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Resumen

Esta practica empresarial tuvo como objetivo general apoyar al aislamiento y
multiplicacion de Moniliophthora roreri (Cif. Y Par.) Evans et. al. y Phytophthora sp. del cultivo
de cacao (Theobroma cacao L.), en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Federacién Nacional
de Cacaoteros en San Vicente de Chucuri. El primer objetivo se llevé a cabo con tres muestras de
posible Rosellinia sp. dos de estas provenientes del municipio de Rionegro Santander y una del
municipio de San Vicente del Chucuri. Estas muestras fueron procesadas en el laboratorio de
sanidad vegetal de la Federacién Nacional de Cacaoteros, a las cuales se les realizé un
procedimiento de aislamiento directo a un medio de cultivo Agar Nutritivo con extracto de
zanahoria, partir de segmentos de muestras de raiz con posible presencia del patdgeno. Los
aislamientos fueron codificados segun los datos de procedencia de cada muestra, R32, R33 Y
R34, para las cuales R32 y R33 dieron positivo para la presencia de Rosellinia sp. y R34 no
presento la presencia del patdgeno. Para el segundo objetivo se realizé multiplicacion de
Phytophthora sp. y M. roreri. Se utilizé agar PDA para multiplicacion de M. roreri y Agar
Nutritivo con extracto de zanahoria para Phytophthora sp. Para el caso de M. roreri se realizaron
multiplicaciones de 6 cepas diferentes que existian en el laboratorio, de las cuales a cada muestra
se les sac6 10 copias para un total de 60 multiplicaciones y de estas el 56,6% fueron
multiplicaciones efectivas. Para el caso de Phytophthora sp. se trabajé en el mes de febrero con
57 cepas diferentes a las cuales se les realizé 10 multiplicaciones para un total de 570
multiplicaciones entre todas las cepas, de estas se obtuvo un 50,8% de efectividad, en marzo se
trabajé con 57 cepas y 5 multiplicaciones por cada una y se obtuvo un total de 54,38% de
efectividad, en abril se trabajaron 36 cepas con 5 copias por cada cepa y se obtuvo una

efectividad de 61,11%. El tercer objetivo se llevd a cabo en el vivero de Fedecacao y la Granja
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Villa Ménica, en los cuales se brindé apoyo a labores como toma de datos de ensayos de campo,
actividades se cosecha y montaje de ensayos. Al igual que la construccion desde casa del manual
de los procesos que se llevan a cabo en el Laboratorio de Sanidad Vegetal y el disefio y
construccion de un articulo referente a la moniliasis del cultivo de cacao para el peridédico

Colombia Cacaotera.
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Capitulo 1
1. Introduccién
En Colombia, el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.), va tomando fuerza afio tras afio,
se espera que la produccion en el pais aumente significativamente en el mediano plazo, es uno de
los sistemas productivos con mayor proyeccion en el pais, es una fuente de generacién de nuevas
oportunidades para los campesinos y esta siendo utilizado para sustituir cultivos ilicitos, ademas
es amigable con el medio ambiente y encaja muy bien en programas de establecimiento y

proteccion de bosques tropicales (Gomez & Martinez, 2017).

Los departamentos que representan la mayor cantidad de area sembrada en el pais se
encuentran distribuidos asi Primer lugar Santander con 51.500 hectareas, con un 31,6%; seguido
de Narifio con 14.400 y el 8,7%; y Norte de Santander con 13.300 hectareas y el 8,2%. El cultivo
de cacao tiene como principales productores los departamentos de Santander con 22,424
toneladas, Arauca 5,629 toneladas, Huila 3,787 toneladas, Antioquia 4,391 toneladas, Tolima
3,547 toneladas, Narifio 2,876 toneladas y Norte de Santander 1,814 toneladas, siendo Santander

el mayor productor a nivel nacional (Federacion Nacional de Cacaoteros, 2017).

El cultivo de cacao en Colombia cuenta con una serie de limitantes que no permiten el
correcto desarrollo de este, dentro de estas limitantes encontramos la aparicién de enfermedades,
en las cuales se encuentran la moniliasis (Moniliophthora roreri Cif. Y Par.) Evans et. al., la
mazorca negra (Phytophthora sp.) y la escoba de bruja (M. pernisiosa), entre otras. La posible
presencia solo de moniliasis puede llegar a generar pérdidas de hasta un 40% aunque esto va
relacionado con las caracteristicas agroecoldgicas de la zona en donde se tenga sembrado el

cacao, la incidencia de la enfermedad y el mal manejo de las plantaciones pueden generar
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pérdidas de un 100%. Por esto en Colombia se considera la mas importante de las enfermedades

(Suéres & Hernandez, 2010).

Para el aislamiento de M. roreri, se utilizan fragmentos de mazorcas que presentan
sintomas y signos de la enfermedad. Sin embargo, debido a la presencia de infecciones mixtas en
ocasiones se detectan microorganismos contaminantes que limitan la eficiencia del aislamiento.
Evans (1981), describié un procedimiento para lograr el aislamiento directo de M. roreri a partir
de conidios localizados en la superficie de las lesiones de frutos enfermos. De igual forma, otros
autores como Evans et al. (2003) mencionan el aislamiento a partir de colocar fragmentos de
frutos directamente en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA). Sin embargo, estos autores
no describen un protocolo detallado que defina las variedades de cacao, los sintomas y signos
que deben seleccionarse, las condiciones necesarias para lograr el aislamiento monospérico, las
condiciones de incubacion para el crecimiento y conservacion de los aislados ni definen las

aplicaciones de su propuesta (Carrera, Mosquera, & Leiva, 2014).
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Capitulo 2

2. Problema

2.1. Planteamiento del problema

En Colombia, el cultivo de cacao ha venido tomando importancia desde los factores
econdmicos, social y ambiental. Cerca de unas 25.000 familias se han visto beneficiadas gracias
al cultivo de cacao y la mayoria de estas llevan la cadena productiva como un proceso de
economia campesina. Algunos factores de manejo del cultivo como lo son la siembra, manejo de
enfermedades y en especial la moniliasis causada por M. roreri, podrian generar pérdidas que
varian entre un 40% y 100%, por lo cual la ubica como el factor limitante mas importante dentro
del cultivo. La presencia de esta enfermedad dentro de las plantaciones, ha hecho que las
producciones de cacao en los ultimos 10 afios presenten disminuciones significativas para los
productores y que para el aio 2010 el pais colombiano perdi6 cerca del 40% de sus producciones
anuales, lo que para ese entonces equivaldria a unas 28.000 toneladas de grano comercial y por
ello Colombia se vio en la necesidad de realizar importaciones de cacao desde otros paises como

ecuador (Federacion Nacional de Cacaoteros, 2010).

Dentro del cultivo de cacao, la moniliasis puede llegar a afectar solo el fruto y
Phytophthora sp. puede llegar a afectar todos los 6rganos de la planta, aunque es en el fruto que
tiene mayor importancia econdémica y productiva. El proceso de infeccion de M. roreri dentro del
fruto se puede dar cualquier momento del desarrollo de este, desde pepinos hasta mazorcas
grandes, pero es en los pepinos que se encuentran en etapa inicial que se presentan con mayor
frecuencia la aparicion de la enfermedad. La sintomatologia que se evidencia por fuera de los
frutos se puede conocer por la observar la presencia de puntos aceitosos pequefios y circulare y

deformaciones en los frutos pequefios denominadas “Gibas” (Jaimes & Aranzazu, 2010).
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El departamento de Santander es el mas productivo a nivel nacional con 51.500 hectéreas
sembradas y una produccion anual de 22.424 toneladas (Federacion Nacional de Cacaoteros,

2016).

El municipio de San Vicente del Chucuri es el mas productor en el pais colombiano, por
tal motivo nace la necesidad de la federacion nacional de cacaoteros de crear un espacio en el
cual se puedan aislar y multiplicar los principales patdgenos que causan pérdidas econdmicas del
cultivo de cacao, con el fin de buscar alternativas de control contra estas problematicas que se
presentan en gran parte del territorio nacional. Este proyecto propone principalmente apoyar
técnicamente a FEDECACAO en el aislamiento y la multiplicacion cepas de M. roreri y
Phytophthora sp. patdgenos que afectan el cultivo de cacao en las diferentes zonas del pais, con
el fin de crear un banco de cepas de estos microorganismos y a partir de estas mismas empezar a
realizar estudios en laboratorio de sanidad vegetal de la federacion nacional de cacaoteros en el
municipio de San Vicente del Chucuri con el fin de buscar alternativas de control ante estas

enfermedades que causan grandes pérdidas econdmicas y productivas en los cacaoteros del pais.
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2.2. Justificacion

El aislamiento y multiplicacion de las cepas de M. roreri y Phytophthora sp. patdgenos
que afectan el cultivo de cacao en las distintas zonas productivas a nivel nacional, permitira
realizar estudios de identificacidon de estos patdgenos y a su vez empezar a trabajar en la
posibilidad de desarrollar algunas alternativas de control para mitigar los problemas

fitosanitarios que estas causan en los cultivos de cacao.

Merchan (1981), sefiala que hasta el momento el manejo de la moniliasis y otras
enfermedades que afectan al cultivo de cacao ha sido principalmente por métodos genéticos con
variedades que sean tolerantes a las enfermedades y por medio quimico, aparte de las labores

culturales del cultivo, por lo tanto, hay que buscar otras alternativas como un control bioldgico.

El aislamiento de las cepas de estos hongos causantes de enfermedades en los cultivos de
cacao del pais, permitira dar un aporte cientifico sobre la diversidad de cepas presentes en el
pais, a su vez permitira el inicio de programas y ensayos de campo que permitan buscar
alternativas de control contra estas enfermedades que causan grandes pérdidas econdémicas a los

productores.
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Capitulo 3

3. Objetivos
3.1. Objetivo general
Apoyar técnicamente procesos de aislamiento y multiplicacion de M. roreri y
Phytophthora sp. del cultivo de cacao en instalaciones del laboratorio de sanidad vegetal, asi como

otras tareas de la Federacion Nacional de Cacaoteros.

