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INTRODUCCION

Una de las molestias més generalizadés de los viveros de cacao es
la defoliacién y la muerte de las plantitas jévenes, ya sean &stas pro
pagadas por semillas o por estacas (13, 16, 21),

Entre las enfermedades que pueden provocar dafios como los ya men_
cionados, existe la conocida con el nombre de "Antracnosis foliar", re
portada en casi todos los pafses en donde se cultiva cacao (15, 26, 27,
33).

La importancia econdémica de esta enfermedad estriba principalmen
te en las pérdidas otasionadas por la muerte de las plantitas y, adee
mids, las que han podido sobrevivir a la infeccién se debilitan afec-
tando su desarrollo normal (13) y siendo portadores del patdégeno que
perjudicard posteriormente a los nuevos brotes (27), retardando el
transplante, \

El agente causal de la "Antracnosis foliar", un hongo del género
Colletotrichum, cuando se asocia con otros organismos infecciosos bajo
determinadas condiciones funcionales y ambientales, formando un com-
plejo patogénico, causa en las plantitas de cacao la "muerte descen=-
dente" (die-back) que tiene sintomas muy parecidos a la observada en
el café (11, 28),

El dafio m4s severo que ocasiona este hengo, cuando actfia indepen
dientemente, se le denomina "punta desnuda" (bare-tip) (15, 32), por
el aspecto que presentan las plantitas después de su defoliacién ,

La Antracﬁosis de las plantitas de cacao, no solamente afecta al
sistema foliar, sino que también compromete tallos, ramas, brotes, es-

tfpulas y en 4rboles adultos se presenta, ademis, en los frutos



pudiendo destruir los cotiledones (15).

Este trabajo se limita a estudiar la infeccién en las hojas de
las plantitas de semillero, teniendo como objetivo final encontrar el
medio de control més adecuado, hasta donde sea posible,

Los puntos principales que se cumplen dentro de este estudio son
los siguientes:

a) Determinar la accién de algunos fungicidas para el combate de

la enfermedad,

b) Determinar la accién del medio ambiente modificado, en la in

cidencia de la enfermedad con el objeto de lograr su control,

c) Determinar el efecto de varios niveles»de nitrégeno sobre la

incidencia de la enfermedad y
d) Determinar el grado de susceptibilidad o resistencia al ata-

que de la enfermedad de algunas selecciones clonales de cacao,



REVISION DE LITERATURA

Dentro de la escasa literatura que existe sobre el control de la
"Antracnosis foliar" de los semilleros de cacao, se encuentra que en
los trabajos publicados de 1938 a 1940, por Mejfa (18), Garcés (9) y
Obando (20), coinciden al recomendar las aspersiones con Caldo Borde-
1és como medida de control de esta enfermedad, Posteriormente, S4nchez
(27) indicé que no existen experiencias que confirmen esta recomendacifn,

Newhall (ISD, en 1948, sugiere usar los mismos métodos para contro
lar la "pudricidén negra" (nggoghthora) de las mazorcas de cacao: poda,
aspersién y fertilizacién, Agrega, ademis, que pruebas efectuadas con
fungicidas (compuestos a base de cobre y org4nicos) sobre germinacién
de esporas en portaobjetos, no han dado hasta esa fecha, datos que me
rezcan considerarse,

Los trabajos realizados por Vivero (31) en 1950, concluyeron que
una especie de Colletotrichum era uno de los agentes principales de la
marchitez y cafda de las hojas en almacigales de cacao y deduce por ex
periencias realizadas que el uso del Caldo Bordelés (5~5=50) por lo me
nos cada mes, es el control mfs eficaz y econémico. Cree ademds que
el valor prictico de sus ensayos se encuentra en la posibilidad de u~
sar este fungicida en el campo como método preventivo de muchas enfer
medades que ocasionan la muserte de las plantitas en sus primeras eda=-
des, Este autor indica, también, que utilizando plantas de cacao ba
Jo un 50% de sombra se consiguié mejor desarrollo con menos incidencia
de enfermedades que con 25% de sombra, y sin sombra, Todos estos tra=-
bajos se hicieron considerando la infeccién causada por Colletotrichum

