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RESUMEN

La interaccion planta-patdgeno, es generada por la relacidén susceptibilidad / resistencia
qgue presenta el hospedero dependiendo de factores como: el grado de domesticacién de
la planta, las practicas agricolas aplicadas durante los procesos de produccidn, las
condiciones ambientales y la estrategia usada por el patégeno (biotréfo, necrotréfo o
hemibiotréfo). La patogénesis formada de dicha interaccién, es el resultado de procesos
evolutivos (hospedero) y co-evolutivos (durante el proceso de domesticacidon de las
plantas). El objetivo del presente trabajo fue, determinar las caracteristicas fisicoquimicas
y morfoldgicas en el desarrollo de la moniliasis de cacao en la interaccién Theobroma
cacao — Moniliophthora roreri.

Para cubrir este objetivo, en la zona del Soconusco, Chiapas se seleccionaron diez
municipios con un minimo de una hectarea comercial, evaluando mensualmente la
incidencia de la enfermedad en 50 plantas seleccionadas de la variedad Trinitario,
retirando los frutos enfermos mensualmente. En dos de los diez predios se seleccionaron
10 plantas de cada variedad (Criollo, Trinitario y Forastero), en ambos predios se evalud
semanalmente el desarrollo de la incidencia de la moniliasis, marcando los frutos
enfermos cada semana para evitar confusiones en las semanas posteriores, ademas se
aseguraron frutos después del amarre, por 12 semanas, para evitar que se infectaran de
M. roreri.

En los dos predios se colectaron frutos sanos en la cuarta, octava y doceava semana de
desarrollo,para determinar la zona mas susceptible a la moniliasis y sus caracteristicas
fisicoquimicas después del amarre. Se analizé contenido de compuestos fendlicos,
actividad peroxidasa (POX), humedad, pH, firmeza, en histoquimica fue concentracién de
lignina y fenoles, en frutos sanos. Los resultados muestran una relacion directa con la
edad fenoldgica del fruto (4<8<12), observando que la variedad Forastero presenta mayor
actividad POX, mayor concentracidn de compuestos fendlicos, mayor firmeza y menor
humedad, y fue la variedad con menor valor de incidencia (4: 5.0, 8: 7.6 y 12:1.0 %). La
zona con menor cantidad de lignina, firmeza y compuestos fendlicos, es la zona media del
fruto en las tres variedades de cacao, siendo la variedad Criollo la que presenta una
relacion directa con los valores mayores de incidencia en esta zona del fruto.

En el segundo de los dos predios seleccionados, los frutos con edades de cuatro, ocho y
doce semanas, se analizaron las variables fisicoquimicas antes mencionadas y se realizé la
inoculacion de esporas de M. roreri, fijados con una biopelicula de quitosan. Se encontré
gue las edades de cuatro y ocho semanas son los mas susceptibles a ser infectados por M.
roreri y a desarrollar la enfermedad.

La susceptibilidad expresada por los frutos de cacao, en cada municipio, estd relacionado
a las condiciones ambientales de humedad y temperatura. Los municipios con mayor dafio



fueron Villa comaltitlan y Tapachula. El sintoma mds expresado fue el de necrosis, en
todos los municipios. Acacoyahua es el municipio con menor presencia de moniliasis,
seguido por Tuzantan.

Se determino que la relacién susceptibilidad / resistencia esta asociado a la edad del fruto,
a las propiedades fisicoquimicas del pericarpio, a las condiciones edafoclimatiacas y al
grado de domesticacién de la variedad.

Palabras claves: Propiedades Fisicoquimicas, variedades, cacao, moniliasis, incidencias,
susceptibilidad.



ABSTRACT

The plant - pathogen interaction is caused by the relationship between susceptibility and
resistance, which depends on many factors, such as; degree of domestication, agricultural
practices in processes production, environmental conditions and the pathogen infection
strategy. Then, this pathogenesis is produced as a result of evolutives processes (host) and
co-evolutives (in plant domestication process). Therefore, the aims of this stydy was to
determine the physicochemical and morphological characteristics of frosty pod rot cacao
on Moniliophthora roreri - Theobroma cacao interaction.

In the Soconusco, Chiapas, ten municipalities were selected with minimum area of one
cacao hectares, then, 50 plants were marked to evaluate the incidence each month by
eliminating the infected fruits. In two municipalities, two plots cultivated were chosen
with ten plants of each cacao variety, and incidence was evaluated weekly. Twenty fruits
of every cacao variety for each age were washed with sterile saline solution and kept in a
cellophane bag to protect them from the possible arrival of M. roreri conidia.

In the two plots the healthy cultivated fruits were collected to determine the susceptibility
fruit zone to moniliasis and the physicochemical properties. The phenolics and lignin
content, peroxidase activity, moisture, pH, firmness were evaluated in healthy fruits.

Our results showed a direct relationship between physicochemical properties and the
phenological fruit age, where forastero variety registered the highest value of peroxidase
activity, phenolics compounds content, firmness and lower moisture values. This cacao
variety registered lower incidence values (4: 5.0, 8: 7.6 y 12:1.0 %). The fruit zone with
lower lignin, firmness and phenolics compounds content was the middle zone for the
three cacao varieties. In the criollo variety a significant association between the lower
values of physicochemicals properties and the highest incidence values was found.

In the second municipalitie, fruits were inoculate with M. roreri spores on fruit pericarp
and a chitosan bio layer was usted for protection. We found that the fruits of 4 and 8
weeks age were more susceptible to infection and to produce the disease.

The cacao fruits susceptibility in each municipalities is related to moisture and
temperature. The municipalities that showed more fruits damage were Villa Comaltitlan
and Tapachula. The symptom more expressed in cacao fruits was necrosis, on all the plot
cultivate of each municipalities. The municipalities with lower presence of moniliasis were
Acacoyahua and Tuzantan.



It was found that the relationship between susceptibility and resistance is associated with
the fruits age, physical-chemical properties of pericarp, environmental condition and
degree of domestication.

Key Word: Physicochemical properties, varieties, cacao, moniliasis, susceptibility,
incidence.



CAPITULO 1
INTRODUCCION
MONILIASIS DEL CACAO

INTRODUCCION

El arbol del cacao (Theobroma cacao. L.), es nativo del Sur de América. La alta diversidad
genética encontrada en la region Amazdnica del Perd, Colombia y Ecuador, lo sitia como
su centro de origen (Romero et al. 2010). Los tres grupos genéticos descritos y cultivados
en el mundo, son el Criollo (T. cacao ssp, cacao), Forastero (T. cacao ssp, Sphaerocapum)
(Loor et al. 2009; Rangel-Fajardo et al. 2012), y el tercer grupo generado por la cruza entre
Criollo y Forastero, denominado Trinitario, se origind en Trinidad y Tobago (Sanchez —
Mora et al. 2012).

La variedad Criolla, con caracteristicas organolépticas deseables, fue domesticada por los
mayas (o sus antepasados) hace 3800 anos en el sur de México (Whitkus et al. 1998; Powis
et al. 2011). La variedad Forastero (T. cacao sphaerocarpum) fue cultivada en América del
Sur y se constituyd hace 500 afios, con un menor proceso de domesticacién. Por su alto
rendimiento y con caracteristica de resistencia a las enfermedades fungicas, la variedad
Forastero se ocupa en la mayoria de la produccién de chocolate en América. La tercera
variedad, Trinitario, originado hace 250 afios y con caracteristicas derivadas de sus
progenitores, es considerada como de resistencia media a enfermedades (Whitkus et al.
1998; Arguello et al. 2000; Motamayor et al. 2008).

El fruto de la variedad Criolla se caracteriza por ser alargado, con surcos profundos
paralelos a la forma del fruto y con ligeras protuberancias en la superficie que le dan un
aspecto rugoso (Figura 1). El dpice del fruto es puntiagudo o con forma similar a cola de
raton. Las semillas son de color blanco o crema. Los principales tipos de Criollo son cacao
Pentagona, cacao Real y cacao Porcelana (Arguello et al. 2000; Motamayor et al. 2002).

El fruto de la variedad forastero, presenta una estructura morfolégica amenolada, una
superficie lisa o ligeramente rugosa, con surcos ligeramente pronunciados paralelo a la

forma del fruto (Figura 2). El Forastero se diferencia del Criollo, por tener mayor dureza en



su pericarpio. La semilla es mas rosa por el mayor contenido de fenoles. Esta variedad es
denominada amazénica. Los tipos de frutos Forasteros son: lquito, Nanay, Parinari y
Scavina (Braudeu, 1970; Arguello et al. 2000; Motamayor et al. 2002).

La variedad Trinitario, presenta un fruto ovalado similar a la forma de un balén de futbol
americano, un ligero apice de terminacién en punta, con surcos ligeramente pronunciados
paralelos a la forma del fruto y una superficie ligeramente rugosa (Figura 3). La dureza del
pericarpio es intermedia, respecto a las otras dos variedades (Davies, 1986; Arguello et al.

2000; Motamayor et al. 2002).

Figura 1. Fruto variedad Criollo

Figura 2. Fruto variedad Forastero.



Figura 3. Frutos variedad Trinitario.

Theobroma cacao es la especie mas representativa del género Theobroma y por sus
caracteristicas agroalimentarias es la de mayor importancia comercial a nivel mundial. Por
los requerimientos edafo-climaticos, el cultivo de cacao es producido en la franja
ecuatorial de América, Asia y Africa (Witkus et al. 1998; Efombagn et al. 2007; Espinosa-
Garcia et al. 2015).

La semilla es la parte mas importante del cultivo de cacao y se produce en promedio de 40
por fruto. Por sus propiedades, las semillas del cacao son utilizadas en la industria
alimentaria, farmacéutica, cosmética y en la elaboracién de chocolate (por la manteca de
cacao, torta de cacao vy licor de cacao) (Ploetz, 2007; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007). La
produccion de cacao se ha reducido en un 80% y Unicamente se cosecha el 20 % del total
de los frutos amarrados después de la etapa de fructificacién (Bowers et al. 2001; Phillips-
Mora y Wilkinson, 2007).

El fruto de cacao es el Unico 6rgano de la planta donde se expresa la moniliasis y genera
efectos devastadores en todas las regiones donde se introduce esta enfermedad (Bowers
et al. 2001; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007; Phillips-Mora y Cerda, 2009). A pesar que la
diversificacién agricola amortiza los efectos de la moniliasis, los productores de cacao
abandonan las plantaciones o cambian de cultivo (por café, flores o pastos) (Franzen y
Borgerhoff, 2007).

El estudio de la moniliasis inicio con la investigacion de J. B. Rorer (1917), continuado por
Evans (1978, 1981, 2003), Griffith (2004) y Phillips — Mora (2003, 2005 y 2007). El agente

causal de la moniliasis es Moniliophthora roreri, que pertenece a la familia de los



Marasmiaceae, del orden Agaricales y es especifico del fruto de cacao (Phillips-Mora vy
Wilkinson, 2007; Correa et al. 2014; Meinhardt et al. 2014). Este hongo es hemibiotréfo y
posterior a la penetracion en el fruto genera inicialmente la fase biotréfica (considerada
como parasitica), la segunda fase es la destructiva y se expresa después de la tercera u
octava semana de haber infectado el fruto (Phillips-Mora et al. 2005; Rodriguez et al.
2006; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007; Bailey et al. 2013; Meinhardt et al. 2014; Correa et
al. 2014).

Se reportan cinco grupos genéticos de M. roreri, de los cuales en Colombia se encuentran
los grupos clasificados como Co-East (Primero) y Co-Central (segundo), los dos se
consideran endémicos y estan localizados en la region del Magdalena Medio y Santander.
El tercero (el grupo Gilari) esta en Ecuador, el cuarto (grupo Bolivar) se ubica en el Oriente
de Colombia, periferia de Ecuador, Venezuela y Perd. Y el quinto se ubica en el Occidente
de Colombia, centro de Ecuador y América Central denominado como grupo Co-occidente
(Phillips-Mora et al. 2005; Phillips-Mora et al. 2006; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007;
Sanchez -Mora y Garces, 2012).

La moniliasis del cacao, se desarrolla en el pericarpio del fruto por tener caracteristicas
adecuadas para el crecimiento del patégeno (Evans et al. 2003). El pericarpio esta
formado por tres partes, 1) el exocarpo o seccién exterior, formado por un tejido
esponjoso, con o sin pigmentaciones y de espesor variable (segin variedad y edad), 2) el
mesocarpio, es una capa de células semilefiosas, dura, cuya caracteristicas varia segun la
variedad (en criollos es suave y en forasteros es dura), y c) endocarpio, es carnoso y suave,
unido por continuidad al mucilago que rodea a todas las semillas, generando una
proteccion a estas (Avendano et al. 2011, 2013). Acorde al arreglo de sus células, las
primeras dos partes del pericarpio presentan mayor acumulacién de lignina en la pared
celular y menor en la parte mas interna y este arreglo estd directamente relacionado con
la edad y variedad del fruto (Nyadanu et al. 2012).

Las condiciones climaticas y el estado fenoldgico del fruto, influyen sobre diferentes
tonalidades de color marron que se expresan en los sintomas de la moniliasis y en la

formacion del halo amarillo que lo acomparia (Phillips-Mora y Wilkinson, 2007; Johnson et



al. 2008; Sanchez-Mora y Garcés, 2012). Ademas, la necrosis externa llega a cubrir toda la
superficie del pericarpio del fruto, en un tiempo no mayor de 5 a 9 dias. La necrosis
interna se distribuye en todas las partes del pericarpio y puede llegar hasta las semillas
(Phillips-Mora y Wilkinson, 2007; Johnson et al. 2008; Sanchez-Mora y Garcés, 2012;
Bailey et al. 2013; Melnick et al. 2013).

Entre otros sintomas, se reporta el desarrollo de deformaciones con posterior necrosis y la
muerte de frutos pequefios (Chireles). La muerte de chireles es confundida con la muerte
fisiolégica, denominada aborto (Johnson et al. 2008; Melnick et al. 2013). Por otro lado, en
frutos de 60 a 80 dias de edad (infectados), se ve limitada la fase de madurez fisiolégica
sin detener su crecimiento. Es normal que después de los 60 dias los frutos no expresen
sintomas externos y el avance de necrosis se genera en el tejido interno, sin alcanzar la
zona donde estan las semillas. Al final de la necrosis interna, estos frutos expresan un
sintoma de color amarillo, denominado madurez prematura (Reuck, 1997; Johnson et al.
2008; Sanchez y Garcés, 2012).

La edad del fruto de cacao influye en el grado de severidad que alcanza el sintoma de la
moniliasis (externo o interno), en el pericarpio. En frutos menores a nueve semanas de
edad, el micelio de M. roreri alcanza la zona de las semillas evitando su desarrollo y
genera la perdida de todas estas. El dafio de las semillas, se observa con la generacion de
una sola masa compacta (mucilago y semillas) donde los tejidos son rodeados de una
sustancia acuosa completa o parcialmente (debido a la descomposicion de ellos) (Sdnchez
y Garcés, 2012).

La moniliasis del cacao se presenta en los primeros tres meses de desarrollo del fruto,
reduciéndose la incidencia en la treceava semana, sin observar sintoma en la semana 14.
El proceso de infeccion de los frutos inicia con el establecimiento de los conidios
(propagulos infectivos de M. roreri), en la superficie del fruto (Phillips-Mora et al. 2005;
Rodriguez et al. 2006; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007). Posterior a la germinacién de los
conidios, el micelio forma un apresorio para penetrar directamente a los frutos de cacao

(Sdnchez-Mora y Garcés, 2012; Bailey et al. 2013).



El micelio secundario (denominado infectivo) se origina del apresorio y avanza de forma
inter-celular para establecerse en el interior del pericarpio, este micelio se considerada en
la fase biotrdfica (Bailey et al. 2013). La etapa biotréfica del patdgeno en el hospedero
puede durar de tres a ocho semanas (este tiempo se considera de incubacién antes de
expresar los sintomas de moniliasis) y depende de la condicién ambiental y nutrimental
del cultivo (Phillips-Mora 2005; Phillips-Mora and Wilkinson 2007; Sdnchez-Mora y Garcés,
2012). Durante el tiempo de incubacién el crecimiento del fruto no se ve afectado y
algunos autores postularon que tampoco sus caracteristicas fisioloégicas (Van der Plank,
1977; Evans, 1981, 2003; Krauss y Soberani, 2001; Agrios, 2005).

Posterior al periodo de incubacién, el hongo expresa la etapa necrotréfica y el micelio se
desarrolla de forma intracelular, excretando enzimas para la degradacién de los
componentes celulares y de esta forma poder tener acceso a los nutrimentos de la célula.
Cuando se genera la etapa necrotréfica, tanto el hospedero como el hongo acumulan
metabolitos que producen oxidacién del tejido. El hospedero lo realiza como mecanismo
de defensa para eliminar o detener el avance del micelio necrotréfico y el patégeno los
acumula para matar a las células del hospedero, para alimentarse de ellas (Bailey et al.
2013; Melnick et al. 2013).