3.2. Objetivos especificos
e Aislar cepas de M. roreri y Phytophthora sp. en el laboratorio de sanidad vegetal de la
Federacion Nacional de Cacaoteros.
e Multiplicar aislados de M. roreri y Phytophthora sp. en condiciones de laboratorio.
e Colaborar con otras tareas en el laboratorio de sanidad vegetal y en actividades de campo

a solicitud de la federacién nacional de cacaoteros.
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Capitulo 4

4. Marco contextual
4.1. Federacion Nacional de Cacaoteros (FEDECACAOQ)

La Federacidon Nacional de Cacaoteros es una entidad que su principal dedicacion es la
transferencia de tecnologia, la comercializacion y procesos de investigacion con el fin de
optimizar las producciones del cultivo de cacao y con ello las condiciones de vida de los
productores. La oficina central de esta organizacion se encuentra en la ciudad de Bogota

departamento Cundinamarca (Sociedad de Agricultores de Colombia SAC, 2013).

Esta organizacion tiene como fin satisfacer necesidades de la comunidad CACAOTERA
mediante el desarrollo de servicios, productos y proyectos para el desarrollo productivo y social

del CACAOCULTOR vy la proteccion del medio ambiente.

El desarrollo de esta practica empresarial se llevé a cabo en el departamento de
Santander, municipio de San Vicente De Chucuri, donde se contd con el apoyo de la Federacion

Nacional de Cacaoteros.

Puntualmente esta practica empresarial se desarrollé en el departamento de Santander,
municipio de San Vicente de Chucuri, Carr. 13 No. 11 - 71 Barrio el Centro, en las instalaciones
de FEDECACAO, en la cual se encuentra el laboratorio de sanidad vegetal, ubicado en el casco

urbano del municipio.
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Capitulo 5

5. Marco teérico
5.1 Importancia del cacao.

En Colombia, el cultivo de cacao normalmente se implemente en parcelas pequefias o
medianas, en las cuales se tienen en promedio 3,3 ha por cada agricultor, este cultivo de cacao se
ha convertido en su principal fuente de subsistencia del cual este recibe cerca del 75% de sus
ingresos. A pesar de todo esto el cultivo de cacao necesita de buena mano de obra por parte de
los agricultores y se estima que de la produccién de cacao viven cerca de 35.000 familias (SIC,
2011).

Colombia, cuenta con 4 regiones en la cuales se puede llevar a cabo la produccion de
cacao, estas tienen caracteristicas agroecologicas diferentes entre ellas y se han nombrado asi:
Zona de bosque htimedo tropical (BTH) comprendida por los departamentos Arauca, Meta,
Casanare, costa Pacifica Narifiense, Uraba, y Bajo Cauca. Valles interandinos secos (VIS) en los
cuales estan el departamento del Huila, valle del cauca, algunas zonas de valle del Zulia, Tolima
y la costa atlantica. Zona andina (ZA) en la cual estan los departamentos de Santander,
Cundinamarca, Antioquia, Quindio, Caldas, Risaralda y Boyacéa, donde se concentra cerca del
50% de las unidades productivas, donde el cultivo de cacao posee alto impacto social
(Federacion Nacional de Cacaoteros, 2016).

El departamento de Santander cuenta con varios municipios que se dedican a la
produccidn de cacao, en donde los principales productores son San Vicente del Chucuri y
Carmen de Chucuri, en los cuales se presentan caracteristicas agroclimaticas que favorecen un
buen desarrollo de las plantaciones de cacao y por ende obtener muy buenas producciones.

(Oliveros, 2013).
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5.2 El cultivo de cacao (Theobroma cacao L).

El &rbol de cacao es perenne y este se puede encontrar de manera natural en algunos
bosques ubicados en américa del sur, en algunas regiones del amazonas y Orinoco. Algunas
tribus indigenas pertenecientes al sur y centro de América tenian conocimiento del cacao antes
de que llegaran los espafioles al continente y estos lo utilizaban con varios fines para su beneficio
y por el gran valor que tenia en la época era utilizado por tribus como las Chichimecas, Toltecas
y Aztecas como moneda de cambio (Rojas & Sancristan, 2013).

El cacao se constituye como el alimento mas completo por su poder energético, su aporte
de minerales, vitaminas, fibra, sustancias estimulantes. En paises desarrollados, hace parte de la
dieta cotidiana familiar al lado de frutas, carnes, cereales y verduras. Los mayores niveles de
produccion del cacao se van hacia las empresas de chocolateria la cual cuenta como materia
prima y esto ayuda a una gran generacion de empleos en el pais, asi como también la
industrializacion del cacao (Federacion Nacional de Cacaoteros, 2017).

5.2.1. Clasificacion taxonomica.

El cultivo de cacao se encuentra dentro del reino vegetal, pertenece a la division
Magnoliophyta y a la clase Magnoliopsida, pertenece al orden de las Malvales y se encuentra
dentro de las plantas pertenecientes a la familia Malvaceae, su género es Theobroma y se conoce

con el nombre cientifico de Theobroma cacao L (1953).

5.2.2. Requerimientos del cultivo

Las condiciones climaticas mas importantes para tener en cuenta al momento de sembrar
cacao son la temperatura y la lluvia, como también disponibilidad de luz y el viento. El cultivo
de cacao normalmente se desarrolla muy bien en condiciones de sombreado y esto hace que la

humedad relativa dentro del cultivo también sea de vital importancia ya que esta relacionada



21

directamente con dar las condiciones favorables para aparicién de algunas enfermedades
limitantes del cultivo (Ortiz, 2013).

Al factor temperatura se le debe dar mucha importancia ya que este va relacionado
directamente con todos los procesos productivos como la floracién, desarrollo y fructificacion de
los frutos. Se estima que la temperatura media a lo largo del afio debe ser de aproximadamente
25°C y que si se tienen bajas temperaturas se ven afectados procesos de crecimiento vegetativo,
desarrollo de los frutos y disminuye la capacidad de produccion de flores, al igual la temperatura
ayuda a que las raices tengan mejor rendimiento y una buena generacién de brotes nuevos por
parte de las plantas de cacao. La temperatura 6ptima para el cultivo debe ser como minimo 23°C
y maximo 32°C (Paredes, 2003).

El cultivo de cacao requiere cantidades de agua que van entre los 1500 a 2500 mm en las
zonas bajas y célidas, de 1000 a 1500 mm en las zonas mas altas o frescas. Normalmente se
tienen en la mayoria de zonas productoras de cacao en el mundo que las precipitaciones son
mayores a la evapotranspiracion que se ejerce por el cultivo y por ello se hace necesario que los
suelos cuenten con un sistema de drenaje bueno para evacuar los excesos de agua (Federacion
Nacional de Cacaoteros, 2016)

También hay que tener en cuenta como estan distribuidas las lluvias durante los meses
del afio, ya que esto puede influir en caso tal de que haya mucha o poca cantidad de agua.
Ejemplo, en caso tal de que una época seca sea constante, esto podria generar que la cosecha se
de en periodos cortos, pero si el cultivo se encuentra en zonas donde las lluvias son frecuentes se
pueden tener cosechas constantes durante el afio, pero con dos o tres picos de produccién sin que

estos sean tan altos (Johnson, Bonilla, & Castillo, 2008).
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Un correcto sombrio sobre el cultivo es otro factor importante, ya que se estima que el
nivel de sombrio adecuado para el buen desarrollo de las plantaciones de cacao van entre los 50
y 70% en estado de plantulas, pero en las plantas adultas y cacaotales grandes se cree que las
cantidades de sombrio necesarias para el buen desarrollo del cultivo va entre el 25% y 35%
(Johnson, Bonilla, & Castillo, 2008).

Las especies mas empleadas para el sombrio transitorio en el cultivo de cacao son las
muséaceas (platano, banano) y las guabas (Ingas) para sombras permanentes. Actualmente en los
nuevos establecimientos de cacaotales nuevos se esta buscando implementar la utilizacion de
nuevos arboles maderables que le suministren el sombrio a las platas de cacao, entre estos estan
(laurel, cedro, cenizaro y terminalia) y/o frutales (citricos, aguacate, zapote, arbol del pan,
palmera datilera, etc.) (Zorrilla & Perez, 2017).

El tipo de suelo y las caracteristicas fisicas y quimicas de donde se tienen las plantaciones
también juegan un papel importante sobre el cultivo, ya que en momentos de altas
precipitaciones se puede generar escorrentia y generar erosion del suelo por la corriente de aguas
y a su vez dejando al descubierto las raices y ocasionando problemas sanitarios para estas, lo que
conlleva al mal desarrollo y crecimiento de las plantas. Para que el cultivo de cacao presente
buenos rendimientos se recomienda que las caracteristicas de suelo sean las siguientes:

e 60 cm de profundidad minima y hasta 1,8m.
e Francos, franco-arenoso, franco-arcilloso.

e 10%-60% de porosidad.

e pH de 6-7.

e MO>3%

e Relacién C/N minimo 9. (I11ICA, 2017).
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5.2.3. Enfermedades del cultivo de Cacao

5.2.3.1. Moniliasis del cacao: La moniliasis del cacao es una enfermedad de importancia
econdmica en el cultivo, su agente causal es Moniliophthora roreri (Cif. Y Par.) Evans et. al. y
es conocida en el mundo con numerosos nombres, que en su mayoria rinden alusion a la
sintomatologia externa e interna que muestran los frutos: “Pudricion Acuosa”, “Helada”,
“Mancha ceniza”, “Mal de nievas”, “Enfermedad de Quevedo” en referencia a su lugar de
aparicion (Evans, 1986).

M. roreri es un hongo que se encuentra dentro del reino Fungi, Filo Basidiomycota, Clase
Agarycomicetes, Orden Agaricales, Familia Marasmiaceae, género Moniliophthora y especie
Moniliophthora roreri. La capacidad de invadir nuevas areas de M. roreri, ha generado que se
detecte la presencia en 13 de los 21 paises del mundo que cultivan cacao, todos ubicados sobres
la franja ecuatorial tropical, a diferencia de zonas como la regidn nororiental de Venezuela y
Brasil (Martinez, 2015).