¥y Phytophthora separadamente, indicéndose que los datos estadisticos no



fueron significativos,

En 1951, Leibovit (15) en su trabajo sobre la Antracnceis de los
semilleros de cacao, hizo estudios preliminares sobre el control de
esta enfermedad y dice que el tratamiento de las semillas con Fermate
(2 gramos por litro de agua) redujo notablemente la infeccién, hacien
do posibls que las atomizaciones de las plantitas con fungicidas sean
solo necesarias cuando éstas han iniciado la primera emisién de hojas.

Burchardt (3), 1952, dice que tapizando con hojas de plétano el
suelo sobre el cual se colocan los arbolitos (vivero) se disminuye el
ataque de Colletotrichum, pues se evita las salpicaduras por el impac
to de las gotas de lluvia, previniendo el transporte de las esporas
del suelo a las hojas, ya que en perfodos lluviosos el Aata.que es mayor,
Este mismo autor considera que con aspersibnes de Zerlate (340 gramos
en 50 galones de agua) puede contrsla.rs'e la infeccién,

Desrosiers y von Buchwald (5) » en 1952, encontraron que el

Colletotrichum disminufa la formacién de callos y la iniciacién del

enraizamiento en la propagacién vegetativa del cacao y ellos sugieren
que se puede controlar esta molestia, sumergiendo las estacas, después
de cortadas, en mezclas acuosas de fungicidas,

Sé&nchez (27), en 1953, da las siguientes medidas de control: a)
Seleccidén de estacas destimdas a la reprodudeidn vegetativa, para e-
vitar que originen clones enfermos, c¢) Regulacién del sombrfo, median
te podas, distancias cie siembra y renovacién, Ademfs informa que el
clon S,C.P, N° 2 se muestra resistente a la Antracnosis,

En los trabajos de Idrobo (13) realizados en 1954, se recomienda

el uso del Dithane Z-78 en dosis de 163 gramos por cada 100 litros de



agua, como proteccidén aontra la "Antracnosis foliar" del cacao e insis
te en la seleccién del material sano para la propagacién,

En 1954, Wellman (32) al hablar de la Antracnosis del cacao, men-
ciona que vigorizando los 4rboles con la adicién de fertilizantes y
mantillo a los suelos, que no contienen material orgénico abundante,
se reduce la enfermedad., También refiere que pulverizaéiones con fun-~
gicidas cdpricos pueden combatir la Antracnosis,

En los trabajos efectuados por Lellis (16) en 1954, se utilizaron’
varios tratamientos de coberturas en los semilleros de cacao para con-
trolar la Antracnosis, El encontré que los tratamientos que consistie
ron en cubrir durante el dfa las parcelas fueron estadfsticamente sig-
nificativos, explicando que este efecto talvés se deba a la reduccién
de la infeccién por diversos factores climiticos que se alteraron con
este sistema de control,

Nada se ha dicho especfficamente sobre la posibilidad de conside-
rar el estado nutritivo de la plantita de cacao de semilleros en la in
cidencia de la "Antracnosis foliar!", Muchos son los experimentos que
se han realizado sobre este punto, pero utilizando otros cultivos y en
forma general se dice que el estado nutritivo de las plantas tiene una
Intima relacidén con la incidencia de las enfermedades,

Con respecto a la resistencia de las variedades clonales de cacao
a la "intracnosis foliar", sélo se encontré el trabajo de S4nchez (27),

ya mencionado,



SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD

Tanto Leibovit (15) como Lellis (16) al hacer estudios, indepen-
dientemente, sobre una enfermedad de las plantitas de semilleros de
cacao, en Costa Rica, constabaron que se trataba de una Antracnosis y
que el agente responsable de aquélla era una especie de Colletotrichum.