La etapa reproductiva del patégeno (conidioforos) se genera después del deterioro del
tejido del pericarpio, observandose conidios globosos, elipticos y ovales (oscilando entre
7.0-10.5,6.3 -9.3y 7.5 - 11.6 um, respectivamente), que se convierten en una nueva
fuente de inoculo al ser transportados por el viento, agua e insectos (Evans, 2003; Phillips-
Mora and Wilkinson, 2007; Villavicencio y Jiménez, 2010). Las conidias son la Unica
estructura del hongo capaz de causar infeccidn, distribuidos tanto en el area cultivada
como a las dreas aledaias, transportadas por el viento, insectos, lluvia y por frutos
infectados (Evans et al. 2003; Torres et al, 2013).

Posterior a la esporulacién, los frutos comienzan a deshidratarse, momificandose
gradualmente (este proceso dura aproximadamente de dos a ocho semanas),

permaneciendo unido al arbol. La diseminacién de la moniliasis permitié que esta llegara



hasta México (Phillips-Mora and Wilkinson, 2007; Johnson et al. 2008; Sanchez-Mora y
Garcés, 2012).

En México, existe una superficie potencial para la produccidn del cultivo de cacao en 9
estados, las regiones con mejores caracteristicas edafo-climaticas son Puebla, Veracruz,
Tabasco, Oaxaca y Chiapas. El drea cultivada es de aproximadamente de 61 612 ha, y se ha
reportado una produccién de 27, 844 t principalmente en los estados de Tabasco y
Chiapas (SIAP, 2015; Espinosa-Garcia et al. 2015).

En México el cultivo del cacao fue afectado por la moniliasis a partir del 2005, se introdujo
por la zona Sur del pais correspondiente al estado de Chiapas (Phillips-Mora et al. 2006).
Posteriormente se distribuyd a las demas zonas productoras del pais, generando un
decremento tanto productivo como financiero (Torres et al. 2013).

Las condiciones ambientales de las regiones infectadas, han facilitado el establecimiento
de la enfermedad y la prevalencia de éste en cada ciclo productivo (Diaz-Jose et al. 2013).
El dafio a frutos de cacao por la moniliasis se ha observado en Tabasco y Chiapas. El
manejo agrondmico tradicional no reduce la incidencia de la enfermedad, y esta se
relaciona directamente con las condiciones ambientales y los ciclos productivos (Torres et
al. 2013; Loépez-Baez et al. 2015). Los factores relacionados al decremento de la
produccién del fruto de cacao son: 1) el establecimiento de Moniliophthora roreri, agente
causal de la moniliasis, 2) el abandono de las plantaciones motivado por la baja
rentabilidad en muchas de las zonas de produccién de Tabasco y Chiapas, y 3) desventajas
competitivas en el mercado internacional. Todo lo anterior ha impactado en la baja
productividad de las zonas productoras de cacao (Torres et al. 2013; Diaz-Jose et al. 2014;
Lépez-Baez et al. 2015).

En Chiapas, las zonas productoras de cacao se ubican en los municipios de Tuxtla Chico,
Huehuetdn, Pichucalco, Tuzantan, Villa Comaltitlan, Ostuacan (Diaz-Jose et al. 2013),
Tapachula (Lépez Bdez et al. 2015), Acacoyahua, Acapetahua, Mapastepec, Cacahoatan y
Cd Hidalgo (Sociedad de Productores de cada municipio). Posterior a la introduccién de la
moniliasis, la produccién en la zona no supera el 22 % (en el mejor de los casos) y en otros

es del 0%, provocando el abandono del cultivo. Los productores de cacao han orientando



el cambio del cultivo base a frutales o flores e incluso han vendido las areas (de 1 a 20 ha)
para zonas residenciales (Comunicacion personal con productores).

Con base a lo antes expuesto, se generaron varias deducciones. Primero, el desarrollo de
la moniliasis en el pericarpio del fruto de cacao, hace pensar que las caracteristicas fisicas
y quimicas de esta parte del fruto, durante las primeras doce semanas de desarrollo, son
apropiadas para el establecimiento del patégeno. Ademas estas edades del fruto, son las
susceptibles a la infeccién por M. roreri, y no las edades que corresponden a la fase
madura. Tercero, la susceptibilidad observada entre variedades de cacao, sugieren que la
composicion del pericarpio del fruto entre ellas es diferente. Cuarto, la distribucién de la
enfermedad en las zonas cultivadas y la severidad del dafio entre ellas, sugieren que las
condiciones edafo-climaticas influyen en el establecimiento del patdgeno y en la
expresion de la moniliasis.

Para demostrar las deducciones propuestas, en el presente trabajo se establecieron los
siguientes objetivos:

1) Caracterizar las propiedades fisicoquimicas del pericarpio del fruto de cacao de las
variedades Criollo, Trinitario y Forastero susceptible a la moniliasis.

2) Determinar el grado de susceptibilidad a moniliasis que presentan los frutos de la
variedad Criollo, Trinitario y Forastero en la etapa infantil y juvenil, relacionados
con sus caracteristicas fisico-quimicas.

3) Evaluar el comportamiento epidémico de la enfermedad de la moniliasis del cacao
en el Soconusco, Chiapas y su relacién con las condiciones ambientales de cada

region.
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RESUMEN

Desde el inicio de la domesticacidn de las plantas hasta la fecha, cambios morfoldégicos y
fisioldgicos se han presentado, siendo todos heredables. En el proceso de domesticacion
han influido las practicas agricolas, la condicién edafo- climdtica y las interacciones intra-
especificas antes y durante la generacién de cada especie y variedad que actualmente se
cultivan. Durante la seleccidn de los especimenes vegetales, generacion tras generacion, la
reduccion de la diversidad genética ha sido una variante que ha generado susceptibilidad
en cada planta hacia microorganismos fito-patégenos. Durante la reduccion de diversidad,
diversos microorganismos interaccionaron con estas nuevas especies vegetales, que
durante el proceso de adaptacién y co-evolucion, se fijaron fuertemente caracteres
heredables que codificaron hacia una mayor susceptibilidad a fito-patdégenos. Los fito-
patdégenos fungicos que se mencionan en este trabajo, son del tipo hemibiotréfo y
expresan dos fases. La primera fase, la biotréfica, se genera durante la infeccién del
hospedero y determina el éxito que tendrd este hongo en la planta. La fase biotréfica es
considerada clave para definir el desarrollo de la enfermedad tanto en las variedades
tolerantes como en las susceptibles de las plantas hospederas, y ha sido un factor que
determind la funciéon biolégica de estos hemibiotréfos después del proceso de
domesticacién. Durante el proceso de domesticacion, como parte de la interaccién planta
— patdgeno, se generd la sintesis de metabolitos nuevos en el fitopatdogeno hemibiotréfo
para tolerar los mecanismos de defensa del hospedero, en todos los niveles de
vulnerabilidad. Contrario a lo anterior, se generaron nuevos metabolitos en las plantas
domesticadas, para contrarrestar las nuevas modificaciones producidas por los hongos

fitopatdégenos hemibiotréfos, sin lograr alcanzar un éxito en su detencidn. El proceso de



co-evolucion entre plantas y fitopatdgenos fungicos hemibiotréfos, se explica con los
modelos de la carrera de armamentos (Arms Races) y la reina roja (Queen Red). Lo
anterior hace pensar que los fitopatogenos flngicos que estuvieron interaccionando con
las plantas durante el periodo de disminucién de diversidad genética, estimulo la
formacién de metabolitos nuevos y la generacion de variedades, con capacidades
bioquimicas diferentes, en ambos organismos. El estudio de la co-evolucién generada
entre plantas y patdgenos, permitirda comprender el papel que juegan los hongos
fitopatdgenos en los pato-sistemas y la variacion de respuesta de defensa generadas por

el hospedero acorde al grado de susceptibilidad que tiene cada variedad de los cultivo.

Palabras clave: Domesticacién, evolucién, hongos, interaccion.

Importancia

Los problemas emergentes con mayor impacto en la produccion agricola, por cada ciclo
productivo, son las enfermedades [Wingfield, 2013]. De estas ultimas, las generadas por
hongos fitopatdgenos, han sido las de mayor importancia, y las de tipo hemibiotrdfico
(HTH) son las devastadoras. Hasta la fecha, la falta de informacion sobre el
comportamiento del patdgeno en el agro-sistema y la interaccién generada entre el
patdgeno y la planta, han hecho ineficiente la seleccién de métodos de control [Gervasi et
al. 2013; Bailey et al. 2013].

Variados son los sintomas generados en la planta hospedero durante el desarrollo de la
enfermedad producida por HTH y entre los factores que influyen en el desarrollo de Ia
enfermedad se encuentra el tipo de hospedero, el grado de domesticacion de la planta, la
edad del drgano infectado y de la variedad del cultivo. Entre los factores derivados del
patdgeno se encuentra la capacidad bioquimica que tiene el HTH para engafiar a la planta
durante la formacién del estado biotréfico y la velocidad en producir la necrosis en el
tejido infectado [Horsbach and Deising, 2013; Jupe et al. 2013; Correa et al., 2014]. Por

ultimo, el factor historia de vida, el rango de hospederos que tiene cada HTH [Fernandez



et al. 2013], y las condiciones ambientales en el sistema agricola favorecen el desarrollo
de la enfermedad [Northfield and Ives, 2013, Wingfield, 2013].

En el agro-sistema de monocultivo (se denominard pato-sistema tropical), durante la
interaccidon planta — patdégeno, ambos organismos se ajustan en su fisiologia y acervo
genético para adaptarse a los cambios ambientales [Strauss et al. 2012]. En el caso del
fito-patégeno, la adaptabilidad que presenta los HTH en las diferentes condiciones
ecoldgicas del pato-sistema y del hospedero, se debe a sus mecanismos de variabilidad
genética [Kleemann et al. 2012, Dunn and Perkins, 2012; Feeney et al. 2014].

Antes del proceso de domesticacion de las plantas, la co-evolucién que existio no
favorecia al microorganismo patégeno, si no a todas las interacciones que presentaba la
planta con los microorganismos para sostener su adaptacion y cumplir su ciclo de vida,
como un holobionte [Vandenkoornhuyse et al. 2015; Mitter et al. 2016]. En el inicio del
proceso de domesticacion, los eventos de adaptacion de las plantas seleccionadas a los
sitios de siembra (muy repetitivos) generaban interacciones con los microorganismos
presentes, siendo seleccionados estos ultimos por las caracteristicas que presentaban las
nuevas generaciones de plantas. Posteriormente, se presentd la co-evolucion, donde se
fijaron caracteres heredables en cada cruza realizada, produciendo caracteristicas
fenotipicas de interés agricola [Casacuberta et al. 2016], y mostrando susceptibilidad a
fito-patdégenos del tipo HTH. La susceptibilidad observada en las plantas domesticadas, es
el resultado de la perdida de caracteres de tolerancia y resistencia a fito-patégenos HTH,
gue se presentd gradualmente en el proceso de domesticacién [Castro et al. 2012;
Casacuberta et al. 2016].

El éxito de los fitopatégenos HTH en los diferentes ecosistemas agricolas, se ha atribuido
al paralelismo geografico y ambiental que existe en las areas tropicales cultivables. Los
vectores ambientales, animales y humanos, generan la dispersion de los propagulos del
HTH que generan las epidemias en tiempo y espacio [Phillips Mora y Wilkinson, 2007;
Dunn and Perkins, 2012; Horsbach and Deising, 2013]. En este trabajo se presentan una
revision sobre la posible co-evolucién que se genera en la interaccidon planta — hongo

hemibiotrofo.



Hongos Hemibiotrofos

Son organismos intermediarios (evolutivamente hablando) que expresan una transicién
entre la fase biotrofa y necrotrofa [McCann et al 2013]. Tienen la capacidad de infectar
multiples hospederos (ejemplo, especies del género Colletotrichum [Gautam, 2014]) o de
especializarse en hospederos especificos (ejemplo, especies del género Moniliophthora)
[Phillips-Mora et al. 2007].

En el proceso de infeccién, los HTH desarrollan estructuras (apresorio) para fijarse al drea
seleccionada y para la introduccién (tubo germinativo y haustorio) al tejido susceptible
[Jupe et al. 2013; Brunner et al. 2013; Avasthi et al. 2015]. Con la llegada del conidio o
espora (propagulo infectivo), se genera el proceso de contacto (fijacion o anclaje) y
posterior a la germinacién del propagulo se inicia la busqueda del sitio susceptible del
tejido en el hospedero [Bailey et al. 2013; Rodriguez et al. 2013]. En la primera etapa de la
interaccion, los HTH definen (mediante sefiales quimicas con su posible hospedero) cual
serd la funcién biolégica que desempefiara en esa planta, parasito o endéfito [McCann et
al. 2013; Doehlemann and Hemetsberger, 2013].

En el tejido del hospedero, las hifas infectivas pueden ubicarse inter e intracelularmente y
producen efectores que son indispensables para infectar y alimentarse de las células de la
planta [Horsbach and Deising, 2013; Jupe et al. 2013; Bailey et al. 2013; Brunner et al.
2013]. En la fase biotréfica, el HTH efectia procesos que retienen la expresion de
mecanismos de defensa y fisiologicos del hospedero [Alvarez, 2012; Castro et al. 2012;
Bhadauria et al. 2012; Jupe et al. 2013; Li and Smigocki, 2016]. Se considera que el tiempo
de existencia de la fase biotréfico es relativo al tiempo de incubaciéon que tiene el
patdgeno, y esta fase va depender tanto del estado fisioldgico, fenolégico del hospedero y
de las condiciones abidticas [Texeira et al. 2012; McDowell, 2013; Bailey et al. 2013;
Fernandez et al. 2013; Doehlemann and Hemetsberger, 2013; Delaye et al. 2013].

La fase necrotrdfica involucra la muerte celular del tejido del érgano infectado o de todo
el hospedero, provocada por la respuesta hipersensible de la planta durante el tiempo
final de expresion de la fase biotrofica [Bhadauria et al., 2012]. Durante la transformacidn

de biotrofico a necrotréfico, que ocurre en minutos, se genera una cascada de



acumulacién de perdxido de hidrogeno en el tejido colonizado [Bailey et al. 2013; Eloy et
al. 2015]. No se conoce con exactitud el mecanismo de sefializacidn y/o las sefiales que
encienden este proceso de generacién de la fase necrotrofica. En la formacidn de la fase
necrotréfica existe un relacidn directa entre la edad del érgano infectado, la fisiologia de
este y su condicion nutrimental [Bhadauria et al. 2012; Bailey et al. 2013; Brunner et al.
2013; Juper et al. 2013; Fernandez et al. 2013; Aguirre et al. 2015). Es comun la
acumulacién de metabolitos en el tejido colonizado por parte del micelio necrotréfico
(normalmente mas delgado que el biotréfico], también por parte de la planta como un
mecanismo de defensa [Bailey et al., 2013, Bhadauria et al., 2013; Zhao et al., 2013].
Desde la formacién de la patogénesis, hasta la expresion de la fase necrotréfica, hay una
relacion directa con la reducciéon de la expresion de genes Avr implicados en la
compatibilidad planta — hongo. Ademas se consideran como indicadores visuales de
muerte celular a la expresidon conjunta de los sintomas de clorosis y oscurecimiento del
tejido [Van Damme et al. 2012].

Entre los hongos hemibiétrofos mas estudiados, se mencionan a Mycosphaerella fijiensis
[Ploetz, 1994], Colletotrichum gloesporioides [McDowell, 2013], C. truncatum [Bhadauria
et al. 2012], Septoria tritici (Shetty et al. 2009), Moniliophthora peniciosa [Texeira et al
2012] y M. roreri [Bailey et al. 2013]. Estos HTH afecta con rapidez a sus hospederos,
variando entre género y especie la formacion de la patogénesis seglin sea el érgano
infectado (expresando sintomas variados). También existe variacion en el tiempo de
latencia del conidio (acorde al género y especies del patdgeno), en la variedad de sefales
en la germinacién y formacion del apresorio, incluyendo el tiempo de duraciéon de la fase
biotrofica (Alvarez, 2012; Castro et al. 2012; Bhadauria et al. 2012; Bailey et al. 2013;
Brunner et al. 2013; Jupe et al. 2013; Fernandez et al. 2013).

La domesticacion de plantas hospederas.

Durante el proceso de domesticacién de las plantas, se produjeron cambios genotipicos y
fenotipicos en éstas inducido por el hombre, importantes desde el punto de vista costo
versus beneficio [Gepts y Pope, 2002; Chacdn, 2009; Dempewolf et al. 2012]. Este proceso

gue es unidireccional, tuvo su origen en plantas silvestres [Pickersgill, 2007; Chacédn,



2009]. La domesticacion redujo la diversidad genética en las plantas comparado con sus
ancestros y se fortalecio la afinidad a los fitopatdégenos [Chacdn, 2009; Le Van et al., 2012;
He, 2014]. El resultado final de este fortalecimiento, entre plantas y fitopatégenos, fue el
incremento en la agresividad y la virulencia de cada HTH [Le Van et al., 2012; Delmas et al.
2016]. A diferencia de cereales y gramineas, en frutales este proceso de domesticacion
fue mas lento, porque el periodo infantil y juvenil es mas tardado, complicandose en la
etapa de madurez sexual donde la fase de reproduccién es esporadica [Goldschmidt,
2013]. Los resultados generados en la domesticacidon de frutales, varian segun la ubicacién
del fruto en el arbol y edad de estos [Phillips-Mora y Wilkinson, 2007; Melnick et al., 2013;
Bailey et al., 2013; Yaacoubi et al. 2016].