La moniliasis aparecio a comienzos de siglo en la parte norte de América del Sur. Fue
descubierta en Surinam en 1915 y en la provincia Los Rios (Ecuador) en 1916. En 1978 aparecio
en Costa Rica en la zona atlantica. En Colombia en 1917, parte de Venezuela en 1941, Panama
1956, Nicaragua 1980, Honduras 1997, Guatemala en 2002, México (Chiapas — Tabasco) y
Belice 2004 (Phiillips & Mora, 1986).

5.2.3.2. Morfologia y fisiologia. Martinez (2015), argumenta que M. roreri, es un hongo
hemibidtrofo, debido a que posee una etapa bidtrofa y una necrotréfica. Evans (1978),
mencionan posibles estados anamorfo y teleomorfo del hongo, basados en sus asociaciones como
C. perniciosa, ahora llamada M. perniciosa, sin embargo, recientemente se han reportado

evidencias del estado mei6tico de las esporas de Moniliophthora roreri Evans et. al.,
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proponiendo una fase sexual producto de una divisién mei6tica durante la fase de formacion de
esporas y germinacion, dando lugar a hifas infectivas monocaridticas durante la etapa
intercelular y biotréfica, donde seguramente una sefial no identificada asociada con la edad del
fruto, estimula la transicién a la fase diploide necrotrofica del hongo, la cual induce los sintomas
de mancha caracteristicos de los frutos de cacao.

5.2.3.3. Ciclo de vida de M. roreri. El hongo empieza su ciclo de vida generalmente en
época seca, cuando los frutos esporulados dan inicio a la propagacién de las estructuras
reproductivas del hongo (esporas), esto gracias al viento, movimientos del arbol a causa de
acciones de poda o cosecha de frutos. Normalmente no son tan necesarias para que el indculo de
inicio al proceso de infeccidn, las esporas solo con un poco de rocié o humedad del ambiente
tienen para que pueda darse la infeccidn, por esto en algunos paises que sus épocas de sequia
durante el afio son constantes se dan estos procesos infecciosos por parte del hongo (Evans,
1981).

El proceso de infeccion solo lo producen las estructuras reproductivas del hongo
(conidios), ya que el micelio no posee esta capacidad. la germinacion se inicia al cabo de dos y
se completa entre seis y siete horas después (Merchan, 1981).

Phillips-Mora (1986), indica que M. roreri no tiene la necesidad de que haya heridas ya
sean producidas por insectos o heridas mecénicas en las mazorcas para poder iniciar su proceso
de infeccion. Suarez (1972), afirma que la infeccion del hongo sobre los frutos se puede realizar
en cualquier edad de estos, pero los frutos jovenes son los que son mas propensos a los ataques.
Los primeros sintomas de la enfermedad sobre los frutos son muy variables y esto depende

principalmente por la edad que presentan los frutos dentro de un mismo cultivar.
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Arénzazu y Cubillos (1977) Obtuvieron que, cuando se realiza inoculacién a frutos con
edades distintas, la aparicion de los primeros sintomas se evidencia entre los 54 y 78 dias
después de haber realizado la inoculacién.

Evans (1986), dice que el periodo de tiempo que pasa cuando la espora del hongo se
posesiona sobre la superficie del fruto, hasta que se evidencie las primeras necrosis es de entre
45 a 90 dias.

Chagua (1997), determino que el periodo de tiempo que transcurre desde que la espora
del hongo inocula a la mazorca, hasta que se evidencian las primeras manchas necroticas varia
entre 47 a 76 dias y que esta variacion de tiempo en la aparicion de la mancha necrotica se debe
principalmente a la edad que tenga el fruto infectado.

Para que pueda aparecer el estroma del patdgeno, se tienen que dar entre 1a 4 dias y la
visibilidad de la esporulacion entre 2 a 7 dias (Chagua, 1997); en contraste Sotomayor (1965),
menciona que el micelio se observo entre los 3 'y 9 dias después del primer sintoma de necrosis,
y la esporulacion entre los 3 y 4 dias después del micelio. El periodo vegetativo de la moniliasis
es un tema de mucha controversia entre los diferentes estudiosos, que realizan sus ensayos bajos
distintos sistemas agroecoldgicos y con diferentes estructuras poblacionales del patégeno
(Sotomayor, 1965).

5.2.3.4. Mazorca parda: Es una enfermedad causada por el patégeno Phytophthora sp.,
este es uno de los patdgenos que mas limita la produccién de cacao en algunas zonas del mundo,
debido a las considerables pérdidas que origina en el rendimiento del grano en zonas de gran
produccién como el centro y occidente de africa, principales productores del 70 % de la
produccién mundial de cacao. Este impacto negativo en las principales regiones productoras del

mundo origina pérdidas en todo el mundo de un 30 % y hasta el 10% de arboles muertos,
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mermas que se pueden incrementar en presencia de factores como la alta humedad en el suelo y
en el ambiente (Gregory & Madisson, 1981).

Phytophthora sp. comprende un grupo de patdgenos que pueden llegar a afectar el cultivo
de cacao. El género Phytophthora pertenece al Reino Chromista, Division Oomycota, Clase
Phycomycetes, Subclase Oomycetes, Orden Peronosporales, Familia Pythiaceae. EI nombre del
patdgeno causante de esta enfermedad es P. palmivora, debido a su distribucion a nivel mundial,
aunque muchas son las especies del patdgeno identificadas que causan la enfermedad en
diferentes regiones productoras en el mundo. Es asi como P. megakarya es considerada la
especie més destructiva y esta limitada al continente africano; P. capsici y P. citrophtora estan
presentes en América Central y Suramérica. No obstante, P. capsici también ha sido encontrada
en Camerdn (Africa); P. citrophthora existe en Brasil ; P. hevea en Malasia y México; P.
megasperma en Venezuela y Cuba y P. arecae en Asia (India y Sri Lanka) (Kellam & Zentmyer,
1981).

Son un grupo de organismos miceliales pertenecientes al reino Chromista, segun Dick
(2001) son un grupo aparte de los hongos verdaderos y tienen una linea evolutiva diferente y
Unica que los caracteriza y deferencia de los hongos normales. El caracter unificador del reino
Chromista es el flagelo anterior de tipo oropel, el cual porta dos filas de vellosidades tubulares
tripartitas y que esta presente en el aparato flagelar heteroconto de las zoosporas (Dick, 2001).

La infeccidn por Phytophthora sp. puede ocurrir en cualquier parte del fruto y en
cualquier etapa de su desarrollo, aunque normalmente se observa en las partes extremas de los
frutos, que son las zonas en donde poseen mas agua estos, y en frutos maduros, que son los mas
susceptibles. Los primeros sintomas de la enfermedad se desarrollan bajo condiciones de alta

humedad y se manifiestan aproximadamente después de pasadas 30 horas desde que se dio el
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proceso infeccioso, como pequefias manchas en la superficie de los frutos de apariencia acuosa.
Las lesiones necrdticas de color café (pardo) se desarrollan rapidamente y en condiciones de alta
humedad entre 3 y 5 dias después la aparicion de los primeros sintomas. Sobre la superficie de la
lesion se puede observar la presencia de un crecimiento pulverulento de poca densidad a causa
del micelio y los esporangios del patégeno. Por dentro del fruto la velocidad de avance de la
enfermedad es la misma que se evidencia en la parte de afuera o externa. La lesidn crece
rapidamente y llega a cubrir la totalidad de la superficie del fruto y los tejidos internos,
incluyendo los granos, en un periodo aproximado de 10 a 14 dias. El borde de la lesion avanza
aproximadamente 12 mm por dia y se caracteriza por tener limites bien definidos. En frutos de
mas de tres meses, las infecciones generalmente inician en la punta o en el pedunculo de la
mazorca; y al ser infectada, también se asocia con un fuerte olor a pescado (Drenth & Guest,
2014).

Las mazorcas enfermas permanecen en el arbol y contindan produciendo inoculo, por un
tiempo de mas o menos tres afos, hasta su completa momificacion (pérdida de agua en los
tejidos). En condiciones de alta humedad, una mazorca enferma puede llegar a producir hasta
cuatro millones de esporangios. (Dick, 2001).

En Colombia aln no se tienen reportes claros de la identificacion de cuél o cuales son las
especies causantes de la enfermedad. A la fecha, aln se desconocen aspectos relacionados con la
diversidad genética, biologia, fisiologia, asi como con la epidemiologia, que permitan en un
futuro contar con el conocimiento necesario para generar diferentes estrategias de control que
puedan ser incorporadas dentro de un programa de manejo integrado de la enfermedad, a fin de
incrementar la eficiencia del control y la rentabilidad del cultivo de cacao en el pais

(CORPOICA, 2015).
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5.2.3.5. Llaga estrellada. La llaga estrellada es una enfermedad que afecta las plantas de
cacao, principalmente en su sistema radicular. El agente causal de esta enfermedad es el hongo
Rosellinia pepo Pat. El patdgeno causa la muerte de los arboles en su etapa productiva,
ocasionando pérdidas econdmicas para el productor y dejando areas improductivas por largo
tiempo (Villegas, 1996).

La enfermedad se desarrolla en forma de focos, tomando primero un pequefio nimero de
arboles. El hongo se establece inicialmente en las raices secundarias, razon por la cual la
invasion del sistema radical es lenta pero progresiva. Una vez el hongo se establece en los tejidos
del cuello del arbol, se presenta un debilitamiento y posterior amarillamiento del follaje y una
ausencia de emision de brotes nuevos; después de algunas semanas el arbol muere. Las hojas se
tornan de un color rojizo y quedan adheridas por varias semanas (Villegas, 1996).

Para hacer un buen y correcto diagnostico para la presencia de la enfermedad hay que
tener en cuenta las caracteristicas que presenten los signos del hongo en las raices de los arboles,
los cuales se presentan como cordones miceliales o rizomorfos. Las caracteristicas conocidas del
patogeno, tales como, facil diseminacion, el amplio rango de hospedantes, y el escaso
conocimiento acerca de las caracteristicas biolégicas y bioquimicas, hacen que esta enfermedad
sea dificil de manejar. Por tanto, es necesario generar informacion acerca de algunos aspectos
biolégicos y morfolégicos que permitan de una forma acertada y confiable disefiar estrategias

para un control (Salazar & Aranzazu, 1998).
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Las siguientes son las normas ambientales especificas que se tendran en cuenta en esta

pasantia de investigacion:

Resoluciéon ICA No. 00003973 de (14/04/2016) por la cual se reglamenta la Licencia

Fitosanitaria para la Movilizacién de Material VVegetal en el territorio nacional.

