfermos y control biol6gico en Costa Rica (Krauss et al., 2003), evaluacion de control
quimico y cultural (Sanchez, et al., 2003), pruebas de control biologico y frecuencias de

remocion de frutos enfermos en Perd (Krauss y Soberanis, 2001; Soberanis et al., 1999).

Segun Campbell y Madden (1990), a un nivel de analisis mas complejo, cambios en factores
ambientales especificos, dentro de un patosistema, inducen cambios en la epidemia que son
reflejados por alteracién en la curva del progreso de la enfermedad. En este nivel de analisis,
en los modelos de progreso de la enfermedad las variaciones en las curvas son interpretadas

utilizando varios parametros descriptivos (r, ABCPE, Yj), lo cual permite mejorar la
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comprension y descripcion de epidemias. En base a lo anterior, la evaluacion de un manejo
integrado en el que se incluya modificaciones ambientales (ej. microclima, radiacién solar)

deberia ser evaluado a un nivel més complejo.

Manejo Integrado de Plagas

El Manejo de Integrado de Plagas (MIP) es un sistema de proteccion de cultivos orientado a
mantener las plagas en niveles que no causen dafio econémico mediante el uso preferencial de
factores naturales, o sus derivaciones, que resulten adversos a su desarrollo (Cisnero, 1995).
Téliz y Nava (2001) definen al MIP como un sistema interdisciplinario de decisiones apoyado
en el conocimiento de la biologia del cultivo, de las plagas y de su interaccion con el ambiente
para disminuir mediante diversas tacticas, el dafio socioeconémico y ambiental. La practica
del MIP se inici6 a fines de la década de 1950 como una reaccion a las deficiencias y
complicaciones que se detectaron en el uso de plaguicidas para la proteccion de los cultivos
(Cisnero, 1995) y como una necesidad de restaurar los desequilibrios causados a los
agroecosistemas por el monocultivo de variedades genéticamente uniformes, uso intensivo de

agroquimicos y la excesiva mecanizacion del suelo (Bauer, 1987).

El MIP se basa en los principios de exclusién, erradicacion, proteccién y genético. Estos
principios se aplican de forma combinada de diversos métodos de control como el cultural,
fisico, genético, biolégico y quimico, bajo un enfoque de manejo integrado del cultivo (Téliz y
Mora-Aguilera, 2007). Desde el punto de vista técnico se consideran cuatro aspectos
fundamentales en el MIP: a) su orientacion tiene bases ecoldgicas, b) en su implementacion se
utilizan dos o mas componentes de manejo (es multilateral), c) en la seleccién de los
componentes, se priorizan los factores de mortalidad natural sobre el uso de plaguicidas, y d)
son sistemas flexibles que cambian segin las circunstancias climaticas, bioldgicas o
econdmicas del cultivo (Cisnero, 1995). Entre los objetivos generales de un programa MIP se
considera la proteccion del ambiente, la sustentabilidad del sistema y la inocuidad en los
procesos de produccion y en los productos agricolas para evitar dafios a la salud humana
(Téliz y Mora-Aguilera, 2007).
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Pocos trabajos bajo el enfoque de MIP han sido realizados para la MC. La mayoria de las
medidas de control de M. roreri se han evaluado de manera aislada (Bateman et al., 2005;
Hidalgo et al., 2003; Krauss y Soberanis, 2001; Soberanis et al., 1999). Krauss et al. (2003)
presentaron un trabajo sobre MIP; sin embargo, las medidas evaluadas se aplicaron de manera
independiente. Ruiz-Rios (2004) presenté un estudio MIP con medidas independientes, con
excepcion de un tratamiento donde evalud resistencia de cultivares de cacao combinado con la
remocion de frutos enfermos. Lo anterior justifica la necesidad de evaluar un MIP integrando
medidas que operen en forma directa e indirecta sobre la efectividad de in6culo primario y

secundario, asi como en la sobrevivencia de M. roreri.
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CAPITULO IILI.

EVALUACION DEL AZOXYSTROBIN SOBRE EL HONGO Moniliophthora roreri,
CAUSA DE LA MONILIASIS DEL CACAOQ (Theobroma cacao)

RESUMEN

El Hongo Moniliophthora roreri, causante de la moniliasis, principal limitante parasitica de la
produccion de cacao en Tabasco, México, fue identificado morfologica y molecularmente
(numero de acceso GenBank: GU108605). El fungicida azoxystrobin in vitro, inhibi6 el 100
% de la germinacion de conidios a una concentracion de 450 ppm y el 96 % del crecimiento
micelial con una concentracion de 1250 ppm. La concentracion efectiva 95 (CEgs) para la
germinacién y el crecimiento micelial fue de 138 y 1203 ppm, respectivamente. Frutos
tratados en el campo con azoxystrobin a 1250 ppm resultaron con una mortalidad del 42 %
comparado con 94 % frutos sin tratamiento. La efectividad terapéutica del azoxystrobin fue
de 55% en frutos juveniles de hasta 7 cm de longitud, infectados naturalmente y con sintomas
de jiba o hinchamientos. El 94 % de los frutos sin tratar murieron por la MC, mientras que el
52 % de los frutos tratados, alcanzaron madurez aunque con desarreglo y disminucién en el
numero de granos. Este es el primer reporte de la accion curativa de un fungicida sobre M.
roreri y muestra que el azoxystrobin puede ser incorporado en programas de manejo integrado

de la enfermedad y del cultivo.

Palabras claves: Frosty pod rot, estrobirulinas, control quimico, efecto terapéutico.
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ABSTRACT

The fungus Moniliophthora roreri, causal agent of frosty pod rot (FP), the main limiting
disease of cocoa (Theobroma cacao) production in Tabasco, México, was morphologic and
molecularly identified (GenBank accession number: GU108605). The fungicide azoxystrobin
at 450 ppm in vitro inhibited 100 % of the conidial germination and 96 % of mycelium growth
at 1250 ppm. The effective concentration 95 (ECgs) for germination and micelial growth was
138 y 1203 ppm, respectively. Azoxystrobin at 1250 ppm, in vivo, reduced fruit rot to 42 %
compared with 94 % in untreated control untreated fruits. The therapeutic effectiveness of
azoxystrobin was 55 % in young fruits, up to 7 cm long, naturally infected and with symptoms
of swellings. Most of untreated fruits (94 %) died by FP, whereas 52 % of the treated fruits,
reached an irregular maturity with fewer seeds. This is the first report of the curative action of
a fungicide on M. roreri, and indicates the possible incorporation of azoxystronin in integrated

disease and crop management programs.

Key words: Moniliasis, strobirulins, chemical control, curative effect.
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INTRODUCCION

Moniliophthora roreri (Cif y Par.) Evans et al., es el agente causal de la moniliasis del cacao
(Theobroma cacao L.), se origind en el noreste de Colombia (Phillips-Mora y Wilkinson,
2007) y es una de las enfermedades mas destructivas en los principales paises americanos
productores de cacao. Esta enfermedad fue consignada por primera vez en Colombia en 1817
(Phillips-Mora, 2003); cien afios mas tarde se reporté en Ecuador en 1917 (Rorer, 1918), en
en Venezuela en 1941 (Muller, 1941), en Pert en 1950 (McLaughlin, 1950), y en Panama en
1956 (Orellana, 1956). Asi quedé la enfermedad aparentemente estacionada y hasta después
de 22 afios se consignd en Costa Rica (Enriquez y Suarez, 1978), Nicaragua en 1980 (L6pez y
Enriquez, 1980), Honduras en 1997 (Porras y Enriquez, 1998), Guatemala en 2002 (Phillips-
Mora y Wilkinson, 2007), Belice en el 2004 (Phillips-Mora et al., 2006b). A México entro la
enfermedad en el 2005 y recientemente en México (Phillips-Mora et al., 2006a; Phillips-Mora
y Wilkinson, 2007).

El patégeno fue originalmente descrito por Ciferri y Parodi (1933), y Ilamado como Monilia
roreri. Sin embargo, Evans et al. (1978) encontraron la presencia de septos tipo doliporo
(caracteristico de hongos basidiomycetes) e inconsistencia en el proceso de formacion de
conidios en relacion al género Monilia, lo que condujo a su reubicacion y renominacién como

Moniliophthora roreri.

Segun Evans (1981) y Phillips-Mora y Wilkinson (2007) M. roreri ataca frutos de cacao en
cualquier estado de desarrollo. Los sintomas varian con la edad del fruto al momento de la
infeccion y la velocidad de desarrollo depende de las condiciones ambientales y la
susceptibilidad de la variedad del cacao. Los sintomas externos en el fruto pueden incluir
deformacion externa o hinchamientos (jibas), lesiones acuosas, maduracion prematura y
manchas irregulares de color café oscuro (mancha chocolate). Los frutos infectados a edad
temprana (chilillos) generalmente mueren. En infecciones avanzadas, el tejido interno del
fruto se vuelve una masa compacta rodeada por una sustancia acuosa como resultado de la
maceracion, lo cual causa la pérdida total de las semillas. La mancha chocolate desarrolla a

los 4-5 dias una capa blanca de micelio la cual se torna oscura debido a la maduracion de
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esporas. Aproximadamente tres meses después, los frutos infectados se secan, momifican y
permanecen adheridos al arbol como principal fuente de inoculo durante largo tiempo. Las
esporas son producidas en gran abundancia sobre frutos enfermos (més de 7 billones por
fruto) y son ampliamente distribuidas después de ser liberadas. Las esporas emiten tubos
germinativos que se extienden sobre la epidermis y penetran por los estomas del fruto o de
manera directa en todos los estados de su desarrollo fenologico. Posteriormente, hifas gruesas
y delgadas crecen intercelularmente por debajo de la epidermis (Suérez, 1972). El periodo de
incubacidn, desde la penetracion hasta la aparicion de los sintomas, es de 40 a 60 dias y
depende de la edad del fruto al momento de la infeccion y del cultivar (Desroiser y Suarez,
1974).