Las modificaciones generadas durante el proceso de seleccién de plantas y adaptacion a
las condiciones climdticas de las regiones utilizadas para la produccién masiva [Eckardt,
2010; Hacquard et al., 2013], generdé un proceso de co-domesticacidon con especies
fungicas (parasitas) ya presentes en sus tejidos [Win et al., 2012; Kellner et al., 2014]. La
trayectoria de vida de cada patdégeno HTH durante la interaccidn sostenida con su
hospedero produjo un patron de adaptacién que contrasto con la falta de diversidad y
diferenciaciéon genética en las plantas [Gladieux et al., 2011; Delaye et al.,, 2013;
Manamgoda et al., 2013]. Este patrén de adaptacién se proyecté sobre la fase parasitica
del patégeno, generando una trayectoria de aptitud, reflejada en variantes mas adaptadas
a variedades resistentes del hospedero y mas agresivas en las plantas susceptibles [Brown,

2010; Win et al., 2012; Delmas et al. 2016].

El estado biotrofico, clave en la co-evolucion.

Antes y durante el proceso de domesticacion de las plantas, cada planta sostuvo
interacciones con microorganismos (se postula que la funcion de cada microorganismo fue
como endédfito antes de ser patdgeno, [Gladieux et al., 2011; Delaye et al., 2013;
Manamgoda et al., 2013]) presentes en el area de siembra, en la rizosfera y filosfera, e
incluso dentro de los tejidos vegetales. Entre los microorganismos presentes, se

encontraron patoégenos que fueron de tipo hemibiotréfo y que se favorecieron por su



capacidad de adaptacion a los nuevos hospederos formados [Brown, 2010; Kellner et al.,
2014].

Durante el proceso de adaptacidn, se generaron cambios bioquimicos en la planta
estimulados por las condiciones ambientales y nutrimentales del suelo que sostuvo el
desarrollo de ésta. Es probable que lo anterior influyd, durante la interaccion sostenida
entre el patégeno y la planta, en el proceso de infeccion y en el desarrollo del micelio en
tejido intra e inter celular [Yadeta and Thomma, 2013; Rodriguez et al., 2013; Bhadauria et
al., 2015; Andargie and Li et al.,, 2016]. Durante la adaptacién en el proceso de
domesticacion, la fase biotréfica del patégeno HTH fue afectada influyendo directamente
en el periodo de latencia dentro de la planta alargando el tiempo en dias, semanas 6
meses, sin expresar sintoma alguno que demostrara la presencia de la fase necrotrofica
[Gladieux et al. 2011; Garcia et al. 2012; Bailey et al. 2013]. En la adaptacién que presenté
el HTH durante el proceso de cambio de silvestre a domesticado (en todos los eventos de
cruza), la formacién de nuevas estrategias bioquimicas derivadas de nuevos rasgos
genéticos (siendo el principal cambio) y desde el punto de vista evolutivo estuvieron
fuertemente ligadas al hospedero. Dio como resultado una mayor interaccién con las
nuevas plantas y mayor éxito reproductivo [Ponomarenko et al., 2011; Guzman et al.
2012].

Con nuevas estrategias de comunicacién y camuflaje bioquimico, la interaccién sostenida
entre el patégeno y el nuevo tipo de plantas generé mayor severidad en el desarrollo de
las enfermedades. La comprension de esta interaccién se ha estudiado desde el aspecto
bioquimico — molecular que se consideran claves en la compatibilidad y dialogo estrecho,
gue se establece entre el patdgeno y la planta. Lo anterior esta acumulado en la historia
de vida del patdgeno que estuvo sometido a los ciclos co-evolutivos en todo el proceso de
domesticacion de la planta. Esta informacion almacena nuevos cambios genéticos que han
sido dependientes de las nuevas variedades vegetales, iniciando desde poblaciones
silvestres hasta las domesticadas [Guzman et al. 2012; Rico-Hernandez, 2011]. El modelo
de co-evolucién desarrollado por los hongos HTH en la planta hospedera se aproxima al de

la carrera de armamentos bioquimicos (Arms Races; [Occhipinti et al. 2012]), provocando



un proceso de patogénesis eficiente y severo [Van der Linde et al., 2012; Ruiz Herrera J.,
2012], lo que ha permitido que la fase biotrdfica, segun sea el hospedero, sea corto o
largo en tiempo [Bhadauria et al. 2012; Castro et al. 2012; Bailey et al., 2013; Delaye et al.,
2013; Brunner et al. 2013; Jupe et al. 2013; Kellner et al., 2014].

En el proceso de co-evolucion el HTH presenté el estilo de vida similar al de un biotréfo,
ventajoso para el patégeno y una desventaja para el hospedero [Estrada et al. 2013;
Manamgoda and Udayanga, 2013; Delaye et al. 2013; Teran, 2013]. El tejido vegetal de las
variedades nuevas, de plantas, proporcionaron condiciones fisiolégicas y ambientales
propicias para la expresién de la fase necrotrofica [Occhipinti et al. 2012; Castro et al
2012; Horsbach and Deising, 2013; Bailey et al., 2013].

Durante el proceso de adaptacidn de la fase biotrofica del HTH a las nuevas defensas de la
planta, se promovié la capacidad de su variacion polimdrfica que presenta el patégeno
siendo esta una estrategia evolutiva y ventajosa sobre el hospedero [Van der Linde et al.,
2012; Fabre et al. 2015]. Al cambio co-evolutivo de las caracteristicas del patdgeno,
referente a su polimorfismo cambiante que promueve la formaciéon de nuevos patégenos,
se apega al modelo de la reina roja (Queen Red), explicando el proceso de adaptacion —
evolucidn para el patégeno. Lo anterior permitié encontrar variantes genotipicas del HTH
gue se relacionaron con el gradiente de hospederos y cada variante del patdgeno se
adaptd a los cambios fenoldgicos del entorno ambiental y fisioldgico del hospedero. Con
ello se explica parte del éxito de especies o razas del patdégeno sobre especies tolerantes
del hospedero [Raberg et al. 2014; Fabre et al. 2015; Masri et al. 2015; Souza et al. 2016].
La variacién genotipica del patégeno, el gradiente de hospederos susceptibles y las
condiciones ambientales, permitié generar selectividad en el proceso de infeccién en el
hospedero (compatibilidad), gradientes de severidad del desarrollo de la patogénesis y
capacidad de comunicacién quimica para evadir las defensas del hospedero [Raberg et al.
2014; Souza et al. 2016].

La co-evolucién del HTH generado en las variantes de cada planta hospedera, ademas de
producir nuevas moléculas bioquimicas, elevd la capacidad para infectar en diferentes

edades de desarrollo de la planta hospedera, incluyendo la formacion de un estado



guiescente. Ademas, acorde a las condiciones bioquimicas del hospedero, el HTH
establecid que la formacién de la fase necrotréfica se relacionara a la presencia o
concentraciéon de una o varias moléculas generadas (hipotéticas) por el hospedero,
produciendo variaciones en la severidad y velocidad de formacién de la fase necrotrofica
[Phillips-Mora y Wilkinson, 2007; Rodriguez et al. 2009; Bhadauria et al, 2012; McDowell,
2013; Landero et al. 2013; Melnick et al., 2013; Bailey et al., 2013]. La formacidn de la
ultima fase, poco estudiada, esta relacionada a un decremento en las respuestas
metabdlicas y defensas del hospedero, incluyendo la reduccidn de expresion de genes Avr
[Brown and Tellier, 2012; Texeira et a. 2012; Rafiqgi et al., 2012; Petre et al. 2014]) que no
pudo ser conservada. Esta reducida expresidon pudo provocar variaciones en el tiempo de
incubacién y en la agresividad del patégeno, haciendo dependiera de la capacidad de
interaccion que tenga con la planta [Van Damme et al. 2012].

Considerando la informacién expuesta

En este articulo, el entorno cambiante provoca ajustes metabdlicos tanto en plantas como
en los patégeno hemibiotréfico, que relacionado con la domesticacidn de la planta ha sido
lo que determina el tipo de interaccion a generar como estrategia co-evolutiva. Lo
anterior permitid que el patdégeno expresara la interaccion mutualista o parasitica, para
lograr sobrevivir y evitar ser eliminado.

En la formacién de la patogénesis provocada por un HTH que forma las dos fases,
biotrofica y necrotréfica, la primera fase pudo ser la clave en el proceso de domesticacién.
Al principio posiblemente se condicioné como obligatoria y conforme se presentaron los
cambios respectivos, genético y bioquimico, existié una fase adaptativa que transité a co-
evolutivo durante la interaccidon con su hospedero en el proceso de domesticacion de las
plantas. Se consider6 que probablemente se hayan originado los patégenos
hemibiotroficos de un organismo biotrofico que co-evolucioné con su hospedero durante
el proceso de domesticacién, teniendo en su material genético toda la informacién de
como generar la enfermedad en la planta acumulada durante una historia de vida

gendmica.
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Degree of domestication influences susceptibility of
Theobroma cacao to frosty pod rot: a severe disease

devastating Mexican cacao.

El grado de domesticacion influye en la susceptibilidad de Theobroma cacao a la

moniliasis: una enfermedad grave que devasta al cacao mexicano.
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Abstract

Background: The three-main cacao (Theobroma cacao) varieties cultivated in México are:
Criollo, Forastero, and Trinitario. Each variety has a different fruit setting time and has
been subjected to several selection stages. The aim of this study was to determine the
susceptibility of the three cacao varieties to Frosty pod rot caused by Moniliophthora
roreri. We also analyzed the physical-chemical properties of the pericarp of the three

varieties and its domestication age

Question: Is there a relationship between the degree of domestication of the cacao

variety and its susceptibility to Frosty pod rot?
Studied species: Theobroma cacao fruits at the ages of 4, 8 and 12 weeks.
Study site: A cacao plantation in Chiapas, Mexico.

Methods: The content of moisture, lignin, phenols, peroxidase activity and hardness of
the pericarp were analyzed in the middle zone of healthy fruits at 4, 8 and 12 weeks of

development. Number of healthy and infected fruits were recorded every week.

Results: The highest susceptibility to Frosty pod rot was found in the immature stage of
fruits from the Criollo variety. The disease was mostly found in the mid-zone of the fruit.
The Criollo variety was the most susceptible. This variety showed the highest moisture

values and the lowest values of the other measured parameters.

Conclusions: The Criollo variety, the one with the highest degree of domestication, was
the most susceptible to frosty pod rot. We suggest using material from wild populations

and from the Forastero and Trinitario varieties in breeding programs.

Keys words: Cacao frosty pod rot disease, plant defenses, plant infection,

Moniliophthora roreri, pericarp.



RESUMEN

Antecedentes: Las tres principales variedades de cacao (Theobroma cacao) cultivadas en
México son: Criollo, Forastero y Trinitario. El tiempo de produccién y el nimero de etapas
sometidas en el proceso de seleccidon de cada variedad, es diferente. El objetivo de este
estudio fue determinar la susceptibilidad de las tres variedades de cacao a la moniliasis
causada por Moniliophthora roreri. También se analizd las propiedades fisico-quimicas del

pericarpio del fruto de las tres variedades y su edad de domesticacion.

Pregunta: ¢Existe una relacidén entre el grado de domesticacién de la variedad de cacao y

la susceptibilidad a la moniliasis?

Especie estudiada: Theobroma cacao, frutas de 4, 8 y 12 semanas de edad.

Sitio de estudio: Una plantacién de cacao en Chiapas, México.

Métodos: Se analizé el contenido de humedad, lignina, fenoles, actividad peroxidasa y
dureza del pericarpio en la zona media de frutos sanos a las 4, 8 y 12 semanas de edad.

Cada semana, se evalud el numero de frutos sanos e infectados.

Resultados: La mayor susceptibilidad a la moniliasis se encontré en la etapa inmadura de
los frutos de la variedad Criollo. La enfermedad se encontré principalmente en la zona
media de la fruta. Se observd que la variedad Criollo fue la mds susceptible. Esta variedad
presentd los valores altos de humedad y con valores bajos en los otros parametros

medidos.

Conclusiones: La variedad Criollo, considerada con mayor grado de domesticacion, fue la
mas susceptible a moniliasis. Sugerimos el uso de material de poblaciones silvestres y de

las variedades Forastero y Trinitario en programas de mejoramiento genético.

Palabras clave: Moniliasis del cacao, defensas de las plantas, infeccion de plantas,

Moniliophthora roreri, pericarpio.



The domestication process of wild plants has usually produced heritable changes in
morphological and physiological characteristics (Pickersgill 2007, 2013, Rival & McKey
2008, Chacdén 2009, McKey et al. 2012; Gepts & Pope 2002). Cereals are the best example,
with a longer domestication time. Throughout domestication, cereals have lost their
capacity of seed dispersal and modified their plant architecture in order to increase yield
and production (Gepts & Pope 2002, Pickersgill 2007, 2013, Mondolot et al. 2008, Chacén
2009, Bautista et al. 2012, He 2014). Selection of specific traits has reduced the genetic
diversity of the domesticated varieties (Chacdén 2009, Rauf et al. 2010, Bautista et al.
2012).

Compared to cereals, the domestication process of cacao (Theobroma cacao), a native
tree of the Amazonian rainforest (Cheesman 1944) is more recent. Traditionally, three
domesticated varieties of cacao are recognized: Criollo, Forastero and Trinitario.
Domestication of the Criollo variety began 4,000 years ago in southern Mexico (Powis et
al. 2011). The onset of the process for the Forastero variety is dated in 1700 in Brazil (Ji et
al. 2012). The Trinitario variety, a hybrid between the aforementioned varieties Criollo

and Forastero, began to be cultivated in Trinidad and Tobago after 1727 (Pound 1945).

The cacao fruit is highly valuable in the market, since chocolate is obtained from its
seeds. The mature fruit is a berry, commonly known as cacao-pod, with an oblong-oval
shape. The mature cacao-pod pericarp, constituted by exocarp and endocarp, is composed
of cellulose, hemi-cellulose, lignin, water and mineral salts in a laminated arrangement
(Daud et al. 2013). In mature fruits, the proportion of the components of the cacao-pod
pericarp is unknown. Likewise, the composition of the "cacao-pod pericarp" of immature
fruits, or “cherelle” (0 to 5 weeks after fruit mooring) and juvenile (6 to 10 weeks after
fruit mooring) stages is unknown (Sanchez-Mora and Garcés-Fiallos, 2012; Martijn ten

Hoopen et al. 2012).

Like other plant organs, the cacao fruit is susceptible to infection caused by Oomycetes
such as Phytophthora and fungi like Moniliophthora (Motamayor et al. 2008). In the last

decade, in the Americas, the production of cacao fruits has declined between 80 and



100% due to the infection caused by Moniliophthora roreri (a specific pathogen of the
fruit) (Phillips-Mora & Wilkinson 2007, Phillips-Mora & Cerda 2009). The susceptibility to
M. roreri, causal agent of moniliasis or frosty pod rot (FPR) disease, depends on the cacao
variety and fruit age. In this sense, Phillips-Mora et al. (2005), Rodriguez (2006) and
Phillips-Mora & Wilkinson (2007) reported that young fruits are more susceptible to
infection by M. roreri than mature fruit. Likewise, the initial evaluations of the incidence
of FRP in cacao plantations in Chiapas, Mexico, carried out by our working group suggest
that the medium zone of the fruit is the most susceptible to M. roreri infection. Therefore,
the aim of this study was to determine the susceptibility of Criollo, Forastero and
Trinitario cocoa fruit varieties to FRP caused by Moniliophthora roreri, and to assess if

susceptibility correlates with its domestication age.

Methods

Study site, symptoms and incidence of FPR. This study was carried out at a cacao
plantation in Chiapas, México (N 14° 59&apos; 51.30"; W 92° 10&apos; 49.55”; 411
m.a.s.l.), where the Criollo (C), Forastero (F) and Trinitario (T) varieties are grown. The
symptoms of FRP (Phillip-Mora et al., 2005) were evaluated from fruit setting to harvest in
20 trees of each variety (60 trees in total) from February to June and from July to
November 2013 (two full harvest periods). Every week, the numbers of healthy and
infected fruits were recorded. The location of the symptoms on the surface of the infected
fruits was also documented. The fruits were divided equidistantly, in peduncle, middle and
apical zones. The incidence of disease per age (week) and cacao variety was calculated

using the formula:

| (%) = (IF/TF) x 100



where | = incidence, IF = number of infected fruits and TF = total fruits. During the study,
390, 605 and 475 fruits of the Criollo, Trinitario, and Forastero varieties, respectively, were

collected (average of 9.8, 15.1 and 11.9 fruits. Tree “-year™).

Fruits free of FPR symptoms. Twenty fruits of every cacao variety were washed with sterile
saline solution and kept in a cellophane bag to protect them from the possible arrival of

M. roreri conidia.

Physicochemical studies of healthy mature fruits. For the physicochemical study of the
pericarp, healthy fruits at the ages of 4, 8, and 12 weeks without FPR symptoms, were
sampled. The content of lignin, peroxidase activity, moisture, hardness and phenolic
compounds were measured in the middle area of the pericarp, where the highest

frequency of FRP symptoms has been observed.