RESOLUCION No. 00150 (21 ENE 2003) Por la cual se adopta el Reglamento Técnico

de Fertilizantes y Acondicionador es de Suelos para Colombia.

Decreto 775 del 16 de abril de 1990 del Ministerio de salud Por el cual se reglamentan
parcialmente sobre uso y manejo de plaguicidas.

RESOLUCION No. 03759 (16 diciembre de 2003) Por la cual se dictan disposiciones
sobre el Registro y Control de los Plaguicidas Quimicos de uso Agricola.

Articulo 2: Régimen Aplicable al Uso y Manejo de Plaguicidas. El uso y manejo de
Plaguicidas estaran sujetos a las disposiciones contenidas en la Ley 09 de 1979, el
Decreto 2811 de 1974, Reglamento Sanitario Internacional, las demas normas
complementarias previstas en el presente Decreto y las que dicten los Ministerios de
Salud y de Agricultura o sus institutos adscritos

ACUERDO No. 186 Que compila y actualiza el reglamento académico estudiantil de

pregrado de la Universidad de Pamplona.

Capitulo VI. TRABAJO DE GRADO

ARTICULO 36.- Modalidades de Trabajo de Grado: El Trabajo de Grado, puede desarrollarse

en:
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e Préctica Empresarial: comprende el ejercicio de una labor profesional del estudiante
en una empresa, durante un periodo de tiempo. Cuando el estudiante seleccione esta
modalidad, debera presentar al Director de Departamento el anteproyecto, que debe
contener: nombre de la empresa, descripcion de las caracteristicas de la empresa,
objetivos de la préctica, tipo de préctica a desarrollar, tutor responsable de la préctica
en la empresa, cronograma de la practica, presupuesto (si los hubiere) y copia del
convenio interinstitucional Universidad — Empresa o carta de aceptacion de la
empresa. Convenio de cooperacion para el desarrollo de practicas profesionales No.
0209 de 2018 celebrado entre la Federacion Nacional de Cacaoteros (FEDECACAO)

y la Universidad de Pamplona.

Capitulo 7.

7. Metodologia
Para lograr los objetivos de esta Practica Empresarial, que tuvo como fin apoyar
técnicamente al Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Federacion Nacional de Cacaoteros
ubicado en el casco urbano del municipio de San Vicente del Chucuri, se establecieron

actividades para dar respuesta a cada uno de los objetivos especificos.

Descripcion del area de estudio

San Vicente de Chucuri cuenta con una extension territorial de 1.195.41Km cuadrados;
con latitud norte de 6°52°7", longitud oeste de 73°24°46"; Hace parte de la provincia de Mares
del departamento de Santander, presenta una altura de 692 MSNM y un clima promedio entre los

13y 27°. Geograficamente limita por el Norte con Barrancabermeja y Betulia; por el Oriente con
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Zapatoca, Galan y Hato, por el Sur con Simacota y por el Occidente con Simacota y

Barrancabermeja.

Esta practica empresarial, se llevo a cabo en el transcurso de los meses de enero hasta
mediados de mayo en las instalaciones del Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Federacion
Nacional de Cacaoteros, en el cual existen los equipos y materiales de laboratorios aptos para
que se pudiera desarrollar exitosamente la préctica. Se realizé un recorrido por las instalaciones
del laboratorio en el cual se pudo identificar las instalaciones y equipos con los que cuenta el
laboratorio, al igual se recibié por parte de la encargada del programa de investigacion de
FEDECACAO una induccién en la cual se dieron a conocer todos los procesos que alli se

llevaban a cabo.

7.1 Aislamiento de cepas de M. roreri y Phytophthora sp. en el Laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Federacion Nacional de Cacaoteros.

7.1.1. Recepcion de muestras de campo.

Se recibieron 3 muestras de material vegetal proveniente de varios sectores del pais

productores de cacao, las cuales se les realizo un marcaje de acuerdo a:

Fecha de recoleccion en campo que traian en la etiqueta.
e Fecha de ingreso al laboratorio.

e Nombre de la finca en que se realizé la toma.

e Metros sobre el nivel del mar (msnm)

e Nombre del posible patogeno que esté afectando.

e Nombre del duefio de la finca.

e Enumeracion de la muestra.

Se llevé un registro con un balance mensual de las muestras recibidas, de las procesadas.
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7.1.2. Procesamiento de las muestras.

El procesamiento de las muestras recibidas de campo se realizo en el Laboratorio de
Sanidad Vegetal de la Federacién Nacional de Cacaoteros, en el cual se llevaron a cabo los
procedimientos y preparacion de medios de cultivo correspondientes para lograr aislar cada

patdgeno.

Para el aislamiento M. roreri y para Rosellinia sp. se siguié el mismo procedimiento el

cual consintié en:

1. Se obtuvieron pequefios segmentos del fruto de cacao para el caso de M. roreri y
segmentos pequefios de raiz para el caso de Rosellinia sp. con parte enferma 'y
sana mediante la utilizacion de cuchillas y sacabocados.

2. Estos segmentos se lavaron con agua corriente y jabon durante 15 minutos.

3. Se tomaron los fragmentos de tejido y luego se colocaron en un erlenmeyer de
100 mL de capacidad con aproximadamente 80 mL de agua ozonizada. Se agitd
vigorosamente durante 5 minutos y luego se decanto.

4. Se repitio durante 3 veces el paso anterior con el fin de generar una mejor asepsia
de los fragmentos.

5. Los fragmentos se desinfectaron con alcohol al 70% durante 2 minutos, para
otros casos se utilizé hipoclorito durante el mismo tiempo.

6. Para algunos casos se volvieron a lavar los fragmentos nuevamente con agua
ozonizada con el fin de eliminar excesos de alcohol o hipoclorito, para otros
casos no.

7. Luego se colocaron los fragmentos en papel filtro para eliminar los excesos de

humedad, esto dentro de la cabina de flujo laminar.
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8. Para los pocos aislamientos realizados no se realizaron cdmaras himedas, sino,
que se realizo la siembra directa de tejido (fragmentos) en los medios de cultivos
ya preparados.

9. Para los dos patdgenos se realizd la siembra directa en el mismo tipo de medio de
cultivo (PDA).

10. Las cajas de Petri una vez selladas se les asigné un cddigo de una letra y nimero
que correspondia con los datos de la muestra (finca, niUmero de la muestray la
fecha de la recoleccion).

11. Las cajas de Petri enmarcadas se colocaron en diferentes incubadoras a unos
28°C que les suministraban las condiciones para el crecimiento del patogeno.

12. Visualmente después de una semana se procedio a realizar un anélisis de las cajas

sembradas, las que presentaban grandes contaminaciones fueron descartadas.

Se llevé un registro con un balance mensual de las muestras recibidas y de las que fueron

procesadas.

7.2. Multiplicacion de aislados de M. roreri y Phytophthora sp. en condiciones de
laboratorio

La multiplicacion de estos patdgenos se realizé mediante “pases”, los cuales consistieron
en pasar de una caja con medio de cultivo y presencia del patdgeno y baja contaminacion, a otra
caja con medio de cultivo nuevo. Esto se realizé utilizando cajas de Petri con el patégeno que
tuvieran contaminacion baja, de estas cajas con un pitillo ya esterilizado se realizaron
perforaciones a las zonas donde no se evidenciara la contaminacién pero si la presencia del
patdgeno, luego con un palillo se tomaron estos fragmentos de medio de cultivo con el patdgeno

y se pasaban al medio de cultivo nuevo, para el caso de Phytophthora sp., se utilizé Agar
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Nutritivo con Extracto de Zanahoria y para M. roreri se utilizo el agar PDA. Este proceso se
realizo en la cabina de flujo laminar y con la ayuda de un mechero de alcohol, una vez hecho el
pase las cajas se sellaron con vinipel y se les codificd con el codigo de la caja madre de donde se

obtuvo la muestra inicial.

Se realizd un balance mensual de los aislados de Phytophthora sp. a los que se realizd
multiplicacion con el fin de obtener cajas puras de estas muestras. Para el caso de Phytophthora
sp. se utilizé un medio de cultivo especifico que se maneja en el laboratorio para este patdgeno y
fue el Agar Nutritivo con Extracto de Zanahoria, ya que a lo largo del tiempo es el que ha

funcionado bien para multiplicaciones de Phytophthora sp.

Para la multiplicacion de estos patdgenos se llevé a cabo la preparacion de dos medios de

cultivos con los cuales trabaja principalmente la Federacion Nacional de Cacaoteros.

Figura 1. Caja madre con presencia y cortes de Phytophthora sp. (A); Pase de fragmento con
muestra de Phytophthora sp. a nuevo medio Agar Nutritivo con Extracto de Zanahoria (B).

Fuente: Santos, 2020.
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7.2.1. Agar papa dextrosa (PDA).

Se colocd a calentar en un erlenmeyer 0,8 L de agua destilada, una vez el agua destilaba
estaba a una temperatura media se agregaron 39 gramos de agar Potato Dextrose Agar (PDA) y
se agregaron 0,2 L de agua para completar el litro de agua para los 39g del PDA. Se siguid
calentando y agitando en una plancha calentadora hasta que la solucién alcanzara el punto de
ebullicién, se dej6 en ese punto por unos 30 segundos y se paso a la autoclave para ser
esterilizado a 121°C (1.0207 Atm) durante un tiempo de 15 minutos. Se dej6 enfriar la solucién a
unos 45°C y se llevo a la cabina de flujo laminar en la cual con la ayuda del mechero se procedié

a servir el medio en las cajas de Petri estériles.