Los sintomas observados por el autor del presente estudio coin-
ciden en su mayor parte con los descritos por Leibovit y Lellis, en los
trabajos ya citados., La enfermedad se caracteriza por lesiones necré-
ticas en las hojas que varfan en tamafio, desde pequefifsimas manchas has
ta lesiones de 2 a 5 mm de didmetro, las cuales se presentan general-
mente en forma circular u oblongas que al unirse gutre ellas abarcen su
perficies exten;as de la 14mina de 1la hoja adquiriendo, entonces, una
forma irregular,

Por lo general la Jesién se inicia como una puntuacién clorética,
localizada en el haz de la hoja y en el tejid:; mesofflico intervenal,
que luego al necrosarse toma una coloracién café obscura o negra, pe-
ro siempre prevaleciendo una aureola amarillenta (Figura 1). En mu-
chos casos la lesién se observa en él borde de la hoja provocando una
distorsién de la 14mina foliar (Pigura 2)., Con respecto a la situa-
cién de las lesiones cuardo se inician hay una discrepancia con lo que
sefiala Idrobo (13) y S4nchez (27) pues estos autores describen las man_
chas iniciédndose en las nervaduras principales o secundarias tanto en
el haz como en el envez, caracteristica de las lasiones causadss por
el Phytophthora palmivora Butl, en ‘hoja.s de cacao de acuerdo a obser-
vaciones del autor del presente trabajo.

Cuando la infeccién se ha generalizado provocando la defoliacidn



Fig. 2.

Distorsi6n de la

I&mina foliar pro-
vocada por lesio-
nes localizadas en

el borde de la hoja.

F;g. 'o

Lesiones causadas

por C. gl o-
rioides, en Eoius
de cacoo,



de 1a plantita se presenta finalxente\el estado llamédo "bare-tip" o
"punta desnuda", porque al caer todas las hojas queda al descubierto
el tallo presentando una proliferacién de las yemas axilares que se
atrofian agrup4ndose alrededor y a lo largo de la porcién terminal
del tallo, sin que se produzca una nueva emisién de hojas (¥igura 3).

Este mismo nrganismo asociado con otros patégenos nuede provocar
el "die~back'" que consiste en una muerte progresiva de la planta en
sentido de arriba hacia abajo, conservando, por lo general, las hojas
muertas pendientes de sus peciolos hasta que se haya necrosado total=-
mente lavplanta (Figura 4).

En cuanto a la posicidén sistemdtica del organismo causal de la
"Antracnosis foliar" existe desacuerdo, pues algunos autores tales co
mo Sénchez (27) e Idrobo (13), entre otros, lo identifican como

Colletotrichum theobromicolum Delacroix, en cambio Leibovit (15) cree

que se trata de una raza especifica del cacao que €1 denomina

Colletotrichum gloeosporioides Penz, cacao strain,

Tomando en cuenta la diversidad de criterios que existe con res-
pecto a la sistemdtica del agente causal de la "Antracnosis foliar" de
los semilleros de cacao, en este estudio se adoptard la actitud tomada
por Small, citado por Roger (26 ), ante este problema y que dice lo si-
guiente:

"Las especies de Colletotrichum incarnatum Zimm,, C. theobromicolum

Delacr,, C. camelliae Massee, C. nigrum 111, et Halts,, C. caricae Stev.
et Hall.,, C. coffeanum Noack son muy diffcil de distinguirse por medio \\

\

de sus caracterfsticas culturales y es necesario incluir estas especies

dentro de una sola a la cual se denominarfa Colletotrichum gloeosporioides



Fig. 4.

Plantita de cacao
con "Die back" pro-
vocado por el C.
gloeosporioides aso-
ciado con ofros fac-
tores.

Fig. 3.

"Bare tip" causado
por C. gloesporioi-
des en pilanﬁfos de

cacao,



Esta denominacién serfa preferible por la similitud existente con las
fructificaciones de la forme perfecta Glomerella cingulata (Ston.)
Spaul. et Schr. Por lo tanto algunas de estas especies sélo serfan
variedades de la especie tipo",

En consecuencia la denominacién que se usa en este estudio es

la de Colletotrichum gloeosporioides Penz.