Preparation of pericarp for histochemical determination of lignin. To determine the
content of lignin in the pericarp, we sampled five fruits of each of the three varieties of
cacao, and five cubes of tissue were obtained (1.5 x 1.5 x 1.5 cm) from the middle area of
the pericarp (5 cubes.fruit™; 25 cubes.variety™). The cubes were initially dehydrated for 72
h, in a mixture of formaldehyde-ethyl alcohol-glacial acetic acid (2:10:1 v:v; FAA mixture).
Subsequently, the samples were placed in aqueous solutions of ethyl alcohol of 10, 25, 50,
75 and 96% v:v (6 h in each solution). The cubes were placed in solutions of 10, 25, 50, 75

and 100% of xylol (3h in each solution). Finally, the cubes were embedded in paraffin



(McCormick®) and ten cuts of 5 um thickness (Microtome Microm HM 315) were obtained

and each cut placed on a slide.

Staining used for the identification of lignin in the pericarp. The identification of lignin was
carried out following the method proposed by Sanchez et al. (2010). Each excised sample
was incubated for five minutes with 40 pL of 30% HCl and 80 pL of phloroglucinol (1% w:v
in 70% ethyl alcohol). The excess of reagents was removed with water and the resulting
product was observed and photographed under an optical microscope (Carl Zeiss
Axioscope) (Carl Zeiss Microlmaging camera model AxioCam MRc) for further analysis. The
red-violet color was indicative of the presence of lignin (Figure 1) and the color intensity

was proportional to its concentrations (Almaraz 2011).

Content of lignin in the pericarp of the different cacao varieties. To determine the content
of lignin in the pericarp of the different cacao varieties, the intensity value (In) of the red
(R), green (G) and blue (B) color was determined at each microphotograph using the Zen
program, version 2011. The In parameter takes values between 0 and 250. Thus, the
combination 0.0.0 (R,G,B) represents the black color and the combination 250.250.250
represents the white color; The combinations 250.0.0; 0.250.0 and 0.0.250 represent the
red, green and blue colors respectively (Triana et al. 2013). The determination was made
in six optical fields (1300 x 1300 pixels) of each microphotograph, representing 78.5% of
the cut (9.810 655.4 mm? photo™; 58.863.9323 mm? in total).

Peroxidase activity (Pox) in the pericarp of fruits. The Pox activity in fruit pericarp was

determined using the Kar & Mishra (1976) method with some modifications. Briefly, 100



mg of tissue, were ground in liquid Nitrogen using a pestle and mortar. The mixture was
homogenized with one mL of phosphate buffer (100 mM at pH 6.8) and centrifuged at
11,600 rpm. The supernatant was diluted (1:20) with distilled water. To 360 uL of the
dilution, 922 pL of H,0 and 90 uL of phosphate buffer were added and strongly shaken.
The mixture was incubated at 30 °C for 10 min, after adding 360 uL of pyrogallol and 18 pL
of H,0, and the absorbance was determined at 420 nm (Genesys 20 Spectrophotometer
Thermo Scientific Model 4001/4). The Pox activity was reported in nkatals g dry weight of tissue
Y taking into account that the oxidation product of pyrogallol has a molar extinction

coefficient (E) of 2.47 mMecm™.

Determination of moisture in the pericarp. To determine the moisture in the pericarp of
the fruits, 10 g of tissue, from the middle zone, were placed in a porcelain capsule. The
samples were placed at 70 °C until constant weight was achieved. The moisture was

determined using the formula:

Moisture (%) = [(Wi-Wf) Wi™'] x 100.

Where, Wi: initial weight of the sample, Wf: final weight of the sample. The determination

was performed three times.

Determination of the pericarp hardness. The hardness of the pericarp of the different

varieties of cacao was determined as the force required to penetrate it (N cm?) using a



penetrometer (Fruit firmness tester, Touroni, Mod. 53205, Italy). The determination was

conducted in triplicate in the middle zone of each fruit.

Total phenol content. Five fruits were collected per age and variety, in order to analyze
total phenol content. The phenols extraction was made using the method proposed by
Restrepo et al. (2009). We took 5 g of tissues of pericarp, which were ground in a mortar
and added 10 mL metanol-water (50:50 v/v). Phenol content was measured by the Feng et
al. (2010) method, using the Folin Ciocalteu reagent. To 10 ul sample, we added 500 pL of
Folin-Ciocalteu’s reagent diluted 1/10 with water, to which 400 pL of sodium carbonate
(Na,COs3) was added. Subsequently, the mixture was in total darkness for 15 min for
reaction. Absorbance at 765 nm was then recorded against a blank with a mixture of
methanol:water (1:1). A calibration curve was performed to estimate polyphenol content
with a solution of gallic acid in methanol:water solution. Results of total polyphenol

content are expressed as mg equivalents of gallic acid per 1 g of sample.

Statistical data analysis. The FPR incidence data were arcsine-transformed prior to an
analysis of variance (ANOVA). The data of the physicochemical properties of the pericarp
were subjected to the multivariate analysis of variance (MANOVA), canonical discriminant
analysis (CDA) and principal component analysis (PCA). All statistical analyses were

performed using the InfoStat software (v. 2015).

Results

Incidence of FPR. In the fruits of the Criollo variety, the first symptoms of FRP were

observed two weeks after fruit mooring; in the Trinitario and Forastero varieties after



three weeks (Figure 2). The disease reached maximum values between the fourth and fifth
week after fruit mooring (average incidence was 8.70 £ 1.07%, 6.20 £ 0.90% and 7.19 +
0.43% for the Criollo, Forastero, and Trinitario varieties, respectively), remaining in this
condition for five weeks. The differences were statistically significant (F;, , =185.18, p
<0.0001). After week 10, the incidence of FPR decreased, reaching a value of 0 in week 14.
During the study period, the percentage of fruits with FPR was 82.4%, 63.6% and 51.9%
for the Criollo, Trinitario, and Forastero varieties, respectively. The dynamics of the
incidence of FPR between the two production periods evaluated did not show significant

differences (F, 1= 0.0, p = 0.9999).

Frequency of FPR in the different zones of the cacao fruit. Considering all the fruits of the
Criollo variety with symptoms of FPR, 62.7% were registered in the middle zone; in the
Trinitario and Forastero varieties the frequency was registered at 63.5% and 64.5%,
respectively. In the apex and peduncle zones of the Criollo, Trinitario, and Forastero
varieties, the frequencies were 26.6, 26.6 and 36.2% and 10.6, 9.9 and 9.1%, respectively.

Among the fruit areas, the difference was significant (F; ,=92.77, p <0.0001).

Relative lignin content, peroxidase (Pox) activity, phenols content, moisture and hardness
in the pericarp. Table 1 shows the values of In (for lignin), Pox, phenols, moisture and
hardness of the middle zone of healthy fruits of the three cacao varieties. The values of all
the variables were higher at the age of 12 weeks than at the 4 weeks. The MANOVA (Table
2) showed significant differences between varieties, age of fruit development and their

interaction



The CDA of the data, showed that 97.3% of the variance was explained by the first
canonical function and the remainder by the second function. The lignin content was the
most important variable for the discrimination of the groups on the canonical axis 1 (Table
3a) so that the individuals with the highest lignin content appear in the right side of the
scatter plot in the discriminant space (Figure 3). The discriminant dispersion centroids
(Table 3b) showed that the group of individuals of the Criollo variety opposes the groups
of the Trinitario and Forastero varieties in the canonical axis 1. This means that the
differences in lignin (In) distinguish the Criollo variety fruits from those of the Forastero
and Trinitario varieties. On the other hand, canonical axis 2 explains little variation
between groups. Finally, the cross-classification table (Table 5) shows that all individuals
initially assigned to the Criollo, Trinitario, and Forastero varieties were well classified using

the discriminant function (0% error).

On the other hand, the PCA of the data, showed that the first two components explained
92.15% of the variance. In PC 1 all variables had a positive coefficient, highlighting the
variable "variety" as the lowest value. Due to the above, the higher the value of the
variable the greater the resistance to FPR. Likewise, in PC 2 the variables "moisture" and
"time of development of the fruit (age)" had the highest negative coefficients, whereas
the variable "variety" had the highest positive value. The lower moisture and age, the
lower the resistance of fruits to FPR. Forastero variety was more resistant than Trinitario

and Criollo (Figure 4).
Discussion

In the present study we found that the Criollo variety, which is the most domesticated
(Motamayor et al. 2008; Powis et al. 2011), was also the most susceptible to cocoa frosty

pod rot.

Phillips-Mora et al. (2005) and Phillips-Mora & Wilkinson (2007) reported the FPR
disease symptoms observed after eight weeks of the arrival of conidia. Here, we detected
disease symptoms in the second week after fruit setting in the Criollo variety, and in the

third week in the Trinitario and Forastero varieties (Figure 2). This pattern may be due to



the arrival of conidia during floral anthesis, as previously reported by Omolaja et al. (2009)
and Frimpong et al. (2014). Another possibility is that the strain of M. roreri present in the
area is very aggressive (Sanchez & Garcés, 2012). Yet, this question warrants further
research. Delay of the onset of symptoms in the Forastero and Trinitario, or disease
progression in Criollo varieties, is related to the physicochemical parameters of the

pericarp of the fruit (Nyadanu et al. 2013, Takam et al. 2013).

The incidence of FPR, between the second and tenth week after fruit setting (Figure 2)
coincides with reports by Leandro (2011) and Sanchez & Garcés (2012). This development
period (to second and tenth week) is depends on the longitudinal growth path of the fruit
(Martijn ten Hooper et al. 2012, Sheng & Maisen 2012), when cells are in mitotic activity
and lack cellular differentiation. During that initial phase of fruit development, the
orientation of the lignin fibers (Agrios 2005, Lira 2007, Keegstra 2010, Fanwoua et al.
2013), the lack of polymers consolidation in the cell wall, and the exudate produced
(Filonow 2002, Zelinger et al. 2006, Rodriguez-Lépez et al. 2013), can promote conidia

germination of M. roreri on the fruit surface.

On the other hand, decrease in FPR after the tenth week of fruit development (Figure 2)
may be associated with changes in the composition of the pericarp resulting from an
increment in cell size and a decrement in the rate of duplication (Agrios 2005, Lira 2007,
Keegstra 2010, Fanwoua et al. 2013, Rodriguez-Lépez et al. 2013). These changes coincide
directly with the transition from the immature to the juvenile stage of the fruit (Martijn
ten Hooper et al. 2012, Sheng & Maisen 2012). The above phenomenon is similar to the
one reported by Ando et al. (2009), who found that mature fruits of Cucumis sativus are
more resistant to infection by Phytophthora capsici than the immature fruits. Moreover,
the absence of FPR symptoms in fruits after thirteen weeks of development supports the
hypothesis that the physicochemical characteristics of the pericarp do not allow the

development of M. roreri.



Incidence of FPR seems to be related to both fruit age and the physicochemical
properties of the epidermis of the fruit pod husk, and the most probably to molecules

involved in plant defense (Ando et al. 2009, Jing & Chapple 2010, Zeng et al. 2014).

Furthermore, it has been documented that the pericarp develops from the cells of the
ovary wall (Rangel et al. 2012), that the size of the fruit is defined by the number of cells
that form the pericarp (Okello et al. 2015), and that the final volume of the fruit is
biophysically limited by the extensibility of the epidermis (Bertin 2005). So, we believe
that the Pox activity, concentration of lignin and phenols in the pericarp of the cacao fruit
during the immature and juvenile stages are similar to the one found in mature fruits.
Consequently, the greater susceptibility to RPF observed in the equatorial region of
immature and juvenile fruits, may be the result of the differential distribution of
physicochemical properties. Likewise, the lower amount of lignin, phenols and Pox
activity in the equatorial region of the fruits may be the result of both the rate of cell
division (Evans et al. 1978) and the area, which are higher in this region than in the

peduncle and the apex (Bekele et al. 2006).

The observed differences in epicarp physicochemical characteristics of three cacao
varieties (cf. Table 1, Figure 3 and 4), and in the FPR susceptibility, may be associated with
its life history (domestication). In this sense, the Criollo variety has been grown in the
Soconusco region of Chiapas, for more than 4,000 years. Cheesman (1944) proposes that
the seeds of the Mexican Criollo variety were initially selected, in the upper Amazonas,
due to their low astigmatism and clear color. The transference of these seeds to the west
of the Andes mountain range, and their subsequent transport to the Soconusco region,
also contributed to the selection (Motamayor et al. 2002, 2003). On the other hand, the
Forastero variety has 400 years of domestication (Ji et al. 2012), and the Trinitario variety
(a cross between of the Criollo variety with the Forastero variety) was obtained in the
island of Trinidad and Tobago 300 years ago (Pound 1945), although its introduction to

continental America occurred 100 years ago (Motamayor et al. 2003).



Considering that during the process of cacao domestication, man has played an
important role in the selection of seed (Chacon 2009, Raya-Pérez et al.,, 2010), that
pollination is cross, and that on average, a cacao tree has a productive life of 40 years
(Somarriba et al. 2013), we inferred that: 1) at least 100 selection processes have taken
place for the Criollo variety, 13 for the Forastero variety, and three for Trinitario variety, 2)
as a result of the lack of wild specimens in the domestication region of the Criollo variety,
the existing population presents a genetically low diversity, as shown by Motamayor et al.
(2002), and 3) the Trinitario variety can be considered as an improved Criollo variety. This
is particularly supported by co-clustering in the clades generated from lignin content and

phenols (cf. Table 3, Figures 3 and 4).

Although the domestication process has improved the quality and quantity of fruit and
seed, and has allowed a sustainable production of cacao all along the year, it has also
affected susceptibility to frosty pod rot. Our study shows that the Criollo variety, which
has been under domestication for the longest time, is the most susceptible to
Moniliophthora roreri. 1t is clear that there is a need for research on enhancing the
resistance of cacao to this fungal pathogen while keeping the commercial qualities of
plants, and as a first step we suggest using material from wild populations and from the

Forastero and Trinitario varieties in breeding programs.
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Tables

Table 1. Mean value of physicochemical properties in the middle zone of the pericarp of
the three cacao varieties used in this study. Relative content of lignin (In), peroxidase
activity (Pox), phenols (P), moisture (H) and hardness (D).

Cacao Fruit Age In POX P H D

variety (weeks) (nkatals.g-1) (mgAG.g-1) (%) (N cm?)

Criollo 4 77.6£5.5 1.22+0.02 0.71+0.03 55.12+1.7 116.2+4.9
8 118+1.7 1.331£0.02 0.8910.08 68.66£1.0 114.812.5
12 126.6£3.3 2.11+0.04 1.13+0.05 75.10£0.8 148.8+2.3

Trinitario 4 100.6x6.6 1.28+0.02 0.8210.04 53.73+2.1 113.243.1
8 132+2.1 1.39+0.03 0.8310.05 67.40£2.0 118.6+2.3
12 142.624.1 3.55+0.06 1.22+0.02 72.27+1.3 173.7+3.7

Forastero 4 110.3£7.2 1.49+0.02 0.91+0.04 55.06£1.1 112.845.0
8 148£1.9 1.48+0.03 1.07+£0.04 65.44+0.8 121.2+2.1
12 169+6.2 4.49+0.08 1.35+0.05 73.51+1.1 178.7+4.8

Table 2. MANOVA test of physicochemical properties in the middle zone of fruits at
different ages and cacao varieties.

Test Stat Aprox. F Num.Df DenDf Pr(>F)

Age 1.93 184.91 10 66 <0.0001
Variety 1.31 12.6 10 66 <0.0001
Variety: Age 1.6 4.64 20 140 <0.0001




Table 3. Canonical discriminant analysis A) Discriminant function on each variable age,
Pox, phenols, moisture, hardness and lignin for relationship between cacao varieties in
middle zone. B) Dispersion centroids of each cacao variety in discriminant space, and C)
Cross classification of the three cacao varieties.

(A)
Variable Can1l Can 2
Age -5.17 0.43
Pox 0.25 1.03
Phenols 1.27 3.43
Moisture -1.12 0.26
Hardness 1.58 -3.61
Lignin 3.61 -1.67
(B)
Variable Axis 1 Axis 2
Criollo -4.21 0.37
Forastero 4.05 0.42
Trinitario 0.17 -0.79
(C)
Variable Cri For Tri Total Error
Criollo 15 0 0 15 0
Forastero 0 15 0 15 0
Trinitario 0 0 15 15 0
Total 15 15 15 45 0




Figures legends

Figure 1. Lignin accumulation (red) in the pericarp tissue of the cacao fruit at 40x. CM:
mucilaginous cavity, CE: epidermis.
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Figure 2. Incidence of Frosty pod rot in the cacao fruits of the Criollo, Forastero and
Trinitario varieties along nine months (February-November 2012). Zero represents fruit
setting.
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Figure 3. Canonical discriminant analysis for cacao varieties in middle zone. Variety: CRI =
Criollo, TRI = Trinitario, FOR = Forastero.
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RESUMEN

Las variedades de cacao, expresan una diferencia en expresion de susceptibilidad a las
enfermedades fungicas, siendo mas evidente en la enfermedad de la moniliasis. La
variedad Criollo, ha sido reportada como la mas susceptible y que la presencia, al igual
que el dafio del fruto esta relacionado a las condiciones ambientales de cada zona
productora de cacao. Escaso es la informacién referente a las caracteristicas del pericarpio
del fruto, que es la parte de este organo donde infecta Moniliophthora roreri. El objetivo
del presente estudio fue determinar el grado de susceptibilidad a moniliasis en frutas de la
variedad Criollo, Trinitario y Forastero en etapa inmadura y juvenil. En 20 arboles de cada
variedad de cacao, Forastero, Trinitario y Criollo, se evalud las caracteristicas
fisicoquimicas de los frutos sanos en las edades de cuatro, ocho y doce semanas de
desarrollo. Se realizd inoculacién inducida en frutos de cuatro, ocho y doce semanas de
edad, con conidios de M. roreri, fijando a estas con una biopelicula de quitosan de bajo
peso molecular, en la superficie del pricarpio. En la expresién del primer sintoma de la
enfermedad, se analizé concentracion de fenoles, actividad peroxidasa, humedad y pH del
tejido. Los frutos de la variedad Criollo, fueron los mas susceptibles a la infecciéon de M.
roreri, encontrando una asociacion con la menor concentracion de fenoles, menor
actividad peroxidasa, menor valor de pH y mayor humedad en el tejido. La edad del fruto
y los valores de las propiedades fisicoquimicas evaluadas, presentan una relacién directa,
entre ellos. Los frutos infantil y juvenil, independientemente de la variedad de cacao, son
los susceptibles a la infeccién de M. roreri, observando mayor incidencia en los primeros.
En frutos sanos, se observé una relacién directa entre los valores de pH y la edad, donde
el valor de los frutos con mayor grado de madurez es préoximo a la neutralidad. En frutos
infectados, los valores de pH oscilan entre 6.3 y 6.5. En los frutos infectados los valores de

humedad fueron menores, independientemente de la edad y de la variedad.