7.2.2. Agar Nutritivo con extracto de zanahoria.

Para la preparacion del agar nutritivo con extracto de zanahoria, inicialmente se pesaron
200 gramos de zanahoria y se licuaron con 0,8 L de agua destilada, esta solucién se coloco a
calentar en la plancha calentadora hasta alcanzar una temperatura media, una vez estaba tibia la
solucion se le agregaron 28 gramos de Agar Nutritivo y 0,2 L de agua para completar los 28g/L
de agua, este litro de solucion se llevo a un pH de 5.4 con acido lactico al 20% vy se siguid
calentando y agitando en una plancha calentadora hasta que la solucion alcanzara el punto de
ebullicion, se dejoé en ese punto por unos 30 segundos y se paso a la autoclave para ser
esterilizado a 121°C (1.0207 Atm) durante un tiempo de 15 minutos. Se dejo enfriar la solucion a
unos 45°C y se llevo a la cabina de flujo laminar en la cual se agregaron una serie de inhibidores
para evitar el crecimiento de hongos y bacterias, esto solo se realizaba para procesos de
aislamiento y multiplicacién de Phytophthora sp. ya que este patdgeno no es un hongo y estos
inhibidores nos ayudaron a obtener mejores resultados en las multiplicaciones de aislados de

Phytophthora sp. se agregaron Rifanpicina que es un antibiotico al igual la Nistatica, Benlate y
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Metil Tiofanato son fungicidas que interfieren la sintesis de DNA y la mitosis de los hongos que
puedan generar contaminacion y Pentachloronitrobenzene, una vez se agregaron todos los
inhibidores se procedid a servir en las cajas de Petri ya esterilizadas con la ayuda de un mechero.
Para el caso de refrescamientos de M. roreri con el fin de no perder la viabilidad de algunas

cepas no se realizaron las aplicaciones de los inhibidores.

7.3. Colaboracion con otras tareas en el laboratorio de sanidad vegetal y en actividades de
campo a solicitud de la Federacion Nacional de Cacaoteros

7.3.1. Apoyo técnico a actividades de campo.

Durante el transcurso de la préactica se brindd apoyo técnico a actividades de campo en

las cuales la federacién nacional de cacaoteros lo considero necesario.

e Toma de datos en campo.
e Apoyo tecnico en Vivero.

e Otras.

7.3.2. Apoyo a la redaccién del manual de procesos del laboratorio de sanidad vegetal de la
Federacion Nacional de Cacaoteros.

Algunas de las actividades no se pudieron llevar a cabo de manera normal por razones de
salud publicas y ordenes de la presidencia a causa de la pandemia del Covid-19, por esta razon se
programo trabajar desde casa 4 de los 5 dias laborales en los cuales se procedio a la realizacion
propia del manual de procesos del laboratorio de sanidad vegetal de la federacion nacional de

cacaoteros, sin dejar 100% de lado los procesos de multiplicacién de Phytophthora sp.
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7.3.3. Construccion de articulo divulgativo para el periodico Colombia Cacaotera.

La Federacidon Nacional de Cacaoteros cuenta con un periddico o boletin informativo el
cual busca brindar informacion de interés a todos los cacaocultores colombianos. Se realizd la
construccion de un “articulo” divulgativo monogréfico referente a la moniliasis sobre el cultivo
de cacao en el transcurso de tiempo de la cuarentena y aislamiento obligatorio emitido por el
estado. Este “articulo” se elabor6 desde casa, el cual cuya construccion se baso principalmente
en entregar informacion detallada y de maneja comprensible para los cacaocultores, haciendo de

manera ilustrativa y textual un facil entendimiento y comprension.

Capitulo 8

8. Resultados

8.1. Aislamiento de cepas de M. roreri y Rosellinia sp. en laboratorio de sanidad vegetal de
la Federacion Nacional de Cacaoteros

Para el caso de R32 y R33 se detecto la presencia de Rosellinia sp. en las muestras
procesadas, mientras que para el caso de R34 no se presentd crecimiento del patdgeno en los
aislamientos por lo que se concluyé que el lote del que se tomaron las muestra esté libre del

patogeno.

Tabla 1. Recepcidn de muestras de Rosellinia sp. e informacién de cada muestra con su codigo
asignado.

R32 R33 R34
Fecha 17/02/2020 11/03/2020 11/03/2020
Finca Samanes Villa Luz La Fortuna
msnm 1050 1258 956
Vereda El Centro San Pablo La Colorada
Propietario Eli Hernandez Luis Montoya Alejandro Barajas
Municipio San Vicente Rionegro Rionegro

Rosellinia sp. Si Si No
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Fuente: Autor

Para el caso de R32, R identifica el patdgeno Rosellinia sp. y 32 es el nimero de la
muestra de dicho patdgeno que ha ingresado al laboratorio, por lo que la muestra proveniente del
municipio de San Vicente fue la primera recibida en el desarrollo de la practica, pero la numero

32 en el laboratorio de la Federacién. Asi mismo se codificaron R33 y R34 en las cuales R

identifica a Rosellinia sp. y 33 y 34 la consecucion en la recepcion de las muestras.

Figure 2. Crecimiento y presencia de Rosellinia sp. de R32 en caja (A); Crecimiento y presencia
de Rosellinia sp. de R33 en caja (B); Ausencia de Rosellinia sp. de R34 en caja (C).

Fuente: Santos, 2020.

No se recibieron muestras de M. roreri ni de Phytophthora sp. en el transcurso de la

practica, por tanto, no hubo necesidad de realizar aislamientos para estos dos patdgenos.

8.2. Multiplicacion de aislados de M. roreri y Phytophthora sp. en condiciones de

laboratorio
Phytophthora sp.

e PF: Phytophthora Fruto.
e PR: Phytophthora Raiz.

e PS: Phytophthora Suelo.
e PT: Phytophthora Tallo.
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e PH: Phytophthora Hoja.

Durante el mes de febrero, se realizaron multiplicaciones a 57 aislados de diferentes
cddigos (Tabla 2) con 10 cajas de Petri copia para cada uno. Las letras de cada codigo de las
cajas madres identifican el patégeno a multiplicar y de donde se realiz6 su aislamiento y el

namero significa el cddigo de llegada de las muestras al laboratorio.

Tabla 2. Namero de muestras de Phytophthora sp. multiplicadas para el mes de febrero del
2020.

feb-2020
Cadigo # cajas Cadigo # cajas Cadigo # cajas
PR 42 10 PH 42 10 PF 68 10
PS 51 10 PF 55 10 PF 26 10
PH 44 10 PF 59 10 PF 64 10
PR 76 10 PS 38 10 PF 04 10
PS 29 10 PS 51 10 PF 15 10
PH 59 10 PS 80 10 PT 80 10
PF 58 10 PS 63 10 PR 72 10
PS 26 10 PF 28 10 PF 05 10
PR 46 10 PF 38 10 PF 49 10
PT 91 10 PS 43 10 PF 68 10
PT 42 10 PR 49 10 PR 64 10
PT 72 10 PH 57 10 PS 45 10
PR 88 10 PF 93 10 PT 11 10
PS 75 10 PF 63 10 PF 99 10
PF 31 10 PF 29 10 PR 67 10
PH 40 10 PF 50 10 PF 32 10
PS 79 10 PT 69 10 PF 87 10
PT 73 10 PF 37 10 PF 52 10
PH 41 10 PH 52 10 PT 59 10

PF: Phytophthora sp. fruto; PH: Phytophthora sp. hoja; PT: Phytophthora sp. tallo; PS: Phytophthora sp. suelo;
PR: Phytophthora sp. raiz.

Fuente: Autor.
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De las 570 cajas que fueron multiplicadas en el mes de febrero en total se descartaron 280
cajas que presentaban un nivel de contaminacion alto, las 290 cajas restante fueron clasificadas,
las que no presentaban contaminacion se almacenaron en incubadoras y las que presentaron un
nivel de contaminacion bajo se utilizaban para seguir realizando proceso de multiplicacién en el
mes siguiente (Tabla3). Esto represent6 un 50, 8 % de eficiencia en el trabajo de multiplicacion,
la cual se determiné teniendo en cuenta las multiplicaciones efectivas en comparacion a las
multiplicaciones descartadas, lo cual no pudo comparase con la calidad media del laboratorio por

no llevarse un historico estadistico de esta actividad.

Tabla 3. Balance muestras de Phytophthora sp. multiplicadas en mes de febrero del 2020.

Codigo  Total muestras  Total cajas  Multiplicacion efectiva  Total descartadas

PR 8 80 35 45
PH 7 70 40 30
PS 11 110 55 55
PF 23 230 125 105
PT 8 80 35 45
Total 57 570 290 280

PF: Phytophthora sp. fruto; PH: Phytophthora sp. hoja; PT: Phytophthora sp. tallo; PS: Phytophthora sp. suelo;
PR: Phytophthora sp. raiz.

Fuente: Autor.

En marzo también se multiplicaron 57 aislados, sin embargo, el nimero de copias por
cada caja madre disminuyo a 5 ya que con los aislados que se lograron obtener en el mes de
febrero suplian la necesidad de y no era necesario obtener un nimero mayor de copias por caja
madre, lo que arrojo un total de 285 cajas multiplicadas (Tabla 4). Los cddigos de cajas madre
que se repiten eran del mismo aislado pero las cajas madres de las cuales se obtuvieron eran

diferentes.
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Tabla 4. Namero de muestras de Phytophthora sp. multiplicadas para el mes de marzo del 2020

mar-20

Cadigo # cajas Cadigo # cajas Cddigo # cajas

PH 40 5 PH 57 5 PR 42 5
PS 51 5 PR 42 5 PS 26 5
PF 69 5 PF 58 5 PF 28 5
PR 76 5 PH 44 5 PT 11 5
PF 93 5 PH 52 5 PS 75 5
PS 29 5 PS 75 5 PH 44 5
PS 45 5 PT 72 5 PF 58 5
PF 43 5 PF 52 5 PF 93 5
PS 63 5 PS 26 5 PF 63 5
PT 42 5 PS 38 5 PH 57 5
PR 49 5 PF 31 5 PT 73 5
PF 29 5 PF 38 5 PS 45 5
PR 88 5 PR 67 5 PF 38 5
PF 29 5 PH 40 5 PF 68 5
PF 49 5 PS 29 5 PS 26 5
PT 73 5 PT 72 5 PF 59 5
PH 59 5 PR 67 5 PF 99 5
PF 99 5 PH 59 5 PH 52 5
PS 80 5 PS 80 5 PS 63 5

PF: Phytophthora sp. fruto; PH: Phytophthora sp. hoja; PT: Phytophthora sp. tallo; PS: Phytophthora sp. suelo;
PR: Phytophthora sp. raiz.