Las practicas culturales han sido el método mas aplicado para el combate de la MC. EIl uso de
fungicidas ha sido una practica poco empleada, debido a los erraticos resultados que se han
obtenido (Evans, 1981) y al fluctuante precio del cacao que hacen incosteable la aplicacion;
sin embargo, la seleccion de fungicidas adecuados contra M. roreri podria dar resultados
favorables (Gonzélez et al., 1983; Murillo y Gonzélez, 1984).

En la busqueda de productos quimicos para combatir la MC, Gonzélez et al. (1983)
encontraron eficiencia parcial en el clorothalonil. Posteriormente Murillo y Gonzélez (1984) y
Ram (1989) obtuvieron resultado similar con el oxido cuproso; sin embargo, con este ultimo,
la incidencia de marchitez fisioldgica (Cherelle wilt) aumentd y el clorathalonil resultd
potencialmente toxico (en clase | o 1) a los operadores de acuerdo con la World Health
Organization (WHO)/EPA. De manera similar, Laker (1991) evalu6 el flutalonil para el
control de escoba de bruja del cacao (Moniliophthora perniciosa), patdgeno estrechamente
relacionado a M. roreri, con buenos resultados. Por otro lado, Hidalgo et al. (2003)
encontraron que el hidréxido de cobre redujo significativamente la incidencia de la MC.
Posteriormente, Bateman et al. (2005) encontraron mayor efectividad en el flutolanil que en el
hidroxido de cobre al inicio de la estacion productiva y mayor efectividad del hidroxido de
cobre al término de la estacién; por lo que sugirieron que el uso combinado de estos dos
agentes (iniciando con el fungicida sistémico y posteriormente con el protectante) podria

reducir significativamente las pérdidas de la produccién. Con estos antecedentes, en el
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presente estudio se selecciond al azoxystrobin (sistémico) y al hidroxido de cobre

(protectante) como agentes de control quimico.

El azoxystrobin es un fungicida sistémico con baja toxicidad (tipo 1) a mamiferos (Thomson,
1997), de origen natural con amplio espectro de control (Clough y Godfrey, 1996). Presenta
actividad translaminar que le confiere la capacidad de ser absorbido y distribuido localmente
dentro del tejido y actla sobre la respiracion mitocondrial (Brandt et al., 1988; Anke, 1995).
Inhibe la germinacion de esporas y crecimiento micelial, y puede ser usarse como opcion
preventiva y curativa (Tomlim, 2000). En el presente trabajo se evaluo el azoxystrobin como
agente curativo de M. roreri, en Tabasco, México, bajo la hipotesis de que el azoxystrobin
posee efecto preventivo y erradicativo de M. roreri en infecciones tempranas de frutos

juveniles (chilillo) permitiendo la formacion de frutos cormerciales.

MATERIALES Y METODOS

La cepa de M. roreri se aislo de frutos de cacao en estado inicial de necrosis externa,
procedentes del estado de Tabasco. Los frutos se desinfestaron con hipoclorito de sodio al
2.5% durante 1 min, y enjuagaron por tres veces con agua destilada estéril (LOpez, 1954). La
epidermis se removio y fracciones de tejido interno se transfirieron sobre papa dextrosa agar

(PDA) de acuerdo a metodologia propuesta por Evans, (1981).

Identificacion morfoldgica. Aislamientos monoconidiales de M. roreri se obtuvieron de
cvolonias maduras de 10 dias de edad y se cultivaron en medio V8 clarificado y se incubaron
a 25 °C en oscuridad. La especie se identifico morfolégicamente con las claves taxonémicas
de Phillips-Mora et al. (2006a) y Evans (1981) de acuerdo al color de la colonia, forma del

conidioforo, largo y ancho de conidios.
Identificacién molecular. EI ADN de M. roreri. se obtuvo segin la metodologia de Ahrens y

Seemdller (1992) y su calidad se evalué en gel de agarosa al 1% (Agarosa Ultra Pure,

Invitrogen®) y cuantifico en un espectrofotometro Perkin Elmer® (Lambda BIO 10®). La
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amplificacion de las regiones ITS1 e ITS2 de los genes ribosomales (rRNA), localizadas entre
la subunidad pequefia 18S rRNA-5.8S y la subunidad larga 5.85-28S rRNA, se efectud
mediante la técnica de PCR utilizando los iniciadores universales ITS4 (TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC) e ITS5 (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) (White et al., 1990). La
amplificacion y visualizacion de los productos finales se realiz6 segun protocolo de Ahrens y
Seemdiller (1992), con modificaciones en las reacciones de PCR cuyo volumen final fue de 25
pL [agua ultrapura estéril (13.22 uL), solucién amortiguadora TBE 1X (2.5 pL) MgCl, a 2.5
mM (2.08 pL) dNTPs a 0.2 mM (2 pL), iniciadores ITS4 e ITS5 a 20 pmol (2 uL de cada
uno), DNA polimerasa (Biogénica®) a 1U (0.2 uL) y muestra problema de ADN a 80 ng (1
uL) ]. El producto amplificado fue purificado con el kit Wizard (Promega®) y enviado para
secuenciacion a Macrogene® en Seul Corea del Sur. La secuencia obtenida se aline6 con la
base de datos del banco de genes del National Center for Biotechnology Information (NCBI,

2009) (www.ncbi.nlm.nih.gov/). De los valores generados, se considerd la mayor similitud

para su comparacion con la secuencia de estudio. La secuencia obtenida fue enviada al banco

de genes del National Center for Biotechnology Information para su registro.

Evaluacion in vitro del azoxystrobin.

El azoxystrobin (Amistar® 50% WG, Syngenta Crop Protection AG, Suiza) se evalué in vitro
a concentraciones de 0, 150, 300, 450, 600, 750, 900, 1050 y 1250 ppm (tratamientos),
afiadidos cuando el medio PDA (PDA, Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) alcanz6 una
temperatura de 50 °C (a medio liquido) (Zavala-Ledn et al., 2005) y se vaci6 en cajas de Petri

para su solidificacion y uso.

Efectividad in vitro del azoxystrobin sobre la germinacion de conidios de M. roreri.
Colonias de 10 dias de edad fueron utilizadas para preparar una solucién de 5x10°
conidios/ml, de la cual 30 uL se distribuyeron en tres regiones de la caja Petri con PDA. La
suspension de conidios se cubrié con cubreobjetos y las cajas fueron incubadas a 25 +1°C. La
germinacion (%) se determiné con base en la lectura de 100 conidios por repeticion (cinco
repeticiones) y tratamiento (cada una de las concentraciones del fungicida). Las lecturas se

realizaron inicialmente cada 2 h durante las primeras 24 h. Posteriormente, las lecturas se
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realizaron cada 24 h hasta las 144 h, tiempo en que el testigo (sin fungicida) super6 el 90% de
germinacion. Se consideraron conidios germinados cuando el tubo germinativo alcanzé la

longitud de la mitad del conidio ( 4-6 um).

Efectividad in vitro del azoxystrobin sobre el desarrollo micelial de M. roreri. De una
colonia de 15 dias de crecimiento se extrajeron discos de micelio de 5 mm de diametro y
transfirieron al centro de cajas Petri con PDA con las concentraciones del fungicida (cinco
repeticiones por tratamiento) e incubaron a 25 £1°C. El crecimiento micelial, medido (cm) en
dos ejes (horizontal y vertical), se evalud cada 24 h con ayuda de un vernier digital (Trupper
®). Las mediciones terminaron a los dieciséis dias, tiempo en que el testigo (sin fungicida)

llend la caja.

Los porcentajes de inhibicién de la germinacion y del crecimiento micelial in vitro se
obtuvieron mediante la formula de Abbott (1925). Los datos fueron transformados al arcoseno
de la raiz cuadrada del valor porcentual y sometidos a un analisis de varianza y prueba de
separacion de medias (Tukey; P<0.05) mediante SAS (SAS, 1988). A partir de los porcentajes
de inhibicién obtenidos, se estimd la concentracion efectiva 95 (CEgs) mediante Solver

(Excel® Microsoft®).

Efectividad in vivo del azoxystrobin sobre frutos infectados por M. roreri. Frutos de cacao
de uno a dos meses de edad, infectados naturalmente por M. roreri con hinchamientos
superficiales (jibas pequefias) se utilizaron para la evaluacién del azoxystrobin en condiciones
de campo. Los frutos fueron marcados y la mortalidad (nimero de frutos) se cuantificd
semanalmente. Los tratamientos (azoxystrobin a 0 y 1250 ppm en dilucién acuosa) se
evaluaron bajo un disefio completamente al azar repetido dos veces en el tiempo. Cada unidad
experimental consisti6 en 100 frutos juveniles (chilillos) (de hasta 7 cm de longitud)
enfermos. El azoxystrobin se aplicé por aspersion dirigida Unicamente al fruto juvenil una sola
vez al inicio de cada ensayo. A 30 y 60 dias después de la aplicacion, los frutos fueron
protegidos con hidréxido de cobre a 7500 ppm (1500 g.i.a. ha™) (Bateman et al., 2005), para

evitar infecciones posteriores. Los frutos que llegaron a madurez de consumo se abrieron
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longitudinalmente para documentar el arreglo de las semillas y los dafios alcanzados por la

enfermedad.