MATERIALES Y METODCS
El presente estudio se llev§ a efecto en el invernadero y labora
torios del Instituto Interamericano de Ciencias Agrfcolas en Turrialba
¥y en la Finoca Experimental de Cacao "La Lo.la" , de esta misma Institu- o
cién, en Madre de Dios, Costa Rica.

Métodos de aislamiento

Siguiendo la técnica aconsejada por Raggi (24) se tomaron pequefios
pedazos de 5 mR de hojas de plantitas de cacao con s{ntomas de Antracnosis,
los cuales se sumergieron en alcohol de 90° por 10 segundos aproximadamen
te y luego en HgCl, al 1/1000 por un tiempo m4s largo que el anterior,
lavindose finalmente en agua destilada y esterilizada para después sem-
brarlos, inmediatamente, en cajas de Petri con el medio de cultivo ele-
gido, Al mismo tiempo se tomaron trozos de estos tejidos enfermos y
se hicieron siembras sin previé. desinf<ccibn, siguiendo el método de
Riker y Riker (25)., Los cultivos que se hicieron eon trozos de hojas.
enfermas y que se desinfectaron previamente, dieron lugar a crecimien
tos de un solo tipo de hongo, no sucediendo esto con aquellos que se
realizaron con pedazos de hojas sin desinfeccién previa, los cuales
permitieron el establecimiento de otros organismos,

Se seleccioné aquellas cajas de Petri que contenfan, aparentemen
te; una sola clase de crecimiento y se efectuaron aislamientos de los
mismos en tubos de ensayo, Posteriormente se hizo una observacién al
microscopio de los organismos que crecieron en los tubos yA se desecha~
ron aquellos que no presentaban las caracterfsticas del Colletotrichum
descrito como patégeno de la "Antracnosis foliar" de las plantitas de

cacao, segfn Leibovit (15),
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Se procedi$ a realizar aislamientos monospéricos del hongo selec
cionadn para lo cual se usé la técnica descrita por Keitt (14) que
consistié en hacer una suspensién de esporas con agua destilada y eg
terilizada en el tubo con ei cultivo elegido, Se efectuaron de éste,
diluciones pucesivas y se tom$ de la mis débil una gota que se trans-
firié a una caja de Petri de 60 mm de difmetro conteniendo un medio
transparente, Se localizéron l-s esporas con el lente de bajo poder
del microscopio, manteniendo la caja de Petri invertida y se sefiald
con un punto de tinta el lugar exacto en que se encontraba cada espora.
Después se transfirié a tubos de ensayo, con una aguja estéril la pe-
quefia porcién de medio que rodeaba la espora sefialada, la que fué cor
tada con un sacabocado esterilizado,

Con estos aislamientos monospéricos se cumplieron los postulados
de Koch comprobé&ndose que.el organismo en estudio era el agente causal
de la "Antracnosis foliar" de los semilleros de cacao, A partir de
estos cultivos monospéricos se realizaron posteriormente numerosas re-
siembras, obteniéndose material para las infecciones artificiales re-
queridas en los experimentos subsiguientes,

Medios de cultivo usados

El medio de cultivo que se usé para aislar el Colletotrichum

gloeosporioides Penz. de hojas infectadas y para los reaislamientos
sucesivos fué Papa Dextrosa Agar con la adicién de 3 gotas de 4cido
l4ctico dilufdo al 25% en agua destilada y esteriligada, La férmula

y técnica es muy similar a la indicada por Verna & Herrero (30):

Papas cortadas 200 grs,
Dextrosa 10 »
Agar . 1 "

Agua 1000 cc
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Los cultivos monospdricos se efectuaron en un medio sélido trang
parente para lo cual se us§ Bacto-Agar purificado (Difco): 15 gramos .
en 1000 cc de agua bidestilada. El medio aln caliente se filtré en
algodén y papel filtro sucesivamente, esteriliz&ndolo después de en-
tubado,

En las pPuebas que se hicieron para determinar cufl era el medio
de cultivo 1fquido mis §til para obtener un abundante crecimiento del
hongo, en el menor tiempo posible, se usaron los que a continuacién se
describen:

a, Medio de Vainicas (Phaseolus sp.)