Fuente: Autor.
En marzo el nimero de cajas descartadas fue de 155 para un 54,38 % de eficacia (Tabla
5), a pesar de que las cajas madres utilizadas para estas multiplicaciones presentaban

contaminacién y por ende el proceso fue mas dificultoso al momento de obtener cajas puras.
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Tabla 5. Balance muestras de Phytophthora sp. multiplicadas en mes de marzo del 2020.

Codigo  Total muestras  Total cajas  Multiplicacion efectiva  Total descartadas

PR 7 35 20 15
PH 10 50 30 20
PS 15 75 40 35
PF 19 95 50 45
PT 6 30 15 15
Total 57 285 155 130

PF: Phytophthora sp. fruto; PH: Phytophthora sp. hoja; PT: Phytophthora sp. tallo; PS: Phytophthora sp. suelo;
PR: Phytophthora sp. raiz.

Fuente: Autor.

En el mes de abril del 2020, el namero de cepas de aislados que se trabajaron para la
realizacion de multiplicaciones disminuyo a 36, de las cuales a cada cepa se le procedio a sacar 5
cajas copia para obtener un total de 180 cajas copias en totales (Tabla 6). También se decidio
sacar 5 copias por aislado. EI nimero de cepas trabajadas, al igual que el nUmero de copias
obtenidas para cada cepa disminuyd en comparacion a los otros meses debido que no se estaba
laborando de manera normal a diario en el laboratorio por los lineamientos impuestos por el
gobierno nacional, pero se siguio trabajando desde casa en otras actividades requeridas por la

Federacion Nacional de Cacaoteros.

Tabla 6. Numero de muestras de Phytophthora sp. multiplicadas para el mes de abril del 2020

abr-20
Cadigo # cajas Cadigo # cajas Cadigo # cajas
PR 49 5 PR 67 5 PS 80 5
PF 31 5 PH 40 5 PS 29 5
PS 51 5 PH 59 5 PF 68 5
PS 45 5 PS 80 5 PF 31 5
PT 73 5 PT 11 5 PS 95 5
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PT 69 5 PS 26 5 PF 29 5
PF 26 5 PS 63 5 PS 80 5
PS 79 5 PR 38 5 PF 40 5
PH 44 5 PF 49 5 PR 38 5
PR 64 5 PS 36 5 PF 68 5
PF 87 5 PF 40 5 PT 32 5
PF 38 5 PS 44 5 PS 63 5

PF: Phytophthora sp. fruto; PH: Phytophthora sp. hoja; PT: Phytophthora sp. tallo; PS: Phytophthora sp. suelo;
PR: Phytophthora sp. raiz.

Fuente: Autor.
De las 180 cajas copias obtenidas en el mes de abril, 110 fueron multiplicaciones
efectivas para un 61,11% y 70 fueron cajas copias descartadas por contaminacion (Tabla7).
Como se observa el nivel de eficacia aumento con la experiencia y también con el menor nivel

de multiplicacion.

Tabla 7. Balance muestras de Phytophthora sp. multiplicadas en mes de abril del 2020.

Codigo  Total muestras  Total cajas  Multiplicacion efectiva  Total descartadas

PR 5 25 15 10
PH 3 15 5 10
PS 13 65 35 30
PF 11 55 40 15
PT 4 20 15 5
Total 57 180 110 70

PF: Phytophthora sp. fruto; PH: Phytophthora sp. hoja; PT: Phytophthora sp. tallo; PS: Phytophthora sp. suelo;
PR: Phytophthora sp. raiz.

Fuente: Autor.
Durante la préactica fue importante el entrenamiento para reconocimiento de las
contaminaciones en las cajas madres y también en las nuevas cajas multiplicadas. En la figura 3

se muestra el poco crecimiento cuando una placa multiplicada estaba contaminada en relacion a
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placas que cubrian toda la caja y estaban puras, o sea, libres de contaminacion por otro

microrganismo

Figura 3. Multiplicacién de PS-36 contaminada para volver a realizar pases (A); Multiplicacion
de PR-64 para descarte por contaminacion (B); Multiplicacion efectiva de PF-29, PS-32 (C) Y

(D).
Fuente: Santos, 2020.
M. roreri.

Durante el desarrollo de la practica empresarial, se realizaron multiplicaciones o
refrescamientos de varias cepas de M. roreri con el fin de recuperar la viabilidad de estas cepas
para futuros ensayos de campo en busca de alternativas de manejo para esta enfermedad. Se

realizd refrescamiento a 6 cepas de M. roreri pertenecientes al Laboratorio de Sanidad Vegetal



de Fedecacao. A cada cepa se le sacaron un total de 10 copias para un total de 60
multiplicaciones entre todas las cepas, de las cuales 34 fueron multiplicaciones eficientes (56,6

%) y las otras 26 fueron descartadas por contaminacion (Tabla 8).

Tabla 8. Multiplicaciones de M. roreri.
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Codigo Total muestras  Total Cajas  Multiplicacion efectiva Total Descartadas
M 194 1 10 7 3
M 212 1 10 8 2
M 256 1 10 6 4
M 232 1 10 5 5
M 105 1 10 5 5
M 231 1 10 3 7

M#: M. roreri y nimero de secuencia de llegada al laboratorio.
Fuente: Autor.
En la figura 4 se muestra una caja madre de M. roreri con un crecimiento escaso del

hongo, sin embargo, se logrd obtener placas con un crecimiento profuso durante la

multiplicacion.

Figura 4. Caja madre de M. roreri M-194 (A); Caja multiplicacién efectiva M. roreri M-194 (B).

Fuente: Autor.
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8.3. Colaboracion con otras tareas en el laboratorio de sanidad vegetal y en actividades de

campo a solicitud de la federacion nacional de cacaoteros

8.3.1. Apoyo técnico a actividades de campo.
Durante el desarrollo de la practica empresarial la Federacién Nacional de Cacaoteros
requirié del apoyo a distintas labores y actividades de campo junto a los técnicos pertenecientes a

la federacion. Dentro de estas actividades a las cuales se brindé apoyo se encuentran:

e Apoyo técnico en campo, en el cual se brindé apoyo a la preparacion y montaje de
ensayos en los cuales se busca evaluar la resistencia, tolerancia y/o susceptibilidad de
distintos materiales genéticos pertenecientes a FEDECACAO, a enfermedades como

Phytophthora sp. y Rosellinia sp. para el montaje de estos ensayos.

Inicialmente se realiz6 un proceso de seleccion de 15 frutos maduros de 10
materiales pertenecientes a Fedecacao (Figura 5). Después se realizd un proceso de
desengrullado y lavado de semilla para su posterior siembra en vivero y montaje de bloques

del ensayo.
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Figura 5. Seleccion y cosecha de frutos de variedades pertenecientes al FEDECACAO para
montaje de ensayos.

Fuente: Santos, 2020.

e Apoyo técnico en vivero: se brindd apoyo técnico a actividades de vivero (Figura
6) en las cuales se realiz6 la toma de datos de ensayos de campo de pruebas de tolerancia y/o
resistencia a déficit hidrico y excesos de humedad a distintos materiales pertenecientes a la

Federacién Nacional de Cacaoteros.



Figure 6. Apoyo a la toma de datos en vivero de FEDECACAO.

Fuente: Archivo autor, 2020.

8.3.2. Apoyo a la redaccion del manual de procesos del laboratorio de sanidad vegetal de la
federacion nacional de cacaoteros.

En el tiempo establecido para trabajo en casa en el periodo de cuarentena, se realizé la
construccion del manual de procesos del Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Federacién
Nacional de Cacaoteros (Anexo 11). Dentro del manual se realizé la descripcion paso a paso de

procesos. La parte del Manual elaborada consta del indice que esta en la tabla 9:

Tabla 9. indice de los aspectos contemplados en el manual de Procedimientos que se elabord
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INDICE

e Preparacion de cortes a mano alzada para observacion al microscopio.

e Montaje de improntas para observacion al microscopio.

e Montaje al microscopio con técnica de raspado de tejidos.
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e Procedimiento para el aislamiento de hongos a partir de tejido vegetal por

medio de Camaras Humedas y siembra directa en medios de cultivo.

e Preparacion de Agar Nutritivo con Extracto de Zanahoria.

e Preparacion de Agar PDA.

e Obtencion de cultivos monospdricos a partir de esporas.

e Obtencion de cultivos monosporicos a partir de crecimiento micelial.

e Montaje de placas con azul de lactofenol.

Fuente: Autor

En el manual se redact6 paso a paso el procedimiento para cada uno de estos procesos
que se llevan a cabo dentro del Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Federacion, quedé como un
PNO (Procedimiento Normalizativo de Operaciones), producto tangible de la Préactica
Empresarial realizada que es una contribucion al mejoramiento del sistema de calidad del
Laboratorio, el cual podran usarlo los trabajadores de la entidad y otros pasantes del programa

de Ingenieria Agronémica que se inserten en la misma.

8.3.3. Construccion de articulo para el periédico Colombia Cacaotera.

Se realizd la construccion de un “articulo” divulgativo monografico con énfasis en el
manejo de la moniliasis en el cultivo de cacao titulado: “Si menos moniliasis quieres tener, lo
siguiente debes hacer” (Anexo 12), este “articulo” divulgativo monografico se construyo para el
periddico o boletin informativo Colombia Cacaotera perteneciente a la Federacion Nacional de

Cacaoteros y fue dirigido principalmente a los cacaocultores colombianos. Se realizd con el
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apoyo de la ingeniera Diannefair Duarte del programa de investigacion de Fedecacao, el
“articulo” comprende una pégina del periédico Colombia Cacaotera de la Federacion Nacional
de Cacaoteros. Dentro del articulo se lograron explicar de manera fécil para la comprension del
agricultor puntos especificos sobre la moniliasis como los sintomas en etapa inicial de la
enfermedad y como se puede evidenciar la aparicion de la enfermedad, cuél es el agente causal
de la enfermedad y cuéles son los principales Tips a tener en cuenta para evitar la aparicion y
presencia de la enfermedad en los cultivos de cacao, asi como cuales son las medidas sanitarias a
tener en cuenta para disminuir la incidencia de la enfermedad en los cacaotales en caso tal de que

se llegue a presentar la presencia del patégeno.
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Figura 7. Articulo referente a moniliasis del cacao para periddico Colombia cacaotera.