Los porcentajes de mortalidad final se transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada y fueron
sometidos a un analisis de varianza y prueba de separacion de medias (Tukey; P<0.05)
mediante SAS (SAS, 1998). La efectividad del azoxystrobin en campo fue obtenida mediante
la formula de Abbott (1925).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfoldgica y molecular. La colonia en medio V8 clarificado mostré un
crecimiento inicial blanquecino, posteriormente se tornd color salmén-crema y finalmente
café oscuro debido a la formacion masiva de esporas. La colonia presentd conidiéforos
ramificados, dando lugar a una cadena de conidios con maduracion basipétala. Las esporas
fueron de pared gruesa, color amarillo palido y heteromérficas, pero comunmente (75 %)
globosas a subglobosas (5 a 10 um de diametro), con un 19 % elipsoide (6-10 x 9-20 um). Las
caracteristicas del aislamiento coincidieron con las reportadas por Phillips-Mora et al. (2006a)

y Evans (1981) para M. roreri.

La secuencia de ADN obtenida fue 100% homologa al aislamiento de M. roreri de Costa Rica
(Aime y Phillips-Mora, 2005) y 99% a los de Belice (Phillips-Mora et al., 2006b) y México
(Phillips-Mora et al., 2006a;). El analisis molecular confirmé que el hongo causante de la MC
en Tabasco, México es Moniliophthora roreri. La secuencia obtenida se registré con el
namero de acceso GenBank: GU108605.
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Efectividad in vitro del azoxystrobin sobre la germinacién de conidios y el crecimiento

micelial de M. roreri.

El azoxystrobin a 450 ppm inhibi6 el 100% de la germinacion de conidios (Cuadro 1); su CEgs
fue de 138 ppm. El desarrollo micelial de M. roreri fue inhibido en 90% a todas las
concentraciones evaluadas (Cuadro 1); la mayor inhibicion (96%) se obtuvo con la dosis de

1250 ppm con una CEgs de 1203 ppm.

Cuadro 1. Efecto del azoxystrobin sobre la germinacién de conidios y el desarrollo
micelial in vitro de Moniliophthora roreri aislado de cacao (Theobroma cacao) en
Tabasco, México. 2008.

GERMINACION DESARROLLO MICELIAL

_ Eficacia Abbott” Eficacia Abbott”
Tratamientos (% inhibicion) (% inhibicion)

Testigo , ,
Azoxystrobin 150 ppm 95.40+0.58 c 90.20+0.48 d
Azoxystrobin 300 ppm 98.95+0.01 b 90.52+0.27
Azoxystrobin 450 ppm 100 a 90.39+0.45 d
Azoxystrobin 600 ppm 100 a 90.49+0.39 d
Azoxystrobin 750 ppm 100 a 91.35+0.23 ¢
Azoxystrobin 900 ppm 100 a 92.02+0.29 ¢
Azoxystrobin 1050 ppm 100 a 93.32+0.16 b
Azoxystrobin 1250 ppm 100 a 95.60+0.41 a

Y Valores con la misma letra no son estadisticamente significativos (Tukey, 0.05%)

Z Valores no calculados debidos a la naturaleza de la formula de Abbott.
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El valor de cualquier compuesto quimico como agente de control para enfermedades depende
del modo de accién de la molécula (Reuveni y Sheglov, 2002), dosis, frecuencia y etapa de
aplicacion, en uno o mas componentes fisiologicos del ciclo de vida del patégeno. La
germinacién de esporas y el crecimiento micelial son fundamentales en el ciclo de vida de M.
roreri y en el desarrollo de la enfermedad; en este sentido, un quimico que inhiba la
germinacion de conidios y el crecimiento micelial puede reducir la habilidad de M. roreri para
causar la MC. En el presente estudio, el azoxystrobin inhibi6 in vitro la germinacion de
conidios y el crecimiento micelial, mostrando asi la capacidad de restringir el potencial de M.

roreri para infectar el tejido de la planta y causar la enfermedad.

Efectividad in vivo del azoxystrobin sobre frutos infectados por M. roreri.

El azoxystrobin a 1250 ppm mostré la menor mortalidad de frutos (42 %) con una eficiencia
del 55 %, mientras que 94 % de los frutos testigo (sin fungicida) murieron. Los resultados
permiten deducir el efecto terapéutico del azoxystrobin ya que se aplico en frutos enfermos (<
2 meses de edad, en etapa temprana de infeccion) y el 51 % se recuperaron de la infeccion
(Figura 1, Cuadro 2).

Los frutos enfermos tratados que alcanzaron la madurez de consumo presentaron disminucion
namero de semillas y fallas en el desarrollo de las mismas (Figura 2), semejante a lo
observado por Evans (1981) en frutos infectados por M. roreri en etapa de chilillo. En el
testigo, el 6% de los frutos alcanzaron la madurez de consumo, lo cual pudo deberse a

resistencia natural.
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Figura 1. Efecto del azoxystrobin sobre el porcentaje (%) de frutos de cacao (Theobroma

cacao) infectados por Moniliophthora roreri en Tabasco, México. 2008.

Tratamientos N° frutos muertos
Testigo 93.55+0.28 a
Azoxystrobin 1250 ppm 42.37 + 16.68 b

Cuadro 2. Efecto terapéutico del azoxystrobin aplicado sobre frutos de cacao
de < 2 meses de edad, en etapa temprana de infeccion natural por

Moniliophthora roreri, en Tabasco, México. 2008.
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Figura 2. A, B, C y D) Apariencia externa e
interna de frutos de cacao tratados con
azoxystrobin que alcanzaron madurez de consumo.
El desorden en el arreglo y nimero de embriones
es evidencia de infeccion temprana. E) Fruto
aparentemente sano. F). Fruto infectado por M.

roreri sin proteccion.

En condiciones favorables, las esporas de M. roreri emiten tubos germinativos que se
extienden sobre la epidermis y penetran de manera directa (Flores-Mora, 1989). Las hifas
crecen intercelularmente bajo la epidermis, y el periodo de incubacion desde la penetracion
hasta la aparicion de los sintomas es de 40 a 60 dias (Suérez, 1972; Desroiser y Suarez, 1974).
El azoxystrobin presenta actividad translaminar que le confiere la capacidad de ser absorbido
y distribuido localmente dentro del tejido. Inhibe la respiracion mitocondrial al bloquear la
transferencia de electrones al complejo citocromo bc; (Brandt et al., 1988; Anke, 1995). Esto
puede explicar la efectiva accion de este fungicida sobre la supresion del crecimiento de M.
roreri dentro del fruto en etapa temprana de desarrollo (chilillos). El efecto supresivo del
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crecimiento micelial dentro del tejido del hospedero es un objetivo importante en el manejo de
enfermedades (Reuveni y Sheglov, 2002). Este es el primer reporte de la accién curativa de un

fungicida sobre M. roreri.

El control quimico de la MC ha sido poco empleado por antieconémico y con resultados
erraticos (Desrosiers y Suarez, 1974; Suarez, 1982; Gonzalez et al., 1983). Sin embargo, esto
puede ser explicado por la forma imprecisa de evaluacion, ya que los fungicidas se aplicaron a
poblaciones de frutos de diferentes edades y estados de infeccion; lo cual puede conducir a

subestimar el efecto de los productos evaluados.

Los trabajos mas recientes sobre evaluaciones de fungicidas ( flutolanil e hidréxido de cobre)
para el control de la MC fueron realizados por Hidalgo et al. (2003) y Bateman et al. (2005)
con enfoques y metodologias diferentes a la presente evaluacion en la que se confirmo
parcialmente la hipotesis de que el azoxystrobin, por su accién translaminar, puede, en etapas
tempranas de infeccion, actuar sobre el patdgeno en el interior del chilillo liberandolo de la
infeccion y protegiéndolo de infecciones posteriores. Este trabajo también valida la
conveniencia de aplicar el hidroxido de cobre, combinado con el azoxystrobin para mejorar la
eficiencia del control quimico, ya que con este tratamiento el 51% de los frutos tratados se

recuperaron de la infeccion y alcanzaron madurez de consumo (Figura 2).

Laker y Rudgard (1989) mencionaron que existen posibles riesgos de que se acumulen
residuos de compuestos quimicos sistémicos en granos de cacao, lo cual sugiere la
conveniencia de utilizar el azoxystrobin una sola vez en cada ritmo fenolégico de produccion
por ciclo de cultivo. Segun Rouveni y Sheglov (2002) el uso de fungicidas de diferentes modo
de accién puede minimizar los riesgos de desarrollo de resistencia y mejora el control
enfermedades, por lo que el azoxystrobin se aplicé una sola vez en frutos de 1 a 2 meses de
edad, acompafado de dos aplicaciones posteriores de hidroxido de cobre como protectante de
los frutos curados de acuerdo con criterios recomendados por Bateman et al. (2005) para la
MC.
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CAPITULO IV.