Vainicas 100 grs.
Agua 1000 cc

Lavadas las vainicas tiernas, se picaron y se cocinaron por 2 ho
ras en la cantidad de agua sefialada, Se decant§ y se filtré por algo
dén y papel filtro sucesivamente, Finalmente se entubd y esterilizé
a 15 libras de presién por 20 minutos,

b. Medio de Crotalaria (Crotalaria anagyroides)

Crotalaria 100 grs.
Agua 1000 cc

Se procedié como en el caso anterior.
c¢. Medio de nzranja (1:4)

Jugo de naranjas 200 cc
Agua destilada 800 cc

Se filtré en algodén y se colocd en los recipientes elegidos,
ajustando el pH hasta 5-6, con 4cido 1l4ctico al 258, Se esterilizé
a 15 libras de presién por 20 minutos,

d. Medio corteza de naranja.

Corteza de naranja 300 grs,
Agua 1000 cc



Se dejé hervir hasta que se consumié la mitad del agua empleada,
Se decantd y se filtré en algodén. Se usé 100 cc de este extracto por
cada 900 cc de agua destilada., Luego se repartié el medio en tubos
de ensayo y se esterilizd en el autoclave a 15 libras de presién por
20 minutos, teniendo finalmente un pH 6.2-6,6.

Se efectu‘aron pruebas de desarrollo del organismo aislado para lo
cual se midié el crecimiento radial y se determiné al peso seco del mi
celio en diferentes medios, Para determinar el crecimiento radial se
ubilizaron los siguientes medios sélidos:

Papa Agar, en una proporcién de 200 y 17 gramos respectivamente,

Agor ague, preparado segin lq. férmla descrita anteriormente usa
da para los cultivos monospéricos,

3e probd el efecto de diferentes fuentes de carbono en el creci-

miento del C. gloeosporioides., Se utilizoron medios & base de Ag-r

Papa en la oroporcién usada en los ensayos anteriores con la adicién
de 'lO gramos de Maltosa, Sorbitol, Sucrosa, Lactosa y Dextrosa pare
cada litro de medio,

Usando un medio b4sico de Papa Dextrosa Agar y utilizando HC1l N/1
y NaOH ¥/1 se consiguieron pH de 3, 4, 5, 6, 7 y 8 para probar el efec-
to de 1a concentracién de iones hidrégeno en el desarrollo del

Colletotrichum en observacién, Rl pH se corrigié con papel colorimé-

trico,
Se probS también el efecto de diferentes vitaminas en el desa=~
rrollo del hongo, para lo cual se utilizé como medio basal la prepara

cién siguiente, segfin la f6rmla de Orellana (22):



-15 «

Dextrosa 25
Caseina hidrolizada 2
NgSOl,.7H20 0
KH2P0’+ 1
NazC lo
Fet+++ (Sulfato) 0
Zn++ n 0
Mn++ n ‘ 0
Agua destilada c.s.p. 1

A cada 200 cc de este medio basal se agregaron 20 microgramos de
las sigyientes vitaminas: Tiamina, Inositol, Riboflavina y Acido
Ascérbim, Una porcidén se dejﬁl sin adicionarle vitaminas y se usé
como testigo,

Método para determinar la patogenicidad del organismo aislado

Las pruebas se realizaron utilizando plantas de semilleros de ca
cao de mes y medio de edad,

Del organismo aislado de las lesiones necréticas de las hojas con
sIntomas de Antracnosis se efectuaron cultivos monospéricos que fueron
usados en las inoculaciones, las que se llevaron a cabo con una bomba
de atomizaciéﬁ port4til de baja presién, rociando la suspensién de es
poras sobre el haz de las hojas,