Palabras clave: Propiedades fisicoquimicas, infeccion, sintomas, cacao.



INTRODUCCION

La susceptibilidad que muestran las plantas a los fitopatégenos es atribuida a factores
como la condicién nutrimental, ambiental, genética, caracteristicas bioquimicas del
hospedero y al grado de domesticacion (Agrios, 2005, Pujol et al. 2005; Motamayor et al.
2008; Van Tassel et al. 2010). Estos eventos favorecen la pre infeccidn, el desarrollo de la
enfermedad y la especializacién del patégeno por el hospedero (Lé Van et al. 2012;
Nyadanu et al., 2013; Melnick et al., 2013). Todos los érganos de las plantas estan
sometidos a diversos tipos de estrés bidtico y abidtico durante su crecimiento y desarrollo
(Savicka y Skute, 2012). El estrés altera los procesos morfoldgicos, fisioldgicos y
bioquimicos a nivel celular, y regulan el grado de susceptibilidad a una infeccién (Lira,
2007). La especie del hospedero también influye a esta condicién (Agrios, 2005; Huerta-
Palacios et al., 2009).

México tiene el quinto lugar como productor de cacao a nivel internacional, pero su
produccién actual se ha reducido en un 80%. Los frutos de cacao son afectados
severamente por el hongo basidiomiceto Moniliophthora roreri (Evans, 1978) que causa la
enfermedad de la moniliasis (Phillips-Mora y Wilkinson, 2007). La moniliasis se presenta
en los primeros tres meses de desarrollo de los frutos y esta relacionada con la variedad
de cacao, la edad de desarrollo (Efombagn et al., 2007, 2007; Phillips-Mora et al., 2005;
Hebbar, 2007; Nyadanu et al., 2013), el grado de domesticacion de la variedad
(Motamayor et al, 2002, 2008), la posicion del fruto en el arbol, la época de produccion,
las condiciones agroclimaticas de la regién, al grado de competencia que exista entre los
frutos presentes en el arbol y la edad del arbol (Asomaning et al., 1971; Torres et al., 2011;
Takam et al., 2013; Bailey et al., 2013; Villalba et al., 2013; Melnick et al., 2013).

La moniliasis ataca Unicamente el fruto del cacao y el pericarpio de éste es la zona mas
afectada, donde los sintomas aparecen entre tres u ocho semanas posterior a la infeccién
por M. roreri (Johnson et al. 2008; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007). En frutos menores a
las nueve semanas de edad, el patégeno puede avanzar a la zona del endocarpio y
colonizar el mucilago, generando una masa compactada de mucilago y semillas que

después se necrosa (Sanchez y Garcés, 2012).



En el sur de Chiapas, México, se cultivan principalmente tres variedades domesticadas de
cacao: Criollo, Forastero y Trinitario, cada una con diferentes grados de susceptibilidad a
la enfermedad de la moniliasis (Motamayor et al., 2008). En frutos de estadio inmaduro 6
chirel correspondiente de una a cinco semanas de desarrollo, la susceptibilidad a la
moniliasis estd relacionada con la concentracién de carbohidratos, la presencia de
aminodcidos y de acidos orgdnicos en el pericarpio (Martijn et al. 2012; Melnick et al.,
2013). Ademas, la produccion de moléculas implicadas en los mecanismos de defensa
como las peroxidasa y fenoles, son inducidos por la presencia del patégeno (Nyadanu et
al.,, 2012, 2013; Takam et al., 2013; Bailey et al., 2013); y la acumulacién de lignina en la
pared celular del pericarpio, que le confiere la dureza, esta relacionada con la edad y la
variedad del fruto (Nyadanu et al., 2012).

A pesar de que se conocen aspectos generales del desarrollo de los frutos de cacao (Lira,
2007; Stamm and Kumar, 2010; McAtee et al 2013; Kumar et al 2014), los eventos
especificos implicados en la diferenciacién celular del pericarpio durante el proceso de
elongacion del fruto, por cada edad y etapa de desarrollo se desconocen. Observaciones
preliminares realizadas por el grupo de trabajo, durante la evaluacién de la incidencia en
plantaciones de cacao, sugieren que en el estado inmaduro de los frutos (cuando hay un
alto valor de divisién celular), se encuentran involucrados metabolitos que participan en
los mecanismos de defensa y que la concentracién de éstos en los frutos de cacao no
confiere proteccién contra la infeccién por M. roreri. Probablemente existe una relacion
entre los metabolitos generados en el pericarpio del fruto en las primeras dos etapas de
desarrollo y la susceptibilidad a la infeccién por M. roreri. Acorde a lo anterior, el objetivo
del presente estudio fue determinar el grado de susceptibilidad a moniliasis en frutas de la
variedad Criollo, Trinitario y Forastero en etapa inmadura y juvenil.

MATERIALES Y METODOS

Incidencia de la moniliasis

La incidencia de moniliasis se evalué en 60 arboles de cacao (20 arboles de cada variedad,
criollo, trinitario y forastero) ubicados en el Municipio de Tuxtla Chico, Chiapas, (N 14°

56’26.17” W 92°10’ 19.55”). El estudio evalud el desarrollo del fruto desde el amarre



hasta la cosecha del fruto en los dos periodos de produccién: el primero comprendié del
mes de Febrero a Junio, y el segundo de Julio a Noviembre. La cantidad de frutos totales
por cada variedad fue de: en Criollo 400, en Trinitario 635 y 488 de Forastero (el
promedio de frutos por periodo y por arbol fue de 10.0, 15.875y 12.2, para cada variedad
respectivamente). Los sintomas observados en el pericarpio del fruto (manchas marrén-
chocolate y la presencia de esporas) se identificaron segin el manual de moniliasis del
cacao Phillips-Mora (2005), Phillips-Mora y Wilkinson (2007), Johnson et al. (2008) y
Sanchez-Mora y Garcés (2012). La enfermedad se estimd por la cuantificaciéon del total de
mazorcas producidas por variedad, nUmero de mazorcas sanas y niumero de mazorcas
enfermas. Con base en esto, se determiné el porcentaje de incidencia mediante siguiente
formula: Incidencia (%): (total de mazorcas enfermas/total de mazorcas cosechadas) x
100.

Produccion de frutos sanos

Se seleccionaron 100 frutos de cada variedad de cacao con una semana de edad post-
amarre. Los frutos seleccionados se protegieron en bolsas de celofan transparente para
evitar la infeccion evaluar su desarrollo semanalmente hasta las doce semanas de edad.
Unicamente se utilizaron los frutos de cuatro, ocho y doce semanas que no presentaron
sintomas (Phillips-Mora 2005; Phillips-Mora y Wilkinson 2007; Sdnchez y Garcés 2012).
Evaluacion de la susceptibilidad a moniliasis

La susceptibilidad de los frutos de cacao se evalué en 100 frutos sanos/variedad con
edades de cuatro, ocho y doce semanas, los cuales fueron inoculados con propagulos de
M. roreri cepa TUXCT02012, proporcionada por el Instituto de Biociencias (IBC-UNACH) a
una concentracién de propagulos de 1x10° conidios mL™. Los frutos inoculados se
cubrieron con una biopelicula de quitosan de baja densidad. La presencia de sintomas de
moniliasis en la zona inoculada se evalud diariamente hasta los 65 dias post-inoculacion
(dpi). De los primeros frutos que mostraron sintomas caracteristicos de la moniliasis, se
realizaron aislamientos del patégeno para confirmar su presencia segun los postulados de
Koch.

Cuantificacion de fenoles totales



Se colectaron cinco frutos sanos y enfermos por edad y por variedad. La extraccion de
fenoles se realizd con el procedimiento descrito por Restrepo et al. 2009. La extraccion de
fenoles totales se realizo utilizando 5 grs. de tejido del percarpio macerado y adicionando
10 mL de metanol acuoso (50:50 v v''), se calentd por 30 min a 50 °C. La cuantificacion de
fenoles totales se realizd segun lo reportado por Feng et al. (2010) con algunas
modificaciones. A 10 ul de extracto metandlico se adicionaron 500 pl de Folin y 400 ul de
1 M de Na,COs; y se mantuvo por 15 min en oscuridad. El producto de la reaccién se
cuantificd a 760 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 20). Se elaboré
una curva estandar de dcido galico, expresando los resultados en términos de
equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg EAG g™ de peso seco).
Cuantificacion de la actividad peroxidasa

La actividad peroxidasa (Pox) se cuantificd en tres zonas del fruto segun lo reportado por
Kar y Mishra (1976) con las siguientes modificaciones; se trituraron 100 mg de tejido a 4
°C en un mortero en 1 mL de buffer de fosfato (100mM a pH 6.8) y se centrifugd a 11600
rom. El sobrenadante se diluyé con agua destilada (1:20). A una alicuota del extracto
diluido (360 pL) se le adicionaron 922 uL de H,0 y 90 uL de buffer de fosfato. La mezcla se
agitd en vortex y se le adicionaron 360 uL de pirogalol y 18 uL de H,0, La mezcla
resultante se incubd a 30 °C por 10 min. La reaccion se detuvo con 180 pL de H,SO,
concentrado. Se cuantificd la concentracion del producto de la oxidacién del pirogalol a
420 nm en un espectrofétometro (Genesys 20 Thermo Scientific modelo 4001/4). La
actividad enzimatica se reporté en nKatales g™ de peso seco, considerando la constante
de extincién del producto de la oxidacién del pirogalol E: 2.47 mMem™.

Cuantificacion de pH

La cuantificacidon de pH se realizd en las muestras pericarpio de los frutos de T. cacao L.
de acuerdo a la norma oficial NMX-F-317-5-1978 utilizando un potencidmetro (Hanna),
calibrado a pH 4, 7 y 10, respectivamente. Se pesaron 5 g de tejido de pericarpio y se
macerd en mortero hasta hacer una pasta fina. Se agregaron 1000 pL de agua destilada, se

mezcld vigorosamente con un agitador y se tomé lectura del pH con el potenciémetro.



Cuantificacion de la humedad
Se colocaron 10 g de muestra de la zona distal, media y proximal de pericarpio del fruto en
una capsula de porcelana (mantenidas a peso constante). Las muestras se secaron a una

temperatura de 110°C hasta obtener peso constante. La humedad del tejido se determind

Pi

—in]x 100. Pi: peso inicial de la muestra, Pf:

mediante la férmula: Humedad (%) = [ >

peso final de la muestra.

Analisis estadistico

Los valores de incidencia de la enfermedad fueron evaluados con analisis de varianza
(ANOVA). Las variables fenoles, humedad, peroxidasa, dureza, pH vy la diferencia de estas
propiedades entre sanos e inoculados, fueron analizados con un analisis discriminante y
un analisis multivariado (AMOVA). La relacion entre las variables se determind con un
analisis de componentes principales.

RESULTADOS
Incidencia de frutos a diferentes edades

La dindmica de la enfermedad fue similar en ambos ciclos productivos (F: 2.48, p= 0.0459)
durando 13 semanas (Figura 1). La mayor incidencia se observd en la variedad Criollo
(75.11%) y la menor en la variedad Forastero (60.83 %). La variedad Trinitario presenté
valores intermedios de incidencia (68.27 %). Lo anterior indica que la variedad Criollo es la
mas susceptible.

Los primeros sintomas de moniliasis se observaron en frutos de dos semanas de edad de
la variedad Criollo, a diferencia de las variedades Trinitario y Forastero, que se observaron
en frutos de tres semanas. La mayor acumulacién de frutos enfermos en la variedad
Criollo, fue entre la semana cuatro a la diez, a diferencia de las variedades Trinitario y
Forastero, que fue entre la semana cuatro y la ocho. En la variedad Criollo, posterior a la
decima semana los valores decrecieron, y en las variedades Trinitario y Forastero fue a
partir de la semana ocho. El valor se reduce hasta el 3.5, 2.0y 1.0 % en la semana 12,
llegando a cero en la semana 14, en las variedades Criollo, Trinitario y Forastero,

respectivamente. La diferencia entre las variedades fue significativa (F: 36.27, p<0.0001).



Pruebas de patogenicidad.

Los primeros sintomas de moniliasis se observaron a los cuatro ddi en las tres variedades
de cacao, en frutos de cuatro y ocho semanas de edad (Figura 2). La presencia de frutos
enfermos de moniliasis, posterior a la inoculacion se detuvo al 72 dia. Este ultimo valor
acorde a la cantidad de indculo utilizado, seria el tiempo de incubacién necesario para
generar la patogénesis y el minimo de 4 ddi, para observar la expresion de los sintomas
caracteristicos de la moniliasis. Los valores de incidencia entre los dias 4 y 7 ddi
presentaron diferencias en promedio, independientemente de la edad, de 16.5+9.53,
7.96+5.68 y 5.6 +3.23, para las variedades Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente.
Por otra parte, los frutos de 12 semanas no se enfermaron. El valor mayor de frutos
enfermos se presentd en frutos de cuatro semanas y el menor en frutos de ocho
semanas. Se encontré diferencias entre edades y variedades de cacao (F: 50.12,
p<0.0001). Respecto a lo anterior, las edades susceptibles a la infeccion de M. roreri, son
entre 1 a 8 semanas de desarrollo (F: 63.86, p<0.0001).

Propiedades fisicoquimicas.

Peroxidasa. La actividad peroxidasa se detecté en las tres variedades de cacao y en las
tres edades de fruto, tanto en sanos como en inoculados (Cuadro 1). Los frutos sanos de
12 semanas de edad, fueron los Unicos que presentaron los valores mas altos de actividad
peroxidasa, diferenciandose de los de 8 semanas en valores promedio de 0.99, 3.65 y 3.49
veces mas actividad, en las variedades Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente.
Entre frutos de 4 y 8 semanas de edad, los valores fueron similares (p<0.05). En los frutos
inoculados, todas las edades presentaron actividad peroxidasa diferente (F: 365.32,
p<0.0001), observando una relacidn directa entre la edad con la actividad, sin importar la
variedad.

Contenido de fenoles. La concentracién de fenoles totales en las edades 4 y 8 en frutos
sanos, fueron similares en la variedad Criollo y Trinitario, diferenciandose la variedad
Forastero (Cuadro 1). En la edad de doce semanas para frutos sanos, las tres variedades se
diferencian en concentracion. En ambas condiciones de sanidad, frutos sanos e

inoculados, en las tres variedades, se observé una relacion directa entre la concentracion



de fenoles y el aumento de la edad. En frutos sanos, entre las edades de 4 y 8 semanas
hubo una variacién de 0.32, 0.24y 0.77 mg EAGg'l, y entre las edades de 12 y 8 fue de 0.1,
0.25y 1.16 mg EAGg'l, para Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente. En frutos
inoculados, la diferencia observada entre las edades de 4 y 8 fue de 7.69, 13.14 y 16.48
mg EAGg-1, y entre las edades de 12 y 8 fue de 7.55, 5.91 y 18.12 mg EAGg"’ en
concentracion de fenoles en Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente.

La diferencia observada en concentracion de fenoles, entre sanos e inoculados, en frutos
de 4 semanas de edad fue de 0.42, 0.51 y 0.28 mg EAGg™, en frutos de 8 semanas fue de
7.79, 13.41 y 15.99 mg EAGg™, y en frutos de 12 semanas fue de 15.24, 19.07 y 32.95 mg
EAGg'1 en Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente.

Valores de pH. En los valores de pH del pericarpio de los frutos de cacao (Cuadro 1), se
observé una relacion directa con el desarrollo del fruto y los valores tienden de acidos a
neutros en frutos sanos. En frutos sanos, en las tres edades por separado cada una, los
valores de pH fueron similares entre las tres variedades. La diferencia en el valor de pH
entre edades, en sanos entre 4 y 8 semanas fue de 0.09, 0.12 y 0.15, y entre edades de 8 y
12 fue de 0.36, 0.43 y 0.47, en Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente. En frutos
inoculados la diferencia entre frutos de 4 y 8 semanas fue de 0.05, 0.09 y 0.07, y entre
frutos de 8 y 12 semanas fue de 0.32, 0.40 y 0.39, para Criollo, Trinitario y Forastero,
respectivamente.