PROGRESO TEMPORAL Y MANEJO INTEGRADO DE LA
MONILIASIS (Moniliophthora roreri) DEL CACAO (Theobroma cacao)
EN TABASCO, MEXICO

RESUMEN
La moniliasis (Moniliophthora roreri), es la principal limitante parasitica en la produccién de
cacao (Theobroma cacao) en Tabasco, México. Por su importancia econémica y social se
estudio el progreso temporal y manejo integrado de la enfermedad en la entidad. El progreso
temporal se obtuvo mediante la estimacion del porcentaje de frutos enfermos en tres flujos de
fructificacion en el ciclo productivo 2008-09. Se compard un manejo tradicional (MT) contra
un Manejo Integrado del Cultivo (MIC) en dos sistemas de sombra (50 y 70 %). Tres
epidemias ocurrieron de mayo de 2008 a abril de 2009, con pérdidas superiores al 70 % de la
produccion. Las epidemias ocurrieron durante 11 meses consecutivos asociadas con
temperaturas de 20 - 26.9 °C (r=0.76) y humedad relativa mayor a 90 % (r=0.76) 49 dias antes
de la aparicion de los sintomas. Las epidemias también se relacionaron positivamente con la
densidad de esporas de M. roreri en el aire (r=0.74), 38 dias antes de la muerte del fruto lo
cual coincidié con el periodo de incubacion. La densidad de conidios en el aire se asocio
positivamente con temperatura > 35 °C (r=0.78) y humedad relativa menor al 60 % (r=0.76).
Los conidios en el aire ocurrieron durante todo el afio, sin embargo, la mayor cantidad de
esporas se presento en la época seca (abril-mayo). El tratamiento MIC con 50 % de sombra
mostré una efectividad de proteccion del 90 %. La reduccion de la sombra al 50 % redujo la
incidencia en 20 %. Los resultados sugieren la conveniencia del manejo independiente de las
tres epidemias con las siguientes medidas de control integrado: reduccién de la sombra al 50%
(arboles de sombra), poda de ramas laterales e internas y reduccion de la altura del arbol de
cacao a 4 m, eliminacion total de frutos en periodo de baja produccion (purga), una sola
aplicacion de azoxystrobin (250 g.i.a.ha™) a frutos menores de dos meses de edad, y después,

tres aspersiones mensuales con hidréxido de cobre (1500 g.i.a.ha™); eliminacién semanal de
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frutos enfermos, tratamiento de frutos eliminados y residuos de cosecha con urea al 15 %,

control de maleza, y mejoramiento de drenaje.

Palabras claves: Epidemiologia, Frosty pod rot, Manejo integrado.

ABSTRACT

Frosty pod rot (Moniliophthora roreri) of cocoa is the main parasitic limitation in cocoa
production in Tabasco, Mexico; therefore, its temporal progress and integrated management
was studied in Tabasco. The disease temporal progress curve was obtained through the
estimation of the percentage of diseased fruits in three fruit flushes in the production cycle. A
conventional management was compared to an Integrated Crop Management (ICM) under two
shade systems (50 and 70%). Three epidemics occurred from May 2008 to April 2009 with
losses of over 70% of the production. The epidemics occurred during 11 consecutive months
associated (r=0.76) with cool temperatures (20-26.9 °C) and relative humidity (higher than
90%) (r=0.76) 49 days prior to the appearance of dead fruits. The epidemics were positively
associated with air-spores density, 38 days prior to pod death. Conidia occurred throughout
the year with higher density during the dry season (april-may). Number of conidia in the air
was associated (r=0.74) with high temperatures (> 35°C) and relative humidity lower than
60%. ICM treatment with 50% shade showed a protection effectiveness of 90%. The reduction
of shade to 50% alone reduced the incidence of frosty pod rot by 20%. The results suggest the
convenience of independent management of the epidemics and the following integrated
control measures, in each of the three fruit flush periods: reduction of shade to 50%, pruning
of lateral and internal branches, reduction of tree height to 4 m, total elimination of fruits in
the low production period (purge), a single application with azoxystrobin (250 a.i.g.ha™) to
fruits under two months of age, and three monthly covering sprays with copper hydroxide
(1500 a.i.g.ha™); weekly removal of diseased fruits, treatment of eliminated fruits and

harvested litter with 15% urea, weed control and improvement of soil drainage,

Key words: Epidemiology, Moniliasis, Integrated crop management.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los principales recursos agricolas de Tabasco,
México. Se cultiva en 41,086 ha distribuidas en 10 municipios y 29,505 familias dependen
econdmicamente de este cultivo (OEIDRUS, 2008). La enfermedad del cacao méas importante
en Tabasco era la mancha negra causada por Phytophthora capsici (Ortiz, 1996). En abril del
2005, se reportd por primera vez en Tabasco, México la moniliasis del cacao (MC) causada
por el hongo Moniliophthora roreri (Cif y Par.) Evans et al. (Phillips-Mora et al., 2006). Para
2007 esta enfermedad habia invadido todas las regiones productoras de cacao del estado,

convirtiéndose en su principal limitante parasitica.

M. roreri solo ataca frutos. Causa necrosis interna y externa (mancha chocolate), y la pérdida
total de la mazorca. Sobrevive en frutos momificados que permanecen en el arbol de cacao
después de la cosecha, los que aportan niveles elevados de inoculo durante todo el periodo de
fructificacion (Phillips-Mora, 2003; Evans, 1981). Este hongo tiene la capacidad de reducir la
produccion hasta en un 80% en Costa Rica (Hidalgo et al., 2003; Phillips-Mora et al., 2005),
Ecuador y Colombia (Ampuero, 1967).

Las medidas de control de M. roreri que se han aplicado de manera separada incluyen:
remocion semanal de frutos enfermos (Gonzélez et al., 1983; Soberanis et al., 1999; Krauss et
al., 2003), remocion total de frutos en época de baja produccion o al final de la principal etapa
de produccion (Gonzalez et al., 1983; Bateman et al., 2005), poda, eliminacion de renuevos,
control de maleza, mejoramiento de drenaje (Barros, 1966), cosecha oportuna de frutos
(Bateman et al., 2005), poda de arboles de sombra (Galindo, 1984), control biolégico (Krauss
y Soberanis, 2002) y quimico (Gonzélez et al., 1983; Murillo y Gonzélez, 1984; Bateman et
al., 2005) y resistencia genética (Phillips-Mora et al., 2005).

No existen estudios epidemioldgicos de la MC en México que permitan establecer estrategias
efectivas de control, basadas en la aplicacién aislada o integrada de los principios de control;
por lo que el presente trabajo tuvo la finalidad de conocer el progreso temporal de la

enfermedad y desarrollar un programa de manejo integrado de la moniliasis del cacao
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aplicable a las zonas cacaoteras de Tabasco, bajo la hipotesis de que 1) M. roreri depende de
las condiciones microambientales y es condicionada por la fenologia de los estados
reproductivos. 2) La integracion de estrategias de erradicacion basadas en métodos culturales,
quimicos y fisicos resultard en una efectividad del manejo de la enfermedad superior al 50%

comparado con la tecnologia regional promedio.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en una plantacion de 20 afios de edad en el municipio de Jalpa de
Méndez, Tabasco, ubicada a 13 msnm, 18°10°33.5” latitud norte y 93°08°45” longitud oeste.
La plantacién estuvo constituida por una mezcla de hibridos susceptibles, dispuestos en un
disefio de plantacion en marco real de 3.5 x 3.5 m. En esta plantacion se delimitaron dos areas
experimentales, una para estudiar el progreso temporal de la enfermedad y otra para estudiar

su manejo integrado.

Progreso temporal de la enfermedad. Se delimité una parcela con manejo tradicional (2,214
m?). La parcela experimental consisti6 en un area rectangular de 10 x 18 arboles, de los cuales
solo 4 x 12 &rboles centrales fueron evaluados. Las evaluaciones se desarrollaron durante un
ciclo completo de produccién (mayo 2008 a abril 2009). En Tabasco se presentan tres épocas
de produccion de fruta al afio (Yanes, 1994); en cada una se registro el amarre de frutos, en
una poblacion de frutos jovenes de 1.5 a 2 meses de edad (80 a 100 mm de longitud) (Phillips-
Mora, et al., 2005). Frutos muertos menores a 80 mm fueron atribuidos a Cherelle wilt, un
desorden fisioldgico que afecta frutos jovenes e impide distinguir con certeza la enfermedad
en este estado (Bateman et al., 2005). La incidencia de frutos que manifestaron mancha color
marron de borde irregular (mancha chocolate) y esporulacion como sintomas externos de la
MC se cuantificod semanalmente segun propuesta de Sanchez y Gonzalez (1989). Durante la
evaluacion se continuaron realizando las practicas agronomicas locales de eliminacion de
renuevos y maleza, combate quimico (sulfato de cobre) de P. capsici, eliminacion parcial de
frutos enfermos cada 15 dias durante el periodo de cosecha. En cada una de las tres épocas de

produccion se graficé la curva del progreso acumulado de la enfermedad.
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Monitoreo meteoroldgico. Se registré la temperatura cada dos horas, con una estacion
meteorolégica automatica provista de una consola Weather wizard 111° (Davis Instruments®)
instalada en la plantacion experimental, a 100 m de la parcela atil. La humedad relativa se
registrd con un “data logger” (Hobo H8®, Onset Instruments, Pocasset, MA, U.S.A) cada dos
horas. La informacion meteoroldgica de la consola y del “data logger” se exportaron a una

hoja de célculo (Excel® de Microsoft®) para su anélisis.