Para medir la intensidad patogénica del organismo en prueba se
calculé un fndice de infeccidén segfn una modificacién hecha a la ffvr-
mula que da MacKinney (17):

Indice de infeccién = Nfmero de hojas enfermas
Némero total de hojas

x100

Métodos de inoculacién artificial

Las inoculaciones artificisles se efectuaron siguiendo dos métodos

diferentes., Para los dos casos se prepard inicialmente un caldo muy
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fino del hongo cultivado en medio lfquido, Con la ayuda de una mez-
cladora ¥, se disgregé la msa de micelio la que se diluy$ en una pro
porcién de 2 partes de agua por 1 del caldo concentrado. La concen-
tracién por cm’ de esporas fluctu$ entre 3 y 4 millones, contadas con
un Hemacytémetro de Neubauer, Esta suspensién fué repartida sobre las
plantas media.nte una bomba de atomizacién de baja presién, tipo portd
til, mrca Signa (Firenze) de 3 galones de capacidad , Para cada plan
ta, con un promedio de 4 hojas cada una, se usé mis S menos 7 cc de
suspensién,

La otra técnica de inoculacién fué la de impregnar con caldo con_
centrado, una torunda de algodén y repartir uniformemente el inéculo
sobi-e las hojas. En este caso la concentracién de esporas por cm? au
menté considerablemente, comparada con la del caso anterior,

Las inoculaciones se realizaron en horas de buena luminosidad, pre
firiendo estas condiciones por conocer el hébito del C. gloeosporioides
que se caracteriza por un abundante y r4pido desarrollo en buemas con
diciones de luz,

Ensayos de fungicidas

Con el objeto de encontrar un posibie control de la "Antracnosis
foliar" de los semilleros de cacao se prob$ el efecto de tres fungid
das que segtin la literatura consultada ( 9, 13, 15, 18, 20, 31) indi-
caban haber dado resultados promisorios en el control de esta enfermedad.
Los fungicidas en estudio fueron : Caldo Bordelés, Fermate y
Ditha.ng Z-78, que se probaron con y sin adherente en dos ensayos dis-

tintos,

% Osterizer
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Se usaron las siguientes concentraciones:
a. Caldo Bordelés (4~4~50). Se usé la misma concentracién para
los dos ensayos y las dosis para dos galones de preparado fue

ron las siguientes:

CuS0y,. 5H0 72,6 grs.
Ca(OH), 72.6 "
Agua 2 galones

b, Fermate¥ (0.7 y 0.5 %)

Para cada dos galones de agua se usé 54 y 38,5 grs, de Fermate
que corresvonden a las concertraciones del 0,7 y 0,5 % respec-
tivamente,

c. Dithane 2-76%% (0.7 y 0.5 %)

Las mismas dosis del Fermate

d. Este tratamiento correspondié al testigo, en el cual no se usé

fungicidas,

Los fungicidas fueron aplicados calculando el tiempo necesario pa-
ra que éstos se secaran (2 a 3 horas antes de realizar la inoculacién
artificial),

El aherente que se usé fué PEPSm, elegido por su buen comporta
miento bajo cordiciones tropicales (4 ) (10). La dosis fué de una pin
ta de adherente vor cada 100 galones de agua,

Los fungicidas se atomizaron con una bomba port4til de baja pre =
8ién del mismo tipo ueado en las inoculaciones artificiales,

Ehsayo' de cubiertas

Al iniciarse la siembra se cubrieron los semilleros con tela de

¥ 708 Dimethyl dithiocarbamato férrico
i 65% Etileno-bisditiocarbamato de zinc
ik 56% de Polisulfuro polietilénico



yute colocada a una altura de 30 ctms, Despubs de la emisién de las
primeras hojas se alzé esta cubierta a 80 ctms, la que permanecié asi
haste el momento de empezar los tratamientos que se realizaron 37 dfas
después de la siembra,