La diferencia en el valor de pH entre sanos e inoculados, en frutos de 4 semanas fue de
0.0, -0.03 y 0.04, en frutos de 8 semanas fue de -0.04, -0.06 y -0.04, y en frutos de 12
semanas fue de -0.08, -0.09 y -0.12, para Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente.
Humedad en el pericarpio. El contenido de humedad en el pericarpio de frutos sanos e
inoculados en las tres edades para cada variedad (Cuadro 1), muestra que el mayor valor
se encontro en frutos de 12 semanas de edad. El contenido de humedad esta relacionado
con la edad en frutos sanos e inoculados. En frutos sanos, la diferencia observada entre la
edad de 4 con la de 8 fue de 12.85, 15.83 y 15.94 %, y entre la edad 8 y 12 fue de 5.86,

2.16y 6.12 % para Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente. La diferencia observada



en frutos inoculados entre las edades 4 y 8 fue de 12.18, 14.79y 7.31 %, y entre 8 y 12 fue
de 7.29, 5.31y 7.31 % para Criollo, Trinitario y Forastero, respectivamente.

Se observé que la diferencia en los valores de humedad entre sanos e inoculados en frutos
de 4 semanas fue de -4.53, -4.59 y -4.82 %, en frutos de 8 semanas fue de -5.2, -5.63 y -3.9
%, y en frutos de 12 semanas fue de -3.77, -2.48 y -2.6 % menos humedad en Criollo,
Trinitario y Forastero, respectivamente.

El andlisis de varianza multivariado (Cuadro 2), muestra que existen diferencias
significativas entre la sanidad, variedad y edad, incluyendo sus interacciones.

El andlisis discriminante de los datos, mostré que el 84.61 % de la varianza fue explicada
por las primeras dos funciones candnicas. El valor de pH es la variable mds importante en
la discriminacion de grupos del primer factor candnico, considerando que los individuos
con mayor valor de pH se ordenan a la derecha del eje en el espacio discriminante (Figura
3). La dispersién de centroides mostré que los grupos de individuos que presentan las
edades inmaduras (4 y 8 semanas) se oponen al de 12 semanas de edad, en el eje
candnico 1. Por otro lado, el eje candnico 2, explica la pequefia variacidon entre las
condiciones de fruto sano e inoculado y la variable mdas importante de clasificacién son los
fenoles.

El analisis de componentes principales (ACP), entre frutos sanos y enfermos, muestra que
el 92.20 % del total de la varianza puede ser explicado con los primeros tres componentes
(Figura 4). El componente uno (CP1, 46.36 %), esta integrado por las variables edad,
fenoles, humedad y pH. El segundo componente (CP2, 31.55 %), agrupa a las variables
sanidad y peroxidasa. En el tercer componente (CP3, 14.28 %), se ubicé a la variable
variedad.

Con base en nuestros resultados la etapa susceptible a la moniliasis se presenta a partir
del evento de la formacién del fruto hasta la octava semana de desarrollo.
Posteriormente (a partir de la semana nueve) se genera un estado transitorio que produce
resistencia en el fruto de cacao, inhibiendo el proceso de infeccidon y desarrollo de la

moniliasis de cacao (Figura 5).



DISCUSION

La susceptibilidad observada en los frutos, estuvo relacionada a la edad de desarrollo en
las tres variedades de cacao, donde los correspondientes a la fase inmadura (de 4 y 8
semanas) son las susceptibles, similar a lo observado por Phillips-Mora et al (2005).

La presencia de frutos de la variedad Criollo con sintomas de moniliasis en la segunda
semana después del amarre, y en la tercera semana en las variedades Trinitario y
Forastero (Figura 1). Lo anterior podria asociarse con la presencia de conidios durante la
antesis floral, observado con anterioridad por Albores et al. (2017), Frimpong et al. (2014),
y Omolaja et al. (2009). Otra posibilidad, es que la cepa de M. roreri presente en el area de
estudio sea mads agresiva (Sanchez & Garcés, 2012), por observar un tiempo de incubacion
menor a lo reportado por Phillips-Mora et al. (2005) y Phillips-Mora & Wilkinson (2007). El
retraso en la aparicion de los sintomas observado en las variedades Forastero y Trinitario,
o progresién de la enfermedad en las variedades Criollo, fue relacionado por Albores et al.
(2017) a los parametros fisico-quimicos del pericarpio de la fruta.

La mayor incidencia observada en edades menores a nueve semanas (dos meses), hace
pensar que la etapa inicial de desarrollo, que corresponde a la de alta tasa de divisién
celular (Albores et al. 2017), es la etapa mas susceptible de los frutos de cacao. Phillips-
Mora t al. 2005; Johnson et al. 2008; Sanchez-Mora y Garcés, 2012, reportan que
independientemente de la variedad, el periodo de mayor incidencia y susceptibilidad es
entre los meses 0 a 3, considerando a este periodo como de frutos infantil y juvenil,
similar a lo observado en el presente estudio.

En la dindmica de la enfermedad de la moniliasis (Figura 1), se observa una diferencia
entre las tres variedades de cacao estudiadas. Los datos sugieren que la composicién
quimica del pericarpio del fruto de cada variedad es diferente y que estd directamente
relacionado al grado de susceptibilidad que presenta cada variedad. Lo anterior coincide
con lo reportado en otros estudios (Takam et al. 2013; Nyadanu et al. 2013), quienes
proponen que la susceptibilidad observada es el reflejo de las condiciones bioquimicas de

la fruta, y la mas susceptible es la variedad Criollo (Motamayor et al. 2008).



Pruebas de patogenicidad

A diferencia de otras investigaciones donde el tiempo de incubacién es de tres y ocho
semanas (Phillips —Mora y Wilkinson, 2007; Sanchez y Garcés, 2012), en el presente
estudio el tiempo de incubacién encontrado fue de una semana o menos (Figura 2). Los
resultados sugieren que tanto la cantidad de inoculo como la fijacién de estos en la
superficie del pericarpio, influyeron en el proceso de infeccién. La cantidad de inoculo,
traducido a mayor cantidad de conidios germinados y micelios infectivos, provocé mayor
competencia por los nutrimentos en el drea de penetracion; posterior a ello se acorto el
tiempo en la expresion de la fase necrotrofica, y se observaron los sintomas en la parte
externa del percarpio. Lo anterior explicaria la presencia de sintomas de la moniliasis en
siete dias, o menos. Similares resultados se presentaron en cultivos de rosa por Filgueira 'y
Zambrano (2014) y en el cultivo de cebolla por Buloviené y Surviliené, (2009).

Por otro lado, el tiempo en que se genera los primeros sintomas en campo comparado
con el tiempo observado en frutos inoculados, hace pensar que la cantidad de conidios
que recibe la superficie de los frutos de cacao en una inoculacién natural, es menor al
utilizado en la inoculacidn inducida. Ademas, se deduce que son pocos los conidios que
logran retenerse en la superficie del fruto después de llegar al pericarpio, a través de un
proceso natural de transporte. Los posibles impedimentos de retencion de los conidos son
el ser arrastrado por el viento, insectos y lluvia (Agrios, 2005). La posible retencién en la
superficie del fruto de forma natural, podria estar ocasionado por polimeros de la pared
celular de las células epidérmicas del fruto y por los exudados de éste (Filonow, 2002;
Zelinger et al 2006; Rodriguez-Lopez et al 2013).

La mayor incidencia generada en frutos de cuatro semanas por la infeccion de M. roreri,
comparado con la reducida incidencia en frutos de ocho semanas (Figura 2), sugieren que
existe una relacion entre la edad del fruto con la susceptibilidad a la infeccion del
patdgeno y desarrollo de la moniliasis. El proceso de division celular, mayor en frutos de
cuatro semanas, hace pensar que los procesos generados en la etapa infantil estan
dirigidos a la generacién de biomasa (etapa |, descrito por Martijn et al. 2012) y no a

proteccion de tejido (Agrios, 2005). Lo anterior es similar a lo observado en cultivo de



pepino (Ando et al. 2009), algoddn (Asran y Mohamed, 2014), Champa (Balaguera-Lopez y
Herrera, 2012) y cacao (Takam et al., 2013, Nyadanu et al. 2013).

Es importante destacar que la falta de desarrollo de la moniliasis en frutos de 12 semanas
en el presente estudio, sugiere que la susceptibilidad expresada en los frutos de cacao a la
infeccion de M. roreri esta relacionada a la etapa de division celular y que existe un efecto
refractario en la etapa de diferenciacion del fruto (> 8 semanas). La composicion del
pericarpio, en los frutos de 12 semanas, evita la entrada y el establecimiento del
patégeno, por no permitir una condiciones apropiadas para el desarrollo del micelio
(Agrios, 2005). Lo anterior ha sido observado en cultivo de pepino (Ando et al. 2009),
aguacate (Freeman et al. 1996), Name (Castro et al. 2003) y arandanos (Miles y Schilder,
2013).

Propiedades fisicoquimicas

Encontramos una relacion entre el aumento progresivo de AP, FT, pH y Humedad y la edad
del fruto sano. El presente estudio sugiere que durante el crecimiento del fruto de cacao,
se presentan cambios fisico-quimicos asociados al desarrollo, que determinan las tres
etapas que describe Martijn et al, (2012) (E1: divisién celular, E2: alargamiento e inicio de
diferenciacién, E3: diferenciacién y madurez). También esta asociacién fue observada en
Champa (Balaguera-Lopez y Herrera, 2012), en pepino (Ando et al. 2009), en arroz (Koch
and Mew, 1991) e Inga (Lokvam and Kursar, 2013).

La condicién de fruto enfermo, en las edades de cuatro y ocho semanas, se asociaron a la
falta de aumento de humedad y a un efecto amortiguador al valor de pH en tejido
infectado del pericarpio. Durante el proceso de incubacién que se llevé acabo en los frutos
inoculados e infectados, se deduce que varias rutas metabolicas implicadas en la divisién
celular fueron detenidas (Di Feo et al. 2010; Alkan et al. 2013; Prusky et al. 2016), dando
como resultados un valor constante de pH, coincidiendo con lo observado en el proceso
de infeccidon del mango con Phomopsis mangiferae (Davidson et al. 2010) y en la infecciéon
del fruto de almendra, por Alternaria alternata (Dieguéz — Uribeondo et al, 2008). Es
posible que durante el desarrollo miceliar de M. roreri en el tejido del pericarpio, se

excretaron moléculas de naturaleza acida, como acidos organicos (Dieguéz-Uribeondo et



al. 2008; Di Feo et al. 2010; Alkan et al. 2013; Prusky et al. 2016), que redujeron moléculas
co-factores el proceso de crecimiento celular del hospedero y afectaron a los mecanismos
de deteccidén y defensa.

Por otro lado, el reducido valor de humedad en los frutos enfermos respecto a los sanos
podria ser el resultado de una opstruccién del transito de agua por los conductos
vasculares (capturando nutrimentos y agua por el micelio, (Agrios, 2005; Diéguez et al.
2008; Alkan et al. 2013)) tanto en el area de tejido infectado como en tejidos aledaiios
que dependen de éste elemento. Lo anterior, promovié la reduccién de procesos
metabdlicos indispensables para la célula (Bailey et al. 2013; Agrios, 2005), generando la
muerte del tejido del pericarpio y la deshidratacién de este, observdndose como una
momificaciéon del fruto, que son los sintomas comues de la moniliasis (Phillips-Mora y
Wilkinson 2007).

La cantidad de fenoles y de actividad peroxidasa observados, en frutos de cacao enfermos,
esta relacionado como respuesta de defensa, almacenandose en tejido para inhibir el
avances de patdgenos (Agrios, 2005; Bailey et al 2013; Nyadanu et al. 2013), los cuales
difieren entre edades del fruto, ejerciendo un mayor efecto inhibitorio en frutos con mas
tiempo de madurez (Bailey et al, 2013, Ando et al, 2009).

Por otro lado, la falta de sintomas visibles en los frutos inoculados de doce semanas,
sugieren que el pericarpio del fruto, independientemente de la variedad, es diferente a las
otras edades en el contenido de fenoles, pH, humedad y peroxidasa. El valor encontrado
de estas variables en tejido del pericarpio, no permitieron la penetracion del patégeno y
tampoco su establecimiento. Estos resultados coinciden a lo observado por Ando et al.
(2009), en pepino. Es posible que en los procesos metabdlicos implicados en la formacién
del tejido del pericarpio al alcanzar doce semanas de edad, la resistencia observada en
fruto de cacao sean el resultado de el decremento de la divisién celular y el aumento de la
diferenciacién celular. La divisidon celular es un factor clave que genera susceptibilidad a la
infeccion de M. roreri en los frutos de cacao en la etapa infantil. Lo anterior también fue
observada en Champa (Balaguera-Lépez y Herrera, 2012), en pepino (Ando et al. 2009), en

Oryza sativa (Koch and Mew, 1991) y en Inga (Lokvam and Kursar, 2013).



Los cambios metabolicos efectuados en los frutos, especificamente del tejido del
pericarpio durante el desarrollo de este drgano, estan relacionados directamente con la
susceptibilidad que presenta a la infeccién de M. roreri. Los frutos infantiles y juveniles,
con menor cantidad de fenoles, actividad peroxidasa, valor de pH y menor cantidad de
humedad en el pericarpio, son susceptibles a una infeccién por M. roreri, a diferencia de
los frutos de doce semanas.

Desde nuestra perspectiva, es necesario continuar con estudios relacionados con las
enzimas que genera el fruto y que participan en el proceso de infeccién, incluyendo la
conexion con los niveles de defensa que produzca en el fruto en las diferentes etapas de
desarrollo. También correlacionar la expresiéon de genes del hospedero que participan en
la susceptibilidad y en la formacion del estado de transicidn, con los procesos de divisién y

diferenciacion celular.
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Figura 1. Incidencia de moniliasis en frutos de cacao de la variedades Criollo, Forastero y
Trinitario. El cero representa el amarre del fruto. Los datos de la figura son resultado del

seguimiento de fructificaciéon por diez meses (Febrero —Noviembre, 2013).
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Figura 2 Cinética de frutos enfermos después de la inoculacién de la cepa TUXCT02012 por
cada variedad de cacao y por cada edad de fruto (ddi: Dias después de la inoculacién, s:

semanas de edad)



Cuadro 1. Valores de actividad enzimatica POX, humedad, pH y fenoles en el pericarpio de
frutos de cacao (Theobroma cacao) en diferentes edades, en frutos sanos y después de la

inoculacidn. (is: fruto inoculado sin enfermarse).

Sanidad Variedad Edad Actividad Peroxidasa Concentracion pH Humedad
delfruto  (nKatalesg™) de Fenoles (%)
(mg EAGg™)

Sanos Criollo 4 1.30+0.067 0.71+0.044 6.46+0.015 55.78+2.021
8 1.33+0.042 1.03+0.051 6.55+0.033 68.63+1.560
12 2.3140.130 1.13+0.084 6.91+0.027 74.490.700
Trinitario 4 1.41+0.130 0.71+0.047 6.42+0.034 54.83%3.774
8 1.48+0.096 0.95+0.054 6.54+0.053 70.66%3.518
12 5.10+0.056 1.204+0.134 6.97+0.042 72.82+3.091
Forastero 4 1.58+0.046 0.930.070 6.33+0.038 50.96%2.662
8 1.63+0.458 1.70+0.035 6.48+0.046 66.90+2.599
12 5.10+0.134 2.86+0.144 6.95+0.029 73.02+3.708
7 ddi Criollo 4 7.360.935 1.13+0.029 6.46+0.031 51.25+0.011
8 11.77+0.023 8.82+0.486 6.51+0.053 63.431+0.923
12is 16.25+0.336 16.374£1.104 6.83+0.024 70.72+0.723
Trinitario 4 12.5340.621 1.22+0.031 6.39+0.060 50.2440.219
8 15.7740.234 14.3610.667 6.48+0.042 65.03+0.278

12is 18.23+1.023 20.2741.152 6.88+0.028 70.344+0.711




Forastero 4 17.231£0.884 1.21+0.019 6.37+0.035 46.14+0.526

8 27.16%1.351 17.69+1.222 6.44+0.027 63.11+0.925

12is 40.13+2.163 35.81+0.833 6.83+0.053 70.42+0.521

Cuadro 2. AMOVA de las propiedades fisicoquimicas en las dos condiciones de sanidad,
para las tres variedades de cacao y edades de frutos.