Fuente: Periodico Colombia Cacaotera, 2020
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9. Conclusiones

1. Se logro realizar el procedimiento de aislamientos de muestras con posibles Rosellinia sp.
proveniente del municipio de San Vicente del Chucuriy del municipio de Rionegro
Santander con un 66 % de eficacia teniendo en cuenta el nimero de multiplicaciones
efectivas en comparacion con el nimero de muestras contaminadas.

2. Las multiplicaciones de Phytophthora sp. fueron incrementandose en el transcurso de la
practica en comparacion con las M. roreri, ya que la cantidad de cepas existentes de
Phytophthora sp. dentro del laboratorio son mayores y el tiempo de viabilidad de los
aislados es menor en comparacion con M. rorei.

3. Se logré un increment6 en el tiempo en el porcentaje de eficacia en la multiplicacion de
Phytophthora sp., desde 50 % en febrero hasta 61,11 %, en abril, teniendo en cuenta el
numero de multiplicaciones efectivas en comparacion con el nimero de muestras
contaminadas.

4. Se realizo el refrescamiento a 6 cepas de M. roreri de las cuales se obtuvieron de manera
efectiva 7 cajas copias puras para M-194, 8 para M-212, 6 para M-256, 5 para M-232, 5
para M-105 y 3 para M-231, representando una eficacia de 54,38 %.

5. Se brindé el apoyo técnico en otras actividades que la Federacion Nacional de Cacaoteros
requeria, como lo fue la redaccion del manual propio de procesos del laboratorio de
sanidad, la redaccion de un articulo referente a la moniliasis del cacao para el periddico
Colombia Cacaotera de la Federacidn y apoyo técnico a actividades de campo como lo
fueron la toma de datos en vivero, acompafiamiento a los técnicos en labores de cosecha

y montaje de ensayos del programa de investigacion.
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10. Recomendaciones

1. Buscar y probar metodologias y medios de cultivos alternativos a los que se manejan
actualmente en el laboratorio, con el fin de mejorar la eficacia de los procesos realizados,
tanto de multiplicacién como refrescamiento.

2. Dar a conocer a los municipios y propietarios de las fincas de las cuales llegan las
muestras que se procesan dentro del laboratorio un plan de manejo o recomendaciones
respecto al control de las enfermedades que se puedan confirmar su presencia en los
aislamientos.

3. Aprovechar la disponibilidad y viabilidad de las cepas de los patdgenos que afectan el
cultivo de cacao, en el Laboratorio de Sanidad presente en San Vicente del Chucuri para
generar muchos méas ensayos de campo con el fin de buscar alternativas de control sobre
estas enfermedades y brindar mejores alternativas a los agricultores.

4. Perfeccionar el manual de procesos del laboratorio con el fin que quede registro del paso
a paso de cada proceso que se lleve a cabo dentro del Laboratorio de Sanidad Vegetal de
la Federacion Nacional de Cacaoteros, lo que sin dudas ayudara a mejorar el sistema de

gestion de la calidad
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Anexo 2. Cortes en caja madre de Phytophthora sp. y pase a caja nueva.
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Anexo 3. Cortes de fragmento de raiz y lavado con agua ozonizada para aislamientos de
Rosellinia sp.

Anexo 4. Preparacion y ajuste de pH de Agar Nutritivo con Extracto de Zanahoria y agar PDA.



Anexo 6. Multiplicaciones diarias de Phytophthora sp.
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Anexo 8. Apoyo a cosechas y seleccion de materiales para montajes de ensayos de vivero.
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Anexo 10. Empaque y esterilizacion de vidrieria de trabajo para aislamientos.
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Anexo 11. Manual de procesos del Laboratorio de Sanidad Vegetal.

Apoyo A La Redaccién De Manual De Procesos Laboratorio De Sanidad Vegetal

Federacion Nacional De Cacaoteros

DANILO SANTOS ALVEAR

Pasante Investigacin

C.C. 1050585022

Federacion Nacional De Cacaoteros

San Vicente del Chucuri

2020

INDICE

1 de montajes para al mi i a
1.1. Cortes a a
1.2. Montaje por improntas. 4
1.3. Raspado de tejidos. 5

2. Procedimiento para el sislamiento de hongos a partir de lejido vegetal...

21. ion de Camaras Himedas 5

2.2 Siembra directa en madios de cultivo. _

2.3. Preparacion de medios de cultivo. ...

2.31. Agar papa dextrosa (PDA). a

2.3.2. Agar nutritivo con extracto de zanahoria.

3. Obttencién de cullivas monaspéricos & partir da esporas. ...

[ de los cullivos puros: 10

Montaje de Placas de hongos con azul de lactofendal. ...

P de |para ob:

al microscopio

1.1. Cortes a mano alzada.

La técnica de cortes a mano alzada es un proceso que consiste en realizar cortes
de tejidos a mano alzada de forma transversal o longitudinal con el fin de
pader observar las estructuras intermas de los tejidos vegetales, en caso tal
de que se quiera ver I infeccion de algin patgeno permite observar |a forma
y ubicacién intema de las esporas, esto con la ayuda de un colorante come
Io es el Azul de lactofenal.

-/-
[ ] e
=D \-

Procedimiento:

1. Se lava toda la parte del material vegetal al cual se le quiers hacer la
respectiva observacién.

Realizar cortes sabre el tejido de manera transversal o longitudinal, como se
requiera bajo el estereoscopio para lograr una mejor precision en los cortes.
Tratar de mantener himeda la muestra con un poco de agua destilada
mientras se realiza el corte ya que la luz del estereoscopio hace que la
muestra se vaya deshidratando y se queme.

una vez realizado el corte, proceder 3 tefir con Safranina, Azul de mefileno,
Azul de lactofenal y dejar actuar el colorante durante 1 minuto.

Pasado el minuto de la coloracitn lavar cuidadosamente con agua destiada
para quilar el exceso de colorante

6. Una vez refirado ol exceso de colorante, secar con una toallita de papel el
euceso de agua, afiadir 1 gota de glicerina.

Cuando ya tenga glicerina la muestra, cubrir con cubrecbjetos y observar al
microscopio

[l

o

-

m

hel

1.2. Montaje por improntas.

El montaje por improntas consiste en preparar una impresion directa de una muestra
sobre un portsobjelos o sobre un material adherente. La impronta es una técnica
que permite obtener fvas de los asi como
Ias hifas para poder observarias al microscopio sin dafarios.

Para realizar el montaje por improntas se necesita:
transparente de lactofencl)

==
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1.3. Raspado de tejidos.

La técrica de montaje al microscapio por medio de raspado de lejido es muy sencila
¥ permite la observacion directa de estructuras del paldgeno que esté afectando al
tejido vegetal que se quiera observar. Para esto el material vegetal debe presentar
un aspecto slgodonaso o indicios de estructuras del patSgeno (signos) visibles a
simple vista.

Para realizar el montaje por medio de raspado de tejidos se necesita:

+ Material vegetal afectado con indicios de estucturas del patdgeno o
E,spacw algodanosa.

cu:mh

Colorante (Aml de lactofenal o el que se requiera)

Navaja o cuchilla de bisturi.

Procedimient

2. para el

de hongos a partir de tejido

vegetal.

21.Pr ion de Ca

En la fitopalologla y métodos de aislamiento de hongo, la cdmara himeda se
considera muy importante ya que por este métoda se pueden obtener rapidamente

espontacien del ango que <0 quere aslar y2si mismo darf identifcacien 3 estos

para saber la
Procadimiento:

Incubar la caja a 25-28°C y

Fruto, Raiz) con agua observar periddicamente para
hasta quilar impurezas notar el crecimiento de los
indeseadas. patdgenos
Contar las hojas, taos, ete., en poner el portaobjeto sobre el
pequenos y. con la ayuda papel y sellar Ia caja con cinta o
de cinia scolch tran: vinipel para mantsner la humedad
‘acomodarios sobre un partacbieto
esténl
mmn&mmm En una caja Petr, colocar papel
ozonizada en un tempo. de filtro humedeciéndolo con agua
2 minutos y decantar. Repeir este estéil
proceso durania un minime de 3
Lmrhmdazgmw pasaras mussiraspor aguaesierd
al 5% durante 30 a 60 segundos ¥ para eliminar el
decantar. hhumhyman-uwau
de papel absorbente.

Antes de reslizar la cémara humedad se debe tener en cuenta que algunos

presentan cierta a los procasos de ¥ por ello
algunos trozos de tejido no se les hace este procedimiento. Lo mejor seria
seleccionar partes del tejido que no presenten tantos dafios olesiones muy grandes,
asi se evita la presencia de agentes contaminantes.

2.2. Siembra directa en medios de cultivo.
La siembra directa en medios de cullivo consiste en repalir algunos de los pasos del
procedimiento anterior, a diferencia de que, en lugar de colocar los corles sobre un
porlacbjeto en camara himeda, se van a colocar directamente en un medio de
cultive para permilir su crecimients en este. Normalmente en estas siembras
directas de corles sabre medios de cullivo se produce contaminacion, pero se
pueden realizar pases de sectores de Ia caja da Petri que estén mas limpios a otras.
cajas con medio de culfivos nuevos, esto permite qua la contaminacion presentada
s vaya air Ias cajas con el paidgens que se
quiere aislar y oblener cultivos mancsporicos.

Las siembras en medios de ultivo también se pueden realizar a partir de las
camaras himedas, una vez en las camaras himedas descritas anteriormente se
presenta crecimiento de los patogenas, se pueden realizar pases de las estructuras.
reprodiictivas de estos a los medios de cultivo producidos en el laboratorio con el
fin de tenerlos aislados en estas cajas de Palri y tener cullivas monaspdricos da
todos los patogenos que estén causando anomalias en el cultivo de Cacao.