Monitoreo de Moniliophthora roreri. La densidad de conidios de M. roreri en el aire se
cuantifico diariamente por medio de una trampa volumétrica provista en su interior de un
tambor giratorio de higrotermografo con periodicidad de siete dias (Mora et al. 1998). La
trampa se instalé a 1.8 m sobre el nivel del suelo y se ubico en el centro de la parcela dtil. Las
esporas succionadas se capturaron por impacto en una cinta adhesiva transparente de
polipropileno (Contac®) la cual se ajusto alrededor del tambor. Las cintas, cortadas en
segmentos correspondientes a periodos de 24 horas y marcadas a intervalos de 2 horas, se
montaron en portaobjetos y se examinaron bajo microscopia de luz con aumento de 40 x 10.
Se cuantificaron las esporas que se encontraron en un transecto de 8 mm. La trampa, con
capacidad volumétrica de 2.9 L min™, estuvo activa las 24 horas del dia durante el tiempo que

duré la evaluacion.

Analisis temporal. La epidemia para cada época de produccion se caracterizdO mediante el
modelo de distribucion Weibull (Pennypacker et al., 1980) simplificada a dos parametros (b y
c) (Thal et al., 1984). La tasa de infeccion aparente se estimd por el inverso del parametro b
(b%) y la forma de la curva por el pardmetro c. La intensidad de cada epidemia se estimé
mediante el calculo del area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) por el
método de integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990) y se obtuvieron los valores de

la incidencia inicial (Yo) y acumulada final (Ys) de cada epidemia.
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Correlaciones. La incidencia de la enfermedad se relaciono, mediante la estimacion del
coeficiente de correlacion de Pearson (r), con la densidad conidial de Moniliophthora roreri
en el aire, y con variables ambientales que consideraron su duracion en h/semana/mes, en los
siguientes intervalos: temperatura (< 20, 20 - 26.9, 27 - 29.9, 30 - 34.9 y > 35 °C), y humedad
relativa (< 60, 60 - 90 y > 90 %).

Comparacion de Manejos de la parcela experimental. Se comparé un manejo tradicional
(MT) contra un Manejo Integrado del Cultivo (MIC) en dos etapas fenoldgicas sucesivas de
fructificacion, en el mismo afio productivo y plantacion. Cada parcela experimental consistio
en 180 arboles en un rectangulo de 10 x 18 arboles (2,214 m?). Los tratamientos fueron
aplicados al total de arboles de la parcela, de los cuales 4 x 12 =48 arboles centrales fueron
evaluados (Bateman et al., 2005). Un total de ocho parcelas se establecieron con un disefio
factorial, completamente al azar, con dos repeticiones. Los factores fueron: dos regimenes de
sombras (70 y 50%) y dos sistemas de manejo. Por cada régimen de sombra se establecieron
cuatro parcelas, dos fueron sometidas a una estrategia MIC y dos conservaron el MT. Los
tratamientos fueron: 1) MT-70% sombra, 2) MT-50% sombra, 3) MIC-70% sombra y 4) MIC-
50% sombra, dentro de los cuales se establecieron las acciones de manejo que se enlistan en el
Cuadro 1.

Dos afios antes de la evaluacion se realizé poda y raleo controlado en el nimero de arboles de
sombra de la plantacion. La radiacion fotosintéticamente activa (RAFA) se midié durante las
evaluaciones utilizando un medidor de RAFA modelo BQM-SUN-5133® (Spectrum
Tecnologies, Inc.). Diez lecturas se registraron mensualmente a través de dos lineas
transversales dentro de cada parcela Util, sobre y debajo de la copa del arbol de cacao (4 y 1.5
m respectivamente), asi como a pleno sol al inicio y final de cada medicion para obtener la
RFA incidente.
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Cuadro 1. Calendario agronémico comparativo anual de las técnicas de manejo integrado (MIC) y
tradicional (MT).

EPOCA DE
PRODUCCION ACCIONES DE MANEJO MT MIC
Fin de cosecha Control de maleza (abril). Si Si
tercera poblacion Poda de ventilacién y porte de arboles de cacao (mayo). No Si
(abril-mayo) Eliminacion de renuevos (mayo). Si Si
Eliminacion total de frutos (Purga) (mayo). No Si

Primera poblacién de Aspersion de azoxystrobin, 250 g.i.ahal) solo a frutos

frutos menores a dos meses de edad (junio). No Si
(junio- septiembre)  Eliminacion semanal de frutos enfermos (junio-septiembre). No Si
Eliminacién quincenal de frutos enfermos (solo en periodo de
cosecha). Si No
Tratamiento de frutos eliminados y residuos de cosecha con
solucion de urea al 15%. No Si

Segunda poblacién  Aspersién de azoxystrobin (250 g.i.a.ha®) solo a frutos

de frutos menores a dos meses de edad (agosto). No Si
(agosto-enero) Aspersion mensual de hidroxido de cobre (1500 g.i.a.ha™)
(septiembre - noviembre). No Si
Eliminacién semanal de frutos enfermos (agosto-enero). No Si
Eliminacion quincenal de frutos enfermos (solo en periodo de
cosecha). Si No
Tratamiento de frutos eliminados y residuos de cosecha con
aspersién de una solucion de urea al 15%. No Si
Mejoramiento de drenaje (agosto). Si Si
Control de maleza (septiembre). Si Si

Control de Mancha negra (Phythopthora capsici) (noviembre).  Si No

Tercera poblacion de Aspersién de azoxystrobin (250 g.i.a.ha‘l) solo a frutos

frutos menores a dos meses de edad (diciembre). No Si
(diciembre-abril) ~ Aspersion mensual de hidroxido de cobre (1500 g.i.aha?)
(enero-marzo). No Si
Eliminacién semanal de frutos enfermos (diciembre-marzo). No Si
Eliminacion quincenal de frutos enfermos (solo en periodo de
cosecha). Si No
Tratamiento de frutos eliminados y residuos de cosecha con
solucioén de urea al 15%. No Si
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Manejo tradicional. EI MT consistié en control mecanico de maleza, rehabilitacion del
drenaje, eliminacion mecanica de renuevos, control quimico de Phytophthora capsici con
sulfato de cobre (2 kg ha™) en época de Iluvias y eliminacién quincenal de frutos enfermos
solo durante el periodo de cosecha (Cuadro 1).

Manejo integrado del Cultivo. EI MIC, ademas del control de maleza, mejoramiento de
drenaje y eliminacion de renuevos, se diferencio en que la remocién de frutos enfermos fue
semanal, se evito el intercalamiento de copas de arboles de cacao mediante poda de ramas
laterales e internas, disminucion de altura a 4 m, eliminacién total de frutos en periodo de baja
produccién (purga), tratamiento de frutos eliminados y residuos de cosecha con solucion de
urea al 15%:; control quimico de la MC con azoxystrobin (250 g.i.a.ha™) cuya efectividad
bioldgica se verifico previamente in vitro (ver capitulo Il de esta tesis) con una aplicacion
dirigida a frutos menores de dos meses de edad y tres aspersiones mensuales posteriores con
hidréxido de cobre (1500 g.i.a.ha™) (Bateman et al., 2005). Los fungicidas se aplicaron a los

frutos utilizando aspersora manual de mochila (Cuadro 1).

Durante las dos épocas de mayor produccion (julio, 2008 a marzo, 2009), se registro el amarre
de frutos, delimitandose por época de produccién, una poblacion de frutos jovenes (80 a 100
mm). Frutos muertos menores de 80 mm fueron atribuidos a Cherelle wilt, un desorden
fisiol6gico que causa marchitéz y necrdsis de frutos de cacao en etapa juvenil e impide definir
con certeza la causa de la muerte [mediante incubacién de tejido necrosado en medio de
cultivo PDA (PDA, Difco Laboratories, Detroit, MIl, USA) y en camara himeda, se verifico
que estos frutos no presentaron infeccion por M. roreri]. Se cuantificO semanalmente el
namero de frutos que manifestaron mancha chocolate y esporulacién como sintomas externos
de MC. Con la incidencia de frutos enfermos (Phillips-Mora et al., 2005) en cada época de

produccién se graficé la curva del progreso acumulado.

Efecto de tratamientos. Para medir y comparar el desarrollo de la enfermedad entre los dos
regimenes de sombra (70 y 50%) y dos sistemas de manejo (MIC y MT), se realiz6 un analisis
de varianza bajo un disefio factorial con el procedimiento PROC GLM de SAS (SAS, 1988)
para ABCPE, parametro b™ e incidencia acumulada final (Ys) de cada epidemia/parcela. Se
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aplico la prueba de separacion de medias (Tukey P=0.05%) en aquellos tratamientos en que la
prueba de F fue significativa (Little y Hills, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Progreso temporal. Se registraron tres epidemias en concordancia con igual nimero de
etapas fenoldgicas de amarre de frutos que se presentaron durante el afio de evaluacién (2008-
09) (Figura 1). Las epidemias coincidieron con periodos de produccion denominados
regionalmente como: “Venturero loco” (15 junio-15 septiembre), “Alegron-invernada” (16
septiembre-15 de febrero) y “Cosecha” (febrero-junio), descritas previamente por Yanes
(1994).
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Figura 1. Curvas del progreso temporal de epidemias de moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao

(Theobroma cacao) en una plantacion con manejo tradicional en Tabasco, México, durante un afio de
produccion (2008-2009). CH = Chilillos (frutos juveniles).
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En la epidemia uno (etapa de amarre 1), el inicio de la enfermedad (Y;) se observd a finales de
junio y la incidencia final (Y¢) se alcanz6 a la mitad de septiembre. La Y, en la epidemia dos
(etapa de amarre 1), se present6 a principios de agosto y la Yt en la primera semana de enero.
En la epidemia tres (etapa de amarre 11), la Yo se manifestd en la primera semana de febrero y
la Yr en la segunda semana de abril. La separacion marcada de las epidemias sugiere la
posibilidad de manejar independientemente cada epidemia con acciones integradas que
reduzcan la incidencia de la MC en la etapa reproductiva de mayor importancia econdémica. La
MC ocurrié durante 11 meses consecutivos, lo cual indic6 que existen las condiciones

favorables para la infeccion continua durante todo el afio en Tabasco.