Estadistico F gl g p
(ndm.)  (denom.)
SANIDAD 0.0022 7694.78 4 69 <0.0001
VARIEDAD 0.01 144.09 8 138 <0.0001
EDAD 0.00052 736.86 8 138 <0.0001
SANIDAD : VARIEDAD 0.01 157.45 8 138 <0.0001
SANIDAD : EDAD 0.01 159.19 8 138 <0.0001
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Figura 3 Andlisis discriminante de frutos sanos (S) e inoculados ().
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RESUMEN

La moniliasis del cacao, afecta a todas las zonas productoras de este fruto en México,
reduciendo la produccién en un 80 % y generando en algunos casos el abandono de los
predios. En Chiapas, lugar de introducciéon de la enfermedad, existe un desconocimiento
del comportamiento que presenta ésta en las zonas productoras de cacao en la costa,
especificamente el Soconusco, Chiapas. El presente estudio, lleva como objetivo analizar
el comportamiento epidémico de la enfermedad de la moniliasis del cacao en el
Soconusco, Chiapas y su relacién con las condiciones ambientales de cada regidon. Se
seleccionaron 10 municipios, con un drea de estudio de una hectdrea. Se evalud la
incidencia y severidad de la moniliasis durante 12 meses, que comprendié dos ciclos de
produccién. Se determind los sintomas comunes expresados durante el tiempo de
estudio. Los municipios con mayor incidencia fueron Villa Comaltitlan y Tapachula,
contrario a Tuzantan y Acacoyahua. La mayor tasa de infeccién se encontré en Tuzantan y
la menor en Huehuetan. El mayor dafio en frutos de cacao, se observéd en el municipio de
Villa comaltitlan y el menor en Mapastepec. La necrosis en frutos, fue el sintoma con
mayor expresion en todas las areas estudiadas y los de menor frecuencia de expresién
fueron: presencia de giba acompanada de necrosis y arillo amarillo, giba con arillo amarillo
y la presencia de mazorca amarilla. Los frutos en estado infantil y juvenil, fueron los mas
afectados. La moniliasis del cacao esta asociada a temperaturas de 18 a 25 °C, a la
humedad relativa superior al 63 % y a la precipitacién. La variable que mas afecta al
desarrollo y distribuciéon de la moniliasis del fruto de cacao, es la severidad que presentan

los frutos por la expresion de la enfermedad, seguido por la variable temperatura.

INTRODUCCION

La moniliasis del cacao, enfermedad que afecta especificamente al fruto de Theobroma
cacao L. Después de infectar el fruto, los sintomas caracteristicos se observan de tres a
ocho semana después de la penetracidén, generando una necrosis que termina en destruir

a este organo (Sanchez et al, 2008; Phillips-Mora y Wilkinson, 2007). Esta enfermedad es



la principal limitante de las zonas productoras de cacao, afectando en un 50% en el Sur vy
centro de América, y un 80 % en México (Torres de la Cruz et al. 2011; Jaimes et al, 2011;
Villamil et al. 2015; Torres de la Cruz et al. 2013).

Desde que en México, a partir del 2005, se introdujo la moniliasis del cacao por la zona Sur
(Chiapas (Phillips-Mora et al. 2006)) la distribucién a las demds zonas productoras del pais
fue radpido, incrementado la incidencia de la moniliasis y aumentado los dafos al fruto del
cacao, reduciendo la produccién hasta alcanzar valores entre 20 a 0 % (Torres et al. 2011).
Las condiciones ambientales en todos los estados productores de cacao Puebla, Veracruz,
Tabasco, Oaxaca y Chiapas, fueron favorables para la moniliasis, generando reduccion en
la cosecha, principalmente en los estados de Tabasco y Chiapas, en ciclos productivos
consecutivos (Phillips y Wilkinson, 2007; Phillips M. y Cerda, 2009; Espinosa-Garcia et al.
2015). Lo anterior ha transformado a la Costa Sur del Pacifico en un ecosistema fragil en la
produccién del cacao, que enfrenta una problematica fitosanitaria relacionada con las
condiciones ambientales ideales para el desarrollo de la enfermedad, generando en el
caso mads extremo el abandono de los predios (Espinosa-Garcia et al. 2015; Lopez-Béez et
al. 2015).

Las zonas productoras de cacao en Chiapas, se ubican en los municipios de Tuxtla Chico,
Huehuetdn, Pichucalco, Tuzantan, Villa Comaltitlan, Ostuacan (Diaz-Jose et al. 2014),
Tapachula (Lépez Bdez et al. 2015), Acacoyahua, Acapetahua, Mapastepec, Cacahoatan y
Cd Hidalgo (Sociedad de Productores de cada municipio). Estas zonas son propicias para la
generacion de la enfermedad, presentando las condiciones ambientales éptimas (IMN)
tanto para el establecimiento del patédgeno como de su permanencia (Phillips-Mora vy
Wilkinson, 2007; Espinosa-Garcia et al. 2015; Lépez-Bdez et al. 2015). Las investigaciones
realizadas en la regién del soconusco, Chiapas, sobre la enfermedad de la moniliasis, han
permitido conocer el grado de persistencia y dafio en los municipios estudiados. Hasta el
momento se desconoce a detalle la relacién de la enfermedad con los ciclos productivos,
tiempo de incubacién, el comportamiento en cada zona productora y la edad limite del

fruto al desarrollo de la enfermedad. El presente estudio tiene como objetivo analizar el



comportamiento epidémico de la enfermedad de la moniliasis del cacao en el Soconusco,

Chiapas y su relacién con las condiciones ambientales de cada regién.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y evaluacion de la enfermedad

Se evalué la incidencia de la moniliasis del cacao en 10 municipios (Cuadro 1), en la regiéon
Soconusco, Chiapas, México. El drea minima cultivada por predio seleccionado fue de un
hectdrea, con plantas correspondiente a la variedad Trinitario.

Para evaluar el desarrollo temporal de la enfermedad, se seleccionaron 30 plantas de
cacao distribuidas en tres parcelas (cada fila contenia cinco plantas) separadas por cuatro
surcos de arboles de cacao, por cada municipio. La incidencia de la enfermedad para cada
mes se calculd con la formula % I = (nFE /nFT)x 100 , donde I: es incidencia, nFE: es
numero de frutos enfermos y nFT: es el total de frutos. La presencia de frutos enfermos
fue registrada cada mes durante el ciclo Enero — Diciembre 2012, con dos ciclos
productivos (Enero - Junio y Julio- Diciembre), elimindndolos para evitar confusiones en el
mes contiguo. Se considerd los sintomas reportados por Phillips-Mora and Wilkinson
(2007), Sdnchez-Mora y Garcés (2012) and Johnson et al. (2008).

Analisis temporal

El progreso temporal de la enfermedad se determind utilizando los parametros
epidemioldgicos basados en el valor de incidencia de los frutos de cacao, a cada tiempo de
evaluacién. Se determind la incidencia inicial (Yo), la final de la dindmica (Yf), la incidencia
no acumulada al tercer mes (Yi nac) y la final no acumulada (Yf nac), incluyendo el area
bajo la dindmica de la enfermedad (ABCPE). El ABCPE fue determinado a través del cdlculo

de integracion del trapezoide (Barbosa et al. 2016), utilizando la formula: ABCPE =

X(

dos observaciones distintas, a respectivos tiempos, t, y ti. Para describir el

Yi+Yb
2

)(tb — ti), donde b =i+1, los Y; y Y, son los valores de incidencia observados en

comportamiento que presento cada una de las epidemias observadas, se determind el
modelo apropiado para describir el progreso de la enfermedad junto con los parametros

estimados, considerando a el Logistico (x = 1/(1+ be("™), el de Gempertz (x =



e(=2¢"™) y el Monomolecular (x = 1 — beC-"™). La tasa de infeccién se estimé mediante

el valor de la pendiente de la ecuacion ln[(ﬁ)] con respecto t.

Anilisis de severidad

El nivel de dafio ocasionado por la enfermedad en los frutos, se determind considerando
los tipos de sintomas clasificdndolos por el grado de coloracidn, considerando a la necrosis
sin otro color de sintoma, como la mas severa (Tabla 3). La severidad de la enfermedad
se calculé empleando la formula de Towsend y Heuberguer (Delgado et al. 2005)
ISE = 3nb [(N—1)(T)] — 1x100., donde IS= indice de severidad; n= nimero de hojas
en cada grado.; b= grado.; N= nimero de grados empleados en la escala; T= numero total
de hojas evaluadas.

Anilisis de sintomas

Se determind el porcentaje del tipo de sintoma, acorde a la siguiente clasificacion: a)
necroticos (N), b) Necréticos con halo amarillo (NA), c) Presencia de giba y necrosis (GN),
d) giba con necrosis y halo amarillo (GNA), e) Giba acompafiado de color amarillo (GA), f)
Giba (G) y g) Tonos de amarillo y otros (A).

Datos ambientales.

Los datos ambientales de todos los municipios fueron proporcionados por el Sistema
Meteoroldgico Nacional, de la sede ubicada en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.

Anilisis estadistico

Los valores de incidencia de cada epidemia, ISE, los valores de R, r, Yo, Yi nac, Yf, Yf nac, el
ABCPE, sintomas y los factores ambientales, fueron analizados por ANOVA. Donde existid
diferencias significativas se aplicd una comparacion de medias por Tukey (p<0.05). Se
determind la relacidon de las variables con las condiciones ambientales y se aplicé un
analisis discriminante. El programa utilizado fue Infostat 2016.

RESULTADOS

Dinamica de la enfermedad

La dinamica de la enfermedad de la moniliasis de los diez municipios estudiados se
presenta en la figura 1. Las epidemias presentaron una duracién aproximada de 13

semanas cada una. El nimero de epidemias por ciclo, con excepciéon de los municipios



Tapachula y Suchiate que presentaron tres epidemias en el segundo ciclo, fue de dos por
cada municipio.

La primera epidemia se encontré en el primer mes de estudio en los municipios de
Suchiate, y Tuzantan, en el segundo mes en Acapetahua, Mapastepec, Huehuetan, Tuxtla
Chico y Tapachula, y en el tercer mes en Acacoyahua, Villa Comaltitlan y Cacahoatan. La
presencia de la segunda epidemia, con excepcién de Suchiate y Tuzantan que la
presentaron en el segundo mes, en los demas municipios fue en el tercer mes. En la
mayoria de los municipios se encontrd el inicio de la tercera epidemia en el séptimo mes,
a diferencia de los municipios de Tapachula y Suchiate que lo presentaron en el sexto mes
y Acacoyahua junto con Cacahoatan, la presentaron en el octavo mes. Seis municipios
presentaron la cuarta epidemia en el octavo mes, observdndose que en Tapachula y
Suchiate inici6 en el séptimo mes, y el resto (Cacahoatan y Acacoyahua) en el noveno mes.
Unicamente los municipios de Tapachula y Suchiate presentaron una quinta epidemia que
inicio en el octavo mes.

En el tercer mes de cada epidemia, todos los municipios presentaron una incidencia
maxima no acumulable (Yi nac) donde el valor maximo fue 57.20 y el valor minimo fue de
28.6 %. Las diferencias entre municipios fue significativa (F: 9558.78, p<0.0001). Se
agruparon los municipios de forma descendente acorde al dendograma presentado en la
figura 2. Se ordeno a los municipios de la siguiente manera: Villa comaltitlan > Tapachula >
Cacahoatan > Suchiate > Huehuetan = Acapetahua > Tuxtla Chico > Mapastepec >
Tuzantan = Acacoyahua.

En el cuarto mes se presenté una reduccién de la incidencia (Incidencia <6%). En los
municipios de Tapachula, Cacahoatan y Villa Comaltitlan, la reduccion presenté valores <
0.3%. Todas las dindmicas presentan un comportamiento sigmoidal con duracién de
cuatro meses, observandose una prevalencia de la enfermedad al existir generacién de
nuevas epidemias que son sucesivas a las observadas en el primer ciclo productivo en
todos los municipios. En la generacién de la quinta epidemia (Tapachula y Suchiate), no se

observa que le anteceda una epidemia.



El valor de incidencia al inicio de cada epidemia fue diferente entre municipios, (Cuadro 2,
F: 155.91, p<0.0001). El valor mas alto de incidencia inicial fue del 10 % y se presenté en
los municipios de Acacoyahua, Suchiate, Huehuetan, Tuxtla Chico y Villa comaltitlan,
independientemente del ciclo. El valor mas alto de incidencia en general se encontré en el
municipio de Villa Comaltitlan (81.0 %) y entre los demas municipios los valores fueron
similares entre ellos (57.0 a 67.0 %, F: 1.96, p<0.0545). La incidencia final de cada
dinamica de la enfermedad no acumulada (Yf nac), fue menor en los municipios de
Tapachula y Villa comaltitlan que se presentd en ambos ciclos productivos. En el municipio
de Cacahoatan en el segundo ciclo y en Mapastepec en el primero. En los demas
municipios la incidencia fue mayor, presentdndose en Acacoyahua y Tuzantan (primer
ciclo) el valor mas alto (F: 491.23, p<0.0001).

Los valores de area bajo la curva fue diferente en todos los municipios (F: 17.74,
p<0.0001) pero no entre ciclos (Cuadro 2, F: 4.48, p=0.6053). Los valores de ABCPE
oscilaron entre 2551 a 3814, agrupando a los municipios de mayor a menor como sigue:
Villacomatitlan > Tapachula > Tuzantan > Tuxtla Chico > Acapetahua > Suchiate >
Acacoyahua > Cacahoatan > Huehuetan > Mapastepec.

La tasa de infeccion (r) se presenta en la Tabla 3, independientemente del ciclo, el menor
valor se encontré en el municipio de Huehuetan y el valor mayor se presentd en
Acacoyahua. Los demds municipios se agruparon con valores intermedios. El valor de
infeccion aparente fue diferente entre los diez municipios (F: 97.62, p<0.0001). La mayor
severidad obtenida se presento en el municipio de Villa Comaltitlan, en ambos ciclos
(57.87 y 58.01) y la menor se obtuvo en el municipio de Mapastepec en el segundo ciclo,
(28.07). En los demas municipios, los valores oscilaron entre 30.58 a 45.72, encontrando
diferencias significativas entre los diez municipios (F: 25.12, p< 0.0001). Las epidemias en
los 10 municipios, en los dos ciclos, presentan una dindmica de tipo Logistica y el de
Gambertz (R= 0.999) diferencidndose del modelo Monomolecular (F: 833.99, p<0.0001).
Sintomas

En el analisis de sintomas expresados en los frutos de cacao en cada municipio (Cuadro 5),

se encontrd diferencias estadisticas entre los tipos de sintomas (F: 124.54, p< 0.0001),



siendo el sintoma N el de mayor valor promedio de incidencia en la mayoria de los
municipios y los sintomas GNA, GA y A presentaron los valores menores. El ordenamiento
de los tipos de sintomas de forma descendente fue: N>NA>G>GN>GNA>GA>A.

En los meses de desarrollo del fruto, respecto a la dinamica de cada epidemia, se encontré
diferencias significativas en los tipos de sintomas expresados (F: 41.57, p< 0.0001),
observando mayor valor de incidencia de sintomas en el tercer mes de desarrollo de los
frutos, que corresponde a la fase juvenil. No se encontré diferencias estadisticas
significativas entre ciclos, epidemias y municipios.

Relacion con factores ambientales

La generacién de cada incidencia obtenida por epidemia presentada, se asocio
positivamente a temperaturas entre 18 y 25 °C (r=0.98), de forma negativa a temperatura
entre 32 y 38 °C (r= -0.54) y también una asociacion negativa con la precipitacién (r= -
0.98). Los ciclos de produccion de frutos de cacao, presentd una ligera asociacién con las
temperaturas entre 18 y 25 °C (r=0.54).

El andlisis discriminate de los datos muestra que un 94.19 % de la variacion se explica en
los primeros dos componentes. Considerando al indice de severidad como la principal
variable de clasificacién de los municipios (Can 1, Cuadro 7). En el resto, Can 2, el valor de
la temperatura minima es la mas importante. Esta clasificaciéon permite observar,
mediante la distribucidn de los centroides, que en el eje axial 1 a la derecha se agrupan los
municipios con mayor valor de ISE (Figura 2). En el eje axial 2, se distribuyen los
municipios con mayor valor de temperatura minima.

DISCUSION

La presencia de la moniliasis en todos los municipios estudiados del soconusco, Chiapas,
estd relacionado a la falta de eliminacion continua de frutos enfermos y de frutos
cubiertos de esporas, que promovieron la prevalencia de la enfermedad en ambos ciclos
productivos sin importar la ubicacién del drea de estudio. Lo anterior concuerda con lo
encontrado por Torres et al. (2011), quienes ademas indican que esta prevalencia es
favorecida por las condiciones ambientales de la zona productora de cacao, que facilita la

germinacién de los conidios de M. roreri que estan presentes en el ambiente todo el aio.



Las condiciones ambientales y edaficas de la region del Soconusco, Chiapas, estan
relacionadas con la generacién de dos ciclos productivos de cacao. Lo anterior difiere
parcialmente de lo reportado por Yanes, (1994) y Torres et al, (2011), quienes
encontraron la presencia de tres ciclos productivos en las zonas donde se cultiva cacao en
Tabasco, Febrero — Junio, Junio — Septiembre y Septiembre — Febrero. Probablemente, el
tipo de suelo y las condiciones ambientales, sean los factores principales de dicha
diferencia (Torres et al. 2013; Nyadanu et al. 2012).

La dindmica de incidencia de la moniliasis se presentd durante los primeros tres meses de
desarrollo, coincidiendo con lo reportado por otras investigaciones (Sanchez y Garcés,
2012; Phillips-Mora, 2006; Navarro y Mendoza, 2006). El nimero de dindmicas de
moniliasis observadas (una dinamica = una epidemia), se relaciona al florecimiento vy al
tipo de municipio, observando que los municipios con temperaturas >28°C y humedad
relativa >63 %, tuvieron mds epidemias. Las condiciones ambientales promovieron la
liberacion de conidios, germinacion de estos y la penetracidn en el pericarpio del fruto de
cacao, generando la presencia de la enfermedad en todo el afo, donde probablemente las
tempraturas mayores de 26 °C y humedad relativa baja son las mas apropiadas para su
permanencia en las zonas cacaoteras (Phillips — Mora, 2006; Torres et al., 2011, 2013).