Todas los pasos finales se tienen que llevar a cabo en una cabina de flujo laminar
con el fin de lograr mejores resuitados en los procesos.

1.4.1. Procedimiento.

Lavar la muestra (Tallo, Hoja, Fruto, Raiz) con agua corrients hasta quitar
impurezas indeseadas y Cortar las hojas, tallos, etc., en padazos pequefios.

Lavar todos los pedazos con agua ozonizada en un tiempo promedio de 2
minutos y decantar. Repelir este proceso durante un minimo de 3 veces.

Lavar los pedazos can hipaclorito al 5% durante 30 a 60 segundos y decantar.

o
pasar las muestras por agua estéril para eliminar el exceso de hipoclorito y
secar el material vegetal sobre toalla de papel absorbente.
o
En una caja Pelri con el medio de cullivo a ulilizar para realizar el aislamiento,
colocar las muestras bien distribuidas, en una cabina de flujo laminar.

sallar |a caja con cinta o vinipel para mantener la humedad e Incubar la caja a
18-22 °C y observar peri para notar el crecimiento de los patégenos

23. Propnraclén de medios de cultivo.

Los medios d porunu ie de nutrientes y otros factores
que les inis a los para su
desarrollo. Los microorganismos tienen una gran diversidad metabiica, tanto asi
que existen una gran variedad de medios.

Al i medio de cultivo, hay que tener en cuenta
algunas cosas para que su trabajo sea mas facil. Conviene, por ejemplo, tomar la
precaucion de ocupar slo la mitad de la capacidad del Erlenmeyer, para evitar que
el contenido, salte en el interior durante la esterilizacién o se derrame. La boca del

rlenmeyer se cubre con un tapon de algoddn o papel aluminio, o bien con
ambos(Gilchrist. S, y otros, 2005).

Obtenida de.

detrigo y cebada
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2.3.1. Agar papa dextrosa (PDA).
1. Se colocara en una plancha calentadora un Erenmeyer con 0,8 L de agua
destilada, una vez esle libia el agua de procedera a agregar 39 gramos del
agar correspondientes  la dosis que viene en |a etiqueta.

2. Agregar 02 L de agua destilada para completar el litro.

3. Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1
minuta para disolverlo por comples

4. Esteriizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos.

5. Enfriar aproximadaments a 45°C. Vaciar de acuerdo a Ia 1écnica a seguir en

cajas de Petri estériles o tubos de ensayo, en una cabina de flujo laminar.

2.3.2. Agar nutritivo con extracto de zanahoria.
Por cada liro de agua destilada se necesitaran 200 g de zanahoria y 28 g de
agar nutritivo.

se toman 0.8 L de agua destiada y se licuan con los 200 g de zanahoria y

posteriormente sa pasars la solucién por un colador de tela

Sa coloca a calentar la solucion de agua destilada y zanahoria hasta estar a

temperatura media y se agregan los 28 g de agar nutitivo.

4. Saagregan 0.2 L da agua destilada y sa agregan inhibidores si sa requiere,
con el fin de evitar &l crecimiento microbiano y fingico qua para la practica
1o se requiere.

. Seajusta el pH 5.4 y se llevala solucion hasta punto de abullician durante un

tiempa promedio de 1 minuto para disoiverio por completo.

Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos.

Eniriar aproximadamente a 45°C. Vaciar de acuardo a la técnica a seguir en

cajas de Petri estériles o lubos de ensayo, en una cabina de flujo laminar.

@ on o

]

e

3.0 ion de cultivos poricos a partir de esporas

Los cultivos monospéricos son aquellos que estan conformados por una sola
especie o tipo de microorganismo. Para lograr obtener estos cultivas monospdricas
se deben lener colonias aisladas de un solo microorganismo.
Caracteristicas de los cultivos puros:

« Deben ser bioquimica y fisiclogicamente iguales.

+ Al microscopio deben tener un aspecto comiin

« Tienen gue tener iguales propiedades tintoriales,

= Deben ser iguales en forma, tamafo y color.

Procedimiento:

Hay que realizar una preparacisn de agua estéril en la cual haya una pequefia
concentracion de conidios del patgeno.

sa deben tomar aproximadamenta unos 0,4 mi de la solucién obtenida
anteriormente y colocarla en una caja de Petri con medio de cultivo especifico
para el patégeno y después se dispersa con una varilla de vidrio esterilizada

Estar pendients con el paso de los dias la gemminacion de los conidios puestos
&n el madio.

2

Una vez germinados los conidios, se debe tomar una aguja previaments
asterilizada al calor y se ubican los conidios en forma aislada para tomar sl
trozo de agar donde eslos se encuentran

2

realizar un pase de cada conidio en garminacién a cajas Petri indhiduales que
ya conlengan el medio de cullivo especifico para el palgeno que se quiere
aislar.

Continuar monil &l cracimiento de los conidios.

Montaje de Placas de hongos con azul de lactofenol.

La técnica de montaje con azul de lactofenc, es ufiizada principalments para Ia
observacion de hongos, esta es una tincion simple ya que solo requiere de un solo
colorante y su caracteristica principal s Ia afinidad que tiene con las estructuras de
los hongos como las hifas. Existen 3 caradleristicas que hacen que el azul de
lactofencl sea especial para que se pusdan ver las estructuras de los hongos.
Estas caracteristicas son:

1. El fenol ayuda a eliminar los agentes contaminantes que puedan llegar a
crecer con los hongos.

El 4cido lsctico conserva las estructuras fingicas al crear, por dedirlo de
algin modo, una pelicula que las protege, provocada por un cambio de
gradiente osmético entre el interior y el exterior de dicha estructura,

El azul de algodén tiene la capacidad de adherirse a las hifas y conidios de
los hongos microscopicos.

M

w

Procedimiento

1. En una lamina portachietos, colocar una gota de azul de lactofencl u otro
colorante que se quiera utilizar para dicho montaje.

2. Conuna i una q ga
tejido hifal, luego se dispersa en el portaobjelos donde ya se ha colocado una
gota de colorante, porterior a esto se pone sobre la muestra un cubrecbietos.

3. Aparte de esto se puede realizar con una cinta adhesiva transperente, la cual
se pasa con suavidad sobre la muestra y luego se coloca en un portaobjetos
con una gola de colorante.

4. Observar al microscopio plano con aceite de inmersién, cuando las
estructuras son muy pequefias.
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Anexo 12. Articulo divulgativo monogréfico con énfasis en moniliasis del cacao

La moniiasis s una enfermedad fngica
que staca el cultvo de cacan, causada por
un Baskliomycste llamada Monilophthora
rorer. Esteesta prasents en la mayoria de
palses latinoamenicanas y se adapta &
una gran diversidad de ambientes

Sintomas de la enfermedad en el

cultivo de cacao.

. Sa pueden observar
deformaciones en los frutos,
principalmentz en los jvenes,
sstas

asis quieres tener, lo siguiente debes hacer...

Redacto: Danilo Santos Alvear.
Pasante Investigacidn

Dentro de estas scciones de cardcter
preventivo pogemcs encontrar:

Reguladoras.

de sombrios.

Las podas de mantenimiento consistan an
basicaments mantener el &rbol de cacan
con las condiclones sanfarias, forma

ica del drbol, altura. ete,

se les conoce como” Gibas™.
Se puede produc la madurackin
prematura de frutes y apanician de
puntos aceilosos en los mismos.
Aparicién de manchss imegulares
de calosacitn café.

Aparicién de micelio potvoso en
estas manchas de color café, en el
cual se encuentran |as estructuras
reproductivas  del honge  que
pueden diseminarse faciments.

Estrategias de control contra la
enfermedad.

Existen diverses tcnicas de manejo que
permiten tener un control preventive de s
enfermedad y oras estrategias de control
cormectivo o parcial de esta, todas estas
tienen como fin evitar grades perdidas

ivas a causa del hongo Entre
estas estrategias de conirol podemos

encontrar:

1. Preventivas.

adecuadas, esto ayuda a que la humedad
relativa dentro del cultivo no sea tan alta y
favorezea la aparicion v desarmollo de la
enfermedad, ademés ayuda a una mejor
aireacion y temperatura optima dentro de
|3z plantaciones.

Las podas reguiadoras de sombric, come
su nombre I indica, busca principalments
controlar los excesos de sombra dentro
del culvo y asl eviar excasos de
humedad dentro de las plantaciones,
tener la cantidsd de luz dptima para un
buen desamolio de las plantas y evitar las
condiciones favorables para la apancidn
de la enfermedad.

Dentro de lss estrategias de manejo
preventiva también podemos encontrar &
manejo correcto de los drenajes que
busca evacuar excesos de agua dentro
del cultivo, Las Cosechas oportunas
para evitar sobre maduracitn de frutas,
Control de malezas guienes compiten
por nutrientes con el cultvo, ademés de
aumentar las condicionas da humedad.

Aparte de estas estrategias de manejo
preventivo para la enfermedad también
hay que tener en cuenta la planificacién
de sembras, en la cual es importante
escoger un buen material que presente
caracteristicas de resistencia  ylo
tolerancia a la moniliasis, para que el
patogeno no tenga faci entrada a los
frutos del cacao, la comrecta planificacion
de las distancias de siembra entre plantas
para evitar sobrepobiacion de drboles por
hectareas.

2. Correctivas.

Dentro de las estrategias de control
corectivas para la enfermedad, que hace
referencia a las acciones que se deben
tomar para bajar la incidencia de la
enfermedad una vez esta esté presente
en las plantacones de cacao, cabe
aclarar que la medida principal de control
son las Podas Sanitarias, las cuales
consisten en realizar un monitoreo
constante dentro de las plantaciones con
el fn de encontrar material enfermo y
eliminario.

Las podas sanitarias contra la moniiasis
consisten principalmente en  encontrar
frutos con los sintomas de Ia enfermedad.
cortarios y dejarios sobre ka superficie del
suelo, los microrganismos presentes en el
suelo se encargan de combatir y eliminar
este hongo.

imagen 7. Sintomas ce Monka &5 o de cacea.
Cetenido ce
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