Las epidemias de la MC fueron descritas por el modelo de Weibull (Cuadro 2). La epidemia
uno tuvo una r’ =0.94 y las epidemias dos y tres una r* de 0.99. La Yz en las tres epidemias
afecto al 75% de los frutos en promedio de cada ritmo reproductivo (Cuadro 2). Las tasas de
infeccion aparente (b™) fluctuaron entre 0.0078-0.0159, donde la epidemia tres mostré la tasa
mas alta. Los valores de intensidad de epidemias (ABCPE) fluctuaron entre 514-536, donde la
segunda epidemia fue la mas intensa. Incidencias de MC superiores al 70% y bajo condiciones
naturales de campo ocurrieron en Costa Rica (Hidalgo et al., 2003; Phillips-Mora et al., 2005)

y coinciden con la incidencia ocurrida en el presente trabajo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Parametros epidemiolégicos de curvas del progreso temporal de epidemias de la

moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao (Theobroma cacao) en Tabasco, México.

EPIDEMIA ABCPE Ys bt
Absoluta
1 514.30 73.47 0.03061" (r* =0.9498)
2 536.25 76.70 0.00786 (r? =0.9926)
3 522.30 74.94 0.01594 (r? =0.9909)

Y La tasa de infeccidn se obtuvo mediante andlisis de regresién del modelo de Weibull. ABCPE
=Area bajo la curva del progreso de la enfermedad. Y; =Incidencia acumulada final. b™* =Tasa de

infeccion aparente.
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Correlaciones. La incidencia de la enfermedad se asocid positivamente con temperaturas
frescas (20-26.9 °C) (r=0.76) y humedad relativa mayor a 90 % (r=0.76), las cuales se
presentaron 49 dias antes de la aparicion de los sintomas y reflejaron condiciones ambientales
favorables para etapas criticas de infeccion en Tabasco, México. Los resultados anteriores
concordaron con Merchan (1981), quien encontro correlacion positiva entre la incidencia de la

MC y la humedad relativa, 60 dias anteriores a la aparicion de sintomas.

La incidencia de la moniliasis también se relacion6 positivamente con la densidad de esporas
de M. roreri en el aire (r=0.74), 38 dias antes de la muerte del fruto lo cual representa el
periodo de incubacion de este patdgeno. Al respecto, Evans (1981) menciond que una de las
caracteristicas de la MC es el prolongado periodo de incubacion desde la penetracion hasta la
aparicion de sintomas. Desrosiers y Suarez (1974), encontraron que la aparicion de sintomas
(penetracion e invasion intercelular e intracelular) ocurrié en 40 dias cuando los frutos fueron
infectados a 20, 30 y 60 dias de edad. En frutos inoculados a 80 dias de desarrollo, los

sintomas se presentaron en 60 dias.

El numero dias en que la enfermedad se relacion6 con la temperatura y humedad relativa
presentd una diferencia de 11 dias con respecto al nimero de dias en que se relacioné la
incidencia de la moniliasis (aparicion de lesiones necroticas) con la densidad de esporas. Esta
diferencia puede ser explicada por el numero de dias que el hongo requiere para la
esporulacién después de la aparicion de las lesiones. M. roreri requiere de tres a ocho dias
después de la aparicion de la lesion para la formacion de propagulos (Evans, 1981). Tomando
en cuenta lo anterior, el periodo de incubacién de M. roreri (desde la penetracion hasta la
aparicion de los sintomas) es de 38 dias, el periodo de latencia (desde la penetracion hasta la
produccién de propagulos) es de 46 dias y el periodo infeccioso (tiempo de produccion y
viabilidad de las esporas secundarias para causar infecciones secundarias), de acuerdo con
Phillips-Mora (2003) y Evans (1981) alcanza los siete meses en frutos momificados que
quedan en el arbol.
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Los conidios en el aire ocurrieron durante todo el afio; sin embargo, la mayor cantidad de
esporas se presento en la época seca (abril-mayo). La densidad de conidios en el aire se asocio
positivamente con temperaturas altas (> 35 °C) (r=0.78) y humedad relativa menor al 60 %
(r=0.76). Al respecto, Meléndez y Somarriba (1999) encontraron que la mayor cantidad de
esporas ocurrieron a humedades relativas menores a 80 % y temperaturas mayores a 35 °C.
Segun Porras (1982) y Gonzalez, (1981), altas temperaturas (> 35°C) y baja humedad relativa
favorecen la desecacion y la dispersion de las esporas.

Manejo de la Moniliasis. Se encontraron diferencias significativas en el ABCPE (P=0.0004),
b (P=0.0003) y Ys (P=0.0004) entre el MT y el MIC (Cuadro 3, Figura 2). El MT con 70% de
sombra registrd los valores més altos de la enfermedad en los tres parametros evaluados
(ABCPE, b™, y Y;) (Cuadro 3, figura 2). Los tratamientos MIC tuvieron la menor ABCPE, b,
y Yt en los dos ciclos; el MIC con 50% de sombra tuvo los valores méas bajos (53.96-27.18;
0.0021-0.0051y 7.71-4.17, respectivamente) (Cuadro 3, Figura 2).
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Figura 2. Curvas del progreso temporal de epidemias de moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao
(Theobroma cacao), en Tabasco, México. (2008-2009). MT = Parcela con manejo tradicional y MIC =
Parcela con manejo integrado. Se resalta la dilacién por 28 dias de la epidemia MIC-50% sombra en las

dos repeticiones.

66



Cuadro 3. Efecto de tratamientos sobre los parametros del progreso

temporal de epidemias de moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao

(Theobroma cacao) en Tabasco, México.

PARAMETROS EPIDEMIOLOGICOS

Evaluacion 1
TRATAMIENTOS ABCPE? Y¢ b
Absoluta
MT-70% sombra 536.18a 76.35a  0.00786 (r =0.9926) a
MT-50% sombra 360.61b 52.30b  0.00590 (r* =0.9805) b
MIC-70% sombra 141.74c 20.25c  0.00288 (r* =0.9870) ¢
MIC-50% sombra 53.96¢ 7.71d  0.00210 (r*=0.9735) ¢
Evaluacion 2
MT-70% sombra 522.28a 74.94a  0.01594 (r’ =0.9909) a
MT-50% sombra 415.15b 59.49b  0.01348 (r*=0.9712) b
MIC-70% sombra 100.78c 15.10c  0.00618 (r* =0.9681) ¢
MIC-50% sombra 27.18d 417d  0.00517 (r* =0.9621) ¢

ABCPE= éarea bajo la curva del progreso de la enfermedad. Y= Incidencia

acumulada final, b™= tasa de infeccién aparente de la enfermedad. “/Medias

seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente (Tukey, 0.05%).

Se encontraron diferencias significativas entre regimenes de sombra en cada uno de los
pardmetros evaluados: ABCPE (P=0.0076), b-1 (P=0.0100) y Y¢ (P=0.0071) (Cuadro 3, Figura
2); observandose que las parcelas con 50% de sombra, independientemente del manejo

agronémico, MT o MIC, presentaron los valores menores en ABCPE, by Y; (Cuadro 4), lo

cual coincidi6 con Fowler et al. (1956) y Diaz (1957).
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Cuadro 4. Efecto de la sombra sobre los parametros del progreso
temporal de epidemias de moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao

(Theobroma cacao) en Tabasco, México.

PARAMETROS EPIDEMIOLOGICOS

Evaluacion 1
SOMBRA
ABCPE? Y{ b
Absoluta
70% 338.96a 483a  0.00537(r* =0.9898) a
50% 207.28b 30.0b  0.00400(r* =0.9770) b
Evaluacion 2
70% 311.53a 45.0a  0.01106(r* =0.9795) a
50% 221.16b 31.8b  0.00933(r* =0.9666) b

ABCPE= éarea bajo la curva del progreso de la enfermedad. Y= Incidencia
final, b™'= tasa de infeccion aparente de la enfermedad. /Medias seguidas de

la misma letra no difieren estadisticamente (Tukey, 0.05%).