La variacidon en el dafio ocasionado por la moniliasis entre municipios, se asocia a las
condiciones climaticas, el tipo de suelo, las condiciones nutrimentales de cada planta, las
propiedades bioquimicas del fruto y a las actividades de saneo, como podas y deshoje,
condicidn reportada por Torres et al, (2011) y Ponce-Herrera et al. (2008). Lo anterior
promovié que en algunos municipios existiera la presencia de agregados climaticos (zonas
de mayor humedad y baja temperatura), similar a lo observado en el cultivo de cebolla por
Silva-Rojas et al. (2009), y en cacao por Torres et al. (2011). Nuestros resultados sugieren
gue existid una relacion entre los valores de severidad y las condiciones edafo-climaticas
de cada municipio cacao, considerando probablemente una diferencia genética en el
cultivo entre municipios (Lopez Baez et al. 2015), determinaron el grado de dafio del fruto
de cacao en el municipio de Tapachula, y en las demas regiones de Chiapas. Los factores

ambientales que impactaron, al desarrollo de las epidemias por municipio fueron la



Humedad relativa y la precipitacion, contrario a lo observado en cebolla por Ponce-
Herrera et al. (2008).

La incidencia final no acumulada de moniliasis, puede estar asociada al grado de madurez
y composicién que presenta el pericarpio de los frutos de cacao, que fue aportado por las
condiciones nutrimentales que tiene el suelo de cada zona, por ejemplo Tapachula y Villa
comaltitlan.

La variacidon en el numero de sintomas caracteristicos de la moniliasis del cacao entre
municipios, hace pensar que las caracteristicas quimicas y fisicas del pericarpio del fruto
por municipio, es diferente. Estas propiedades fisicoquimicas del pericarpio son
proporcionadas por los nutrimentos que las plantas absorben y su capacidad metabdlica
para formar el fruto, donde el suelo por ser la principal fuente de nutrimentos es el Unico
factor influyente en esta variacion.

La formacién de necrosis es un indicador de muerte del tejido (Agrios, 2005), y en todos
los municipios de este estudio estuvo presente este sintoma, por lo que se deduce con
nuestros resultados que independientemente del municipio, se generard la muerte del
fruto después del proceso de infeccidn y la expresién de la fase necrotréfica (del hongo
M. roreri). Por otro lado, la formacién de la malformacién denominada giba (Johnson, et
al..), considerada como una expresion de la fase biotréfico (xxxx et al., 20xx), se expresa
con menor incidencia en todos los municipios, deduciendo que es menos favorable el
fruto para el desarrollo de este sintoma y que en los municipios Acapetahua vy
Mapastepec, posiblemente tanto las caracteristica del patrén utilizado en la formacién de
las plantas en campo como las condiciones ambientales del municipio, pudieran influir.
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Fig. 1. Dindmica de la enfermedad de la moniliasis del fruto de cacao, en los diferentes
municipios durante el ciclo productivo Enero — Diciembre, 2012. F: correspondiente a una

floracion; 1, 2, 3, 4, 5: las floraciones sucedidas.



Cuadro 1. Datos climaticos anuales y de geo-referencia de los municipios considerados en
el presente estudio, pertenecientes a la region Soconusco, del estado de Chiapas. Z: zona,

Ll: llanura, S: sierra, Temp: temperatura

Municipio Ubicacion Altura Temp Precipitacion z
(MSNM) (°C) (mm)
Acacoyahua N15°20’ 30.79” W 92°40'7.28" 89 -97 14-30 2500 - 4000 L
Acapetahua N15° 16’ 28.44” W 92°42’ 0.85" 35 26-30 1500 -3500 L
Cacahoatan N 14°59'51.30” W 92°10°49.55” 411 10-26 4000 - 4500 S
Huehuetan N 15°00.785' W 092°26.508. 125-130 24 -30 1500 - 4500 LI
Mapastepec N 15°28’ 7.38”W 92°48'41.91” 319 14-30 1500 - 4000 S
Suchiate N 14°35’ 28.41” W 92°11'56.11” 11 26 -30 1000 - 2000 LI
Tapachula N 14°51’ 38.05” W 92°17’53.49” 106 14 - 30 1000 - 5000 L
Tuxtla C. N 14° 56'26.17”W 92°10’ 19.55” 61 24-30 1200 - 5000 S
Tuzantan N 15°8’ 1.07” W 92° 25’33.27 53-72 20-30 2000 - 5000 S
Villa C. N 15°15’9.40” W 92°36'18.37” 42 22 -30 1500 - 4000 LI

Cuadro 2.- Valores promedio de Yo, Yf, Yf nac y ABCPE en los dos ciclos productivos de los

diez municipios analizados del Soconusco, Chiapas, de Enero a Diciembre del 2012.

Municipio Ciclo Yo Yf Yf nac ABCPE
Cacahoatan 1 0.09 cde 0.59b 0.01 ab 3100 f
2 0.08 gh 0.64b 0.0016 b 2700 g
Tuxtla Chico 1 0.09 bcd 0.63b 0.01 ab 3627 bc
2 0.10 ab 0.65b 0.02 ab 3743 b
Suchiate 1 0.07 ij 0.59b 0.02 ab 3136 ef
2 0.10a 0.64b 0.02 ab 3738b
Tapachula 1 0.06 jk 0.60b 0.0017 b 2511h
2 0.09 cde 0.67b 0.0011 b 2577 gh
Huehuetan 1 0.10ab 0.62b 0.01 ab 3548 ¢
2 0.10 bc 0.63b 0.01 ab 3642 bc
Tuzantan 1 0.06 k 0.62b 0.03a 3270de
2 0.06 k 0.58 b 0.02 ab 3059 f
Villa Comaltitlan 1 0.10ab 0.65b 0.0045 b 3273 de
2 0.09 ef 0.81a 0.0015 b 4356 a
Acacoyahua 1 0.01a 0.61b 0.03a 3166 ef
2 0.06 jk 0.57b 0.01 ab 2314
Acapetahua 1 0.07 hi 0.61b 0.02 ab 3382d
2 0.08 fg 0.57b 0.01 ab 3351d
Mapastepec 1 0.08g 0.65b 0.0048 b 3669 bc
2 0.08g 0.61b 0.01 ab 3548 ¢

*Letras iguales no presentan diferencias significativas



Cuadro 3. Valores promedio de tasa de infeccidn (r), valor de indice de severidad (ISE) y los
valores de R de los modelos epidemiolégicos de las epidemias en los dos ciclos

productivos de los 10 municipios del Soconusco, Chiapas. (c: ciclo productivo).

Municipio ¢ r ISE Logistico Gambertz Monomol
Cacahoat. 1 0.08 bc 30.58 cd 0.999 a 0.990 a 0.920 c

2 0.09 a 38.11bcd 0.999 a 0.990 a 0.910 cd
Tux. Ch. 1 0.07 fgh 3484 bcd 0.999 a 0.999 a 0.920 c

2 0.07 gh 39.20bcd  0.999 a 0.999 a 0.920 c
Suchiat 1 0.08 bcde 31.6cd 0.999 a 0.990 a 0.900 cd

2 0.07 gh 35.01bcd 0.999 a 0.999 a 0.930c

Tapachu 1 0.08 bcd 42.3 bc 0.999 a 0.990 a 0.900 cd

2 0.09 a 46.76 ab 0.990 a 0.980 ab 0.870d
Huehuet 1 0.06 h 34.43 bcd 0.999 a 0.999 a 0.930c

2 0.07 gh 36.18 bcd 0.999 a 0.999 a 0.920c
Tuzant 1 0.08 bc 42.78 bc 0.999 a 0.990 a 0.890 cd

2 0.08 bcd 45.72 ab 0.999 a 0.990 a 0.890cd

Villa Com. 1 0.08 b 57.87 a 0.990 a 0.980 a 0.890 cd
2 0.08 b 58.01a 0.999 a 0.990 a 0.890 cd

Acacoyah 1 0.08 cde 36.01 bcd 0.999 a 0.999 a 0.940 bc
2 0.10 a 3442 bcd 0.999 a 0.990 a 0.900 cd

Acapetah 1 0.08 bcde 40.18 bcd 0.999 a 0.990 a 0.900 cd

2 0.07 gh 36.56 bcd 0.999 a 0.999 a 0.920c
Mapast 1 0.08 def 28.07d 0.999 a 0.990 a 0.910 cd
2 0.07efg 28.07 d 0.999 a 0.990 a 0.910 cd

*Letras iguales no presentan diferencias significativas



Cuadro 4. Porcentaje promedio de tipo de sintomas expresados por cada municipio.

MUNICIPIOS SINTOMAS

N NA GN GNA GA G A
Acapetahua 18.52 b 6.65 kim 2.64 st 2.09 ux 10.85 fgh 10.11 ghij 2.14u
Acacoyahua 12.40fg 16.52 cde 4.29 pq 2.59 stu 3.93gr 6.08 Imn 4.74 no
Cacahoatan 16.06 cde 11.18 fgh 5.88 mn 2.14 u 8.05 ij 9.43 hij 3.08rs
Huehuetan 19.58 a 13.44 fg 405pgr 0.0z 8.11j 10.07 ghij 2.31tu
Mapastepec 19.37 a 10.08 ghij 4.34 pq 2.28tu 3.28r 12.63fg 0.0z
Suchiate 15.32 efg  15.32 efg 4.78 no 4.98 mno 4.27 pq 6.86 ki 4.48 opq
Tapachula 17.31bcd 16.79 cde 4.76 no 4.71no 4.06 pgr 6.42 kim 0.0z
Tuxtla Chico 17.79 bc 17.41 bcd 4.40 pq 2.76 st 6.45 ki 8.13ij 1.83 ux
Tuzantan 18.65b 15.64 def 8.0ijk 4.29 pq 6.21 Im 1.27 x 1.10 x
Villa Comalt. 17.93 bc 18.89 a 6.19 Im 0.0z 4.57 op 9.76 hij 0.0z

N: necrosis, NA: necrosis con halo amarillo, GN: giba con necrosis, GNA: giba con necrosis y halo amarillo,

GA: giba y amarillamiento, G: giba, A: Amarillamiento.

7.7579 TMIN

5.46

3.164

0.86

Can 2 (38.09 %)

-1.434

-5.59 -3.25 -0.91 1.42 3.76 6.09 8.43
Can 1 (56.09 %)

Figura 2. Analisis discriminante de los municipios, acorde a las condiciones climaticas.



CAPITULO 6

DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Los aportes principales obtenidos en la presente investigacion, estan enfocados a explicar
la reduccion de la incidencia de la enfermedad durante el termino de la etapa dos de
desarrollo de la fruta, la variacion en concentracién de algunos componentes
fisicoquimicos del pericarpio que estan relacionados con la susceptibilidad a moniliasis
durante el desarrollo del fruto posterior al cuajado de éste y parte del comportamiento
epidémico que se presenta en la zona productora de cacao en el Soconusco, Chiapas. Se
encontraron tres aspectos importantes, dos de ellos se presentan durante el desarrollo
del fruto que explican la vulnerabilidad de éste a la enfermedad de la moniliasis y la
posible resistencia expresada por el mismo, una vez que ha alcanzado la diferenciacion
celular del tejido del pericarpio. El tercero, observado en el presente estudio en el hibrido,
originado por la variedad Criollo y Forastero, que explica parte de la susceptibilidad
encontrada en los diferentes municipios estudiados y que depende de las caracteristicas
fisicoquimicas que presenta el fruto durante su proceso de formacién, proponiendo que
esta soportado principalmente por el tipo de suelo de cada regidn, el cual es diferente
para cada una de ellas.

La variacién en susceptibilidad encontrada en cada variedad de cacao (Ver capitulos 3 y 4)
parece ser el resultado del proceso de domesticacién que presenta la variedad Criolla y la
Forastero. Durante este proceso la seleccién de individuos con caracteristicas deseables,
provoco el entrecruzamiento entre las dos variedades existentes realizandose de forma
controlada como no controlada, produciendo una variedad de individuos que expresaron
respuestas diferentes entre cada variedad de cacao conocida. Esta diversificacidon de
respuestas, bioquimicas todas, ejercié una presion de seleccidon sobre las interacciones
sostenidas entre microorganismos y plantas de cacao, donde el correspondiente a un
organismo patégeno permitié la expresién de sintomas, que al principio pudieron ser
insignificantes. Lo anterior, como ya se menciono y ahondando un poco se debidé a un

proceso de fijacion de caracteres, heredables todos, empleados durante la domesticacién



y que fueron fluyendo hacia las otras dos variedades, con posibles recombinaciones que
se han venido suscitando desde la introduccidon de Forasteros a zonas de cultivos Criollos,
y de Trinitarios. Por lo que se deduce que la variedad Criollo, que por ser la mas
domesticada fue la primera en presentar el proceso de patogénesis y generar variantes en
especies microbianas, en su mayoria de tipo fungicas que le parasitaron y se diferenciaron
como patdgenos importantes. Posteriormente este fendmeno se hubo propagado a
variedades alternas, como el Forastero donde la incidencia no generé de forma sustancial
dafio que fuera considerado como importante obteniendo una variedad mds tolerante a la
enfermedades fungicas, como la moniliasis. Esta ultima interaccién, se ha venido
mejorando dando como producto cepas de M. roreri mas severas y eficientes en el
proceso de infeccién de las tres variedades.

Aunque actualmente existen tres variedades importantes y bien definidas, Criollo,
Trinitario y Forastero, las razas y clones derivadas de éstos mantienen cierto grado de
susceptibilidad a las enfermedades fungicas, donde algunas presentan cierto nivel de
tolerancia, principalmente las generadas por el género Moniliophthora. Aun con esto,
nuestros resultados revelan que la susceptibilidad que presenta el fruto de cacao,
independientemente de la variedad, esta directamente relacionada al proceso de divisién
celular, que se presenta durante las primeras siete semanas de crecimiento. Posterior a
este periodo, el grado de susceptibilidad a la moniliasis se va reduciendo de forma
gradual, conforme aumenta el grado de diferenciacién del fruto, deduciendo con nuestros
resultados que se diferencian zonas en el fruto durante el proceso de diferenciacién en el
desarrollo de éste, proponiendo que se generan tres zonas en el fruto, diferenciandose
como zona P y A, las menos susceptibles a la moniliasis y con mayor grado de
diferenciacién celular, y la zona M que es la mads susceptible del fruto de cacao presenta
menor grado de diferenciacion y con menor proceso de division celular, donde se
mantiene el alargamiento del fruto durante la etapa Il de desarrollo.

El aspecto de diferenciacion celular relacionada con el cambio fisicoquimico (Ver capitulo
4), es una de las caracteristicas mas importantes en el desarrollo del fruto de cacao que

genera susceptibilidad / resistencia durante las primeras dos etapas de desarrollo



abordado en esta investigacion. La caracterizacion fisicoquimica del fruto de cacao en tres
edades diferentes durante su desarrollo, permitié establecer una relacién entre estas
propiedades y la susceptibilidad al proceso de infeccion. Con nuestros resultados se
deduce que un fruto de cacao, independientemente de la variedad, es susceptible a la
infeccion de M. roreri en las primeras ocho semanas de crecimiento por contener menor
cantidad de fenoles, actividad enzimdtica peroxidasa y menor valor de pH en tejido. El
aporte de nuestra investigacién es establecer las condiciones fisicoquimicas de la
susceptibilidad y resistencia del fruto de cacao, agrupando a las muestras en susceptibles
y tolerantes. Otro aporte, es demostrar que un fruto que logra desarrollarse hasta las
doce semanas, sin haberse infectado, ya no sera objeto de desarrollar la enfermedad de la
moniliasis. La baja produccién que se presentan en las plantaciones cacaoteras de la
region del Soconusco, Chiapas, es el reflejo del descuido que se presenta posterior al
florecimiento del cultivo y durante los primero dos meses del crecimiento del fruto,
incluyendo la eliminacién de frutos enfermos, que son fuente de infeccién para las demas
floraciones.

En nuestro estudio, no se encontré diferencias entre municipios respecto al desarrollo de
la enfermedad, infeccién, y nimero de epidemias (Ver capitulo 5). Lo que estuvo acorde a
todos los estudios realizados respecto al desarrollo de la enfermedad, tanto en Tabasco
como en Chiapas. La diferencia radica en las temporadas en que se presentan los ciclos
productivos, donde las condiciones ambientales y las propiedades del suelo, podrian estar
ejerciendo una influencia significativa. El analisis de sintomas, tanto nimero como tipo,
qgue fue diferente entre municipios hace pensar que la variedad y el desarrollo de estos
son indicadores de la capacidad bioquimica que presentan los patrones donde estan
sostenidos la parte productora de la planta de cacao, adjunto a esto las propiedades del
suelo que sostiene el crecimiento y desarrollo del cultivo. Por lo anterior es indispensable
realizar pruebas de asociacién entre las variables edafo-climaticas y las propiedades
fisicoquimicas de las variedades de cacao, para determinar la razén epidémica entre zonas

cacaoteras y la distribucién espacial de la enfermedad.
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