La incidencia de la enfermedad se redujo en 68.64% en el tratamiento MIC con 50% de
sombra en la primer evaluacion y en 70.77% en la segunda, con respecto al MT-70% de
sombra. Asi también en el MIC-50% el inicio de la epidemia se retrasdé por 28 dias con
respecto al MT-70%, en la primera y segunda evaluacion (Figura 2). Lo anterior muestra la
consistencia del efecto positivo del MIC en reducir la incidencia y en retrasar el inicio de la
epidemia, en ambas evaluaciones. EI MIC-50% de sombra representd una efectividad de
proteccién del 90% en comparacion con la incidencia total absoluta observada en el MT-70%
de sombra (Cuadro 3), y la sombra, independientemente del manejo, contribuy6 a reducir la
incidencia de la MC en un 20%, por lo que el 70% de efectividad es atribuible al MIC
(Cuadro 4). Estos resultados confirman la bondad del enfoque del Manejo Integrado de
Cultivo comparado con la aplicacion de medidas aisladas seguidas por Bateman et al., 2005;
Krauss et al., 2003 y Krauss y Soberanis, 2002. Los resultados sugieren la conveniencia de

aplicar el MIC a cada una de las tres etapas fenoldgicas reproductivas para mejorar su
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eficiencia. Estos resultados difieren con otros trabajos que se basan en la evaluacion
epidémica anual sin un andlisis especifico de cada uno de los periodos de produccion que

determinan la rentabilidad del cultivo (Bateman et al., 2005; Krauss y Soberanis, 2002).

Naturaleza y ajuste parcial de la enfermedad

La moniliasis del cacao presentd una epidemia continua durante 11 meses en la que se observo

una sucesion de curvas determinada por las variaciones en los ritmos de amarre de frutos

(Figura 3). La forma de la curva fue descrita por el modelo logistico (r*= 0.94).
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Figura 3. Curva del progreso temporal promedio de la epidemia de moniliasis (Moniliophthora
roreri) del cacao (Theobroma cacao) y ciclos de infeccion en una parcela con manejo tradicional

en Tabasco, México, durante un afio de produccion (2008-2009).
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El proceso fenoldgico de amarre de frutos fue un proceso continuo durante 11 meses; sin
embargo se observaron tres flujos importantes durante este proceso (Figura 3). Las variaciones
en los ritmos de amarre de frutos mostraron efecto en los cambios de intensidad de la
epidemia lo cual demuestra el efecto condicionante de la fenologia sobre la intensidad de la
epidemia. Algunas enfermedades de 6rganos aéreos no dependen del desarrollo de la planta
(Huissman, 1982); en otras, algunos estados fenoldgicos especificos influyen en el progreso y
la intensidad de la enfermedad (Avila-Quezada, 2002; Mora-Aguilera et al. 2003); por lo que

el reconocimiento de la fenologia en el estudio de epidemias es de relevante importancia.

El periodo de incubacion de la moniliasis ocurrié en 38 dias (desde la penetracion hasta la
aparicion de manchas necréticas) y la formacion de esporas secundarias ocurrié de 3 a 8 dias
después de la aparicion de la lesion, lo cual sugiere un periodo de latencia de 46 dias a partir
de la penetracion. El tiempo de produccién y viabilidad de las esporas secundarias para causar
infecciones secundarias (periodo infeccioso) para el caso de la moniliasis, es
considerablemente prolongado (hasta siete meses en frutos momificados que quedan en el
arbol) (Phillips-Mora, 2003; Evans, 1981), por lo que el indculo producido en cada uno de los
periodos de produccion se conserva para los periodos proximos. Los conidios en el aire se
presentaron todo el afio por lo que hay in6culo aun sin la presencia de tejido susceptible. Lo
anterior permitio inferir al menos cuatro ciclos de infeccion durante un afio productivo (Figura
3) por lo que la moniliasis del cacao se define como una enfermedad policiclica condicionada

por la fenologia reproductiva (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de la enfermedad moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao (Theobroma

cacao) en Tabasco, México. 2008. Ritmo reproductivo = flujo de amarre de frutos.

El caracter policiclico (n-ciclos de infeccion) de la moniliasis se ve implicado en la forma de

la curva epidémica, la cual a su vez, es determinada por la influencia de la fenologia en el

desarrollo y progreso de la enfermedad. La influencia de la fenologia en un proceso epidémico

es dindmica, lo cual se debe a que la fenologia es un proceso dependiente del manejo, clima y

de los ciclos alternantes productivos del cultivo (Mora-aguilera, G., comunicacién personal).

Si uno de los factores condicionantes principales es la fenologia y esta a su vez es dependiente
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del manejo y el clima, entonces el manejo agronémico y sanitario, asi como la modificacion
del microclima de la plantacion de cacao permite modificar la intensidad y forma de la curva
epidémica. Al respecto, en epidemias de “malformacion del mango”, en dos afios consecutivos
las epidemias tuvieron distinta intensidad y formas de curvas incluso dentro del mismo afio, lo
cual fue atribuido al vigor de la planta, y al manejo agrondmico y sanitario (Noriega et al.,
1999).

La sucesion de curvas que se observa en la epidemia de la moniliasis del cacao y que estan
determinadas por la intensidad de floracién y amarre que se presentan en la misma etapa
reproductiva (fenoldgica) continua, representan relevante importancia como explicacion
biol6gica para un ajuste parcial de la curva en periodos de tiempos correspondientes a cada
ritmo dentro de la misma etapa fenoldgica. Bajo este enfoque una evaluacion parcial de la
epidemia de la moniliasis del cacao permitio obtener tres curvas de epidemias en concordancia

con igual numero de ritmos de amarre de frutos durante el proceso fenoldgico (Figura 5).
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Figura 5. Curvas del progreso temporal de subepidemias de moniliasis (Moniliophthora roreri) del
cacao (Theobroma cacao) y ciclos de infeccién en una parcela con manejo tradicional en Tabasco,

México, durante un afio de produccion. CH = Chilillos (frutos jévenes). (2008-2009).
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La forma de la curva de la epidemia uno fue descrita por el modelo monomolecular (r>= 0.99).
La epidemia dos y tres fueron descritas por el modelo logistico (r’= 0.99 y 0.99,
respectivamente). Las epidemias mostraron una duracion de 84, 154 y 70 dias
respectivamente. Tomando en cuenta el periodo de incubacion, el periodo de latencia, el
periodo infeccioso y la duracion de cada epidemia; la epidemia uno permitié inferir un solo
ciclo de la enfermedad, lo cual fue confirmado por el modelo monomolecular que describi6 la
forma de la curva. El cardcter monomolecular de la epidemia puede estar condicionado por el
tamafo de la poblacién y porque en este periodo la produccion es baja. La epidemia dos
permite inferir dos ciclos y es también confirmado por el modelo logistico respectivo. La
epidemia tres fue la de menor duracion y tuvo un solo ciclo de la enfermedad, aun cuando la
forma de la curva fue logistica, caracteristica de epidemias policiclicas. La duracién de etapas
fenolégicas condiciona la duracion del periodo de incubacion (Mora-Aguilera, G.,
comunicacion personal); en este caso, la reduccion del periodo de maduracion del fruto a
cuatro meses en la tercer epidemia probablemente acorté el periodo de incubacion, y duplicé
la tasa de incremento de la epidemia (b?=0.01594, r* =0.99) con respecto a la epidemia dos (b™=
0.00786, r*> =0.99). También pudo influir el hecho de que la epidemia progresa a través de
infecciones continuas causadas por indculo externo y no por indculo producido dentro de la
misma poblacidn. El efecto del indculo externo es un factor que debe ser tomado en cuenta ya
que también aplica para las otras epidemias.

El estudio de la epidemia ajustada parcialmente a los ritmos fenoldgicos de amarre de frutos
permitié obtener tres subepidemias, mismas que estudiadas de forma independiente poseen
todas las caracteristicas de una epidemia. Las epidemias presentaron formas de curvas
diferentes (monomolecular y sigmoidal) lo cual es de relevante importancia para la toma de
decisiones al disefiar un programa de manejo. Este estudio presenta un nuevo enfoque de una
epidemia anual influida por la fenologia y su manejo en tres subetapas reproductivas para
mejorar el entendimiento de la enfermedad y la eficiencia de su control. Estos resultados
difieren con otros trabajos que se basan en la evaluacion epidémica anual sin un analisis
bioldgico y sanitario especifico de cada uno de los periodos de produccion (Bateman et al.,
2005; Krauss y Soberanis, 2002).
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CAPITULO V.

DISCUSION GENERAL

La moniliasis del cacao (MC) es una de los limitantes mas importantes del cultivo del cacao
en Ameérica (Leach et al., 2002). Su efecto es devastador y ha tenido un gran impacto social y
econdémico en varios paises. Con el reciente reporte de la entrada de la moniliasis en 2005 en
México (Phillips-Mora et al., 2006), la enfermedad alcanzé el limite norte del cacao en
América. La aptitud patogénica y reproductiva de M. roreri y su excepcional capacidad para
sobrevivir en diferentes ambientes, hacen de la moniliasis una fuerte amenaza para la
produccién de cacao en México. La cacaocultura en México dependera de la eficiencia de las

medidas integradas de control y de la habilidad de los productores para aplicarlas.

A cinco afnos del primer reporte de la MC en México, aun se desconoce el comportamiento de
la enfermedad, y se carece de estrategias eficientes de manejo. Estos aspectos fueron
considerados en el disefio de la presente investigacién donde se estudio el desarrollo temporal
de la enfermedad, se evalué un fungicida sistémico y un programa de manejo integrado.

El presente estudio permitio definir tres epidemias durante 2008-2009 en concordancia con
igual numero de etapas fenoldgicas de amarre de frutos que se presentaron durante el afio
productivo. Este es el primer estudio que evalla la moniliasis del cacao tomando en cuenta los
ritmos de amarre de frutos de manera independiente. Otros trabajos se han basado en la
evaluacion anual de la epidemia, sin un analisis especifico de cada uno de los periodos de
produccion (Bateman et al., 2005; Krauss y Soberanis, 2002). La incidencia de la moniliasis
en cada una de las epidemias fue superior al 70%, similar a las reportadas en Costa Rica
(Hidalgo et al., 2003) y Panama (Somarriba y Beer, 1999). La destruccion del 75% de los
frutos de cacao en el estado de Tabasco, confirmé la capacidad patogénica y devastadora de

M. roreri.

La moniliasis del cacao ocurri6 durante 11 meses consecutivos, lo cual indica que las

condiciones favorables para la infeccion son continuas durante todo el afio productivo en
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Tabasco. Las epidemias se asociaron con temperatura fresca (20-26.9 °C) y humedad relativa
mayor a 90 %, 49 dias antes de la aparicion de los sintomas, similar a lo reportado en
Colombia (Merchan, 1981). Lo anterior sugiere que la moniliasis es dependiente de
condiciones microambientales, particularmente aquellas que inducen altos niveles de
humedad. Las epidemias también se relacionaron positivamente con la densidad de esporas de
M. roreri en el aire 38 dias antes de la muerte del fruto, lo cual confirmo el largo periodo de
incubacion de M. roreri reportado por Evans (1981) y Desrosiers y Suarez (1974). Los
conidios en el aire ocurrieron durante todo el afio, con mayor cantidad de esporas en la época
seca (abril-mayo), asociados positivamente con temperatura alta (> 35 °C) y humedad relativa
menor al 60 %, analogo a lo encontrado en Costa Rica por Meléndez y Somarriba (1999). De
acuerdo con Porras (1982) y Gonzalez (1981), temperaturas altas (> 35 °C) y humedad
relativa baja (< 80%) favorecieron la dispersion de las esporas. En el presente estudio la
separacion de tres subepidemias y su asociacién con variables ambientales y fenoldgicas
derivo en las bases bioldgicas para manejar cada una de manera independiente, con acciones

integradas que reducen la incidencia de la moniliasis en cada una de las etapas reproductivas.

La seleccion de fungicidas efectivos contra M. roreri permitiria incorporarlos en el manejo de
la enfermedad (Murillo y Gonzalez, 1984). En el presente estudio, el azoxystrobin inhibié in
vitro la germinacion de conidios y el crecimiento micelial, mostrando asi la capacidad de
restringir el potencial de M. roreri para infectar el tejido de la planta y causar la enfermedad.
También mostré efecto curativo en campo, ya que se aplico en frutos enfermos (< 2 meses de
edad, en etapa temprana de infeccion) y el 55 % se recuperaron de la infeccion. Los frutos
enfermos tratados que alcanzaron su madurez presentaron disminucion en el ndmero de
semillas y fallas en el desarrollo de las mismas, semejante a lo observado por Evans (1981) en
frutos infectados por M. roreri en etapa de chilillo. Este es el primer reporte de la accion

curativa de un fungicida sobre M. roreri.

De acuerdo con Reuveni y Sheglov (2002), el valor de cualquier compuesto quimico como
agente de control para enfermedades depende del modo de accién de la molécula en uno o
mas componentes fisiologicos del ciclo de vida del patégeno, entre otros factores. El

azoxystrobin es un fungicida sistémico (Thomson, 1997) de origen natural con amplio

80



espectro de control (Clough y Godfrey, 1996), presenta actividad translaminar que le confiere
la capacidad de ser absorbido y distribuido localmente dentro del tejido. Inhibe la respiracion
mitocondrial al bloquear la transferencia de electrones al complejo citocromo bc; (Brandt et
al., 1988; Anke, 1995). Esto puede explicar la efectiva accion de este fungicida sobre la
germinacion de conidios, el crecimiento micelial y en la supresion del avance de M. roreri

dentro del fruto en etapa temprana de desarrollo (chilillos).

El control quimico de la MC ha sido poco empleado por ser considerado antieconémico y con
resultados erraticos (Desrosiers y Suarez, 1974; Suarez, 1982; Gonzalez et al., 1983). De
acuerdo con Rios-Ruiz (2004), el uso racional de fungicidas puede ser parte del manejo
integrado de enfermedades. El efecto terapéutico del azoxystrobin mostrado sobre M. roreri
en el presente estudio, lo sefiala para incorporarse en programas de manejo integrado de la

enfermedad.

El manejo integrado evaluado con 50 % de sombra (MIC-50 % de sombra) presenté una
efectividad de proteccion del 90% vy retras6 por 28 dias el inicio de la epidemia. Estos
resultados confirmaron la bondad del enfoque del MIC (Teéliz y Mora, 2007) comparado con
la aplicacion de medidas aisladas ensayadas por Bateman et al. (2005), Krauss et al. (2003), y
Krauss y Soberanis (2002). Los resultados sugieren la conveniencia del manejo independiente
de las tres epidemias con las siguientes medidas de control integrado: reduccién de la sombra
al 50% (arboles de sombra), poda de ramas laterales e internas y reduccion de la altura del
arbol de cacao a 4 m, eliminacién total de frutos en periodo de baja produccién (purga), una
sola aplicacién de azoxystrobin (250 g.i.a.ha™) a frutos menores de dos meses de edad, y
después, tres aspersiones mensuales con hidroxido de cobre (1500 g.i.a.ha™); eliminacion
semanal de frutos enfermos, tratamiento de frutos eliminados y residuos de cosecha con urea
al 15 %, control de maleza, y mejoramiento de drenaje. Estos resultados difieren con otros
trabajos que se han basado en la evaluacion anual de acciones agronémicas contra la
moniliasis, sin un andlisis especifico de las condiciones sanitarias y fenoldgicas de cada uno

de los periodos de produccion (Bateman et al., 2005; Krauss y Soberanis (2002)
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El analisis de las epidemias en una sola curva mostro una epidemia continua durante 11 meses
en la que se observo una sucesion de tres curvas determinada por las variaciones en ritmos de
amarre de frutos. La forma de la curva anual fue descrita por el modelo logistico y la sucesion
de curvas demuestra el efecto condicionante de la fenologia sobre la epidemia. El periodo de
incubacion de la moniliasis ocurrié en 38 dias (desde la penetracion de la espora hasta la
aparicion de manchas necréticas) y la formacion de esporas secundarias ocurrio de 3 a 8 dias
después de la aparicion de la lesion, lo cual permite inferir el periodo de latencia en 46 dias a
partir de la penetracion. El tiempo de produccion y viabilidad de las esporas secundarias para
causar infecciones secundarias (periodo infeccioso) para el caso de la moniliasis, es
considerablemente largo (hasta siete meses en frutos momificados que quedan en el arbol)
(Phillips-Mora, 2003; Evans, 1981), por lo que el in6culo producido en cada uno de los
periodos de produccion se conserva para las proximas épocas de produccion. Los conidios en
el aire se presentaron todo el afio por lo que en el interior de las plantaciones se mantiene
indculo adn sin la presencia de tejido susceptible. Lo anterior permitié deducir al menos
cuatro ciclos de infeccion durante un afio productivo, definiendose la moniliasis de cacao

como una enfermedad policiclica condicionada por la fenologia reproductiva.

La sucesion de curvas observada en la epidemia de la moniliasis del cacao, que estan
determinadas por los flujos de amarre en dicha etapa fenoldgica continua, representan
relevante importancia como explicacion bioldgica para un ajuste parcial de la curva en
periodos de tiempos correspondientes a cada flujo dentro de la misma etapa fenoldgica. Este
enfoque justifica la evaluacion parcial de la epidemia de la moniliasis del cacao en tres

subepidemias, en concordancia con igual nimero de ritmos de amarre de frutos.

Las tres subepidemias, estudiadas de forma independiente, poseen todas las caracteristicas de
una epidemia. Cada subepidemia presenté formas de curvas diferentes (monomolecular y
sigmoidal) lo cual es de relevante importancia para la toma de decisiones al disefiar un
programa de manejo. Este estudio presenta un nuevo enfoque de una epidemia anual influida
por la fenologia y su manejo en tres subetapas reproductivas para mejorar el entendimiento de

la enfermedad y la eficiencia de su control.
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CONCLUSIONES GENERALES

Tres epidemias de la moniliasis se describieron durante el afio de evaluacién, en
concordancia con tres ritmos de amarre de frutos. La incidencia final en cada una de

las epidemias fue superior al 70%.

Las epidemias se asociaron con temperaturas de 20 a 27 °C, humedad relativa mayor a
90%, 49 dias antes de la aparicion de los sintomas y con la densidad de esporas de M.

roreri en el aire, 38 dias antes de la muerte del fruto.

Los conidios en el aire ocurrieron durante todo el afio, con mayor cantidad de esporas
en la época seca (abril-mayo), y asociados positivamente con temperatura mayor a

35°C y humedad relativa menor al 60%.

El periodo de incubacion de la moniliasis ocurrié en 38 dias y el periodo de latencia en

46 dias a partir de la penetracion.

Lo moniliasis del cacao se definié como una enfermedad policiclica condicionada por

la fenologia reproductiva.

El azoxystrobin in vitro inhibi6 el desarrollo micelial y la germinacion de M. roreri. In
vivo permitio la recuperacion del 55% de los frutos infectados en etapas tempranas de

desarrollo.

El MIC-50% de sombra presentd una efectividad de proteccion del 90%, y retardd en

28 dias el inicio de la epidemia.

La separacion de la epidemia anual en tres subepidemias permitié manejar cada una de
manera independiente, con acciones integradas que redujeron la incidencia de la

moniliasis en cada una de las etapas reproductivas.
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