Los tratamientos de este ensayo consistieron en cubiertas movi-
bles e individuales para cada parcela, Cada una de ellas consistfa
de una armazén de madera liviana de 80 cms, de altura por 1,60 m de
largo ¥ 1.40 m, de ancho, con su parte superior completamente cubier
ta de tela de yute (Figura 5 y 6). |

Los tratamientos fueron los siguientes:

1, Parcelas cubiertas 24 horas sin interrupcién, que en lo suce
sivo se.denominé : Tratamiento Dfa y Noche (DN),

2, Parcelas descubiertas 24 horas continuamente. A este trata-
miento se Je 1lamd: Descubierto (0).

3, Parcelas cubiertas desde las 6 a,m. hastz las 6 p.m.,, denomi
nado : Tratamiento Dfa (D).

4, Parcelas cubiertas desde las 6 p.m, hasta las 6 a,m,, llama-
do : Tretamiento Noche (N),

Bstos tratamientos duraron 37 dfas hasta el momento de la inocu-
lacién artificial, luego se continuaron por 11 dfas m£s después de
inoculadas las plantitas, fecha en que se realizaron las observacio-
nes finales,

Registro de los factores climfticos

IEn el ensayo de control de la "Antracnosis foliar" de los semi-
lleros de cacao por medio de cubi ertas, se tomaron lecturas del medio

ambiente y del microclima prevalente bajo las cubiertas,
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Los datos climfticos del medio ambiente fueron tommdos de los re-
gistros de la estaci6n metereolégica existente en la Finca Experimental
"La Lola", lugar del ensayo.

Los factores climiticos de las pareelas bajo cubierta constante,
se tomaron con la ayuda de un Higrotermégrafo, Modelo 596 de la Friez
Instrument Division, U,S.A,. (Figura 7); la temperatura del suelo de
los semilleros a 4 pulgadas de profundidad, se registré con un termé-
metro destimdo para estos usos, de la casa Precision T & I,.Co. Phila,
(Figura 8). Las intensidades de luz se midieron en foot-candles con
un Fotémetro Modelo 614 de la Weston Electrical Instrument Corp., U,S.A.

Durante 54 dfas que duré el experimento, se tomaron 3 lecturas‘dig_
rias de todos los factores climfticos tanto del microclima como del ma
croc].j.tna. Estas lecturas se hicieron a las 7 a.m.,, a las 12 m y a las
6 p.m, | ¥
Pruebas de selecciones clonaler

Con el objeto de conocer el comportamiento de varias selecciones
clonales de cacao ante la incidencia del C. gloeosporioides se utili-
zaron plantitas de semillas de los siguientes clones:

1, Clon UFCo 650
2, Clon UFCo 667

3. Clon UFCo 221

L, Clon UFCo 613

5. Clon UFCo 667

6. Semillas de cacao corriente tipo

' Forastero Trinitario moiado

Para este ensayo se utilizaron plantitas de 4 meses de edad, cul-

tivadas en invernadero,
Ensayo de condiciones nutritivas
Se estudié la posible influencia del estado nutricional de la planta
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sobre la patogenicidad del C, gloeosporioides, probando finicamente la
accién del elemento Nitrégeno, Para el efecto,se prepararon solucio-
nes nutritivas completas en las que se hizc; variar la cantidad de Ni-
trégeno, aplicado en forma de Urea (NH3),CO, En la preparacién de
las soluciones se utilizé la férmula de Hoagland (12), sigaiendo las
tablas preparadas expresamente por Alvim (2), con ligeras modificaci_g
nes, |

Los productos qufmicos para la preparacién de las soluciones ma-
dres fueron ]_.os que se indican en la tabla siguiente:

Tabla 1, Cantidades de compuestos quimicos para la preparacién
de soluciones madres.

Ndmero Compuesto Concentracién Grs. por litro
I Urea (NHp),CO 1 M 160,06
1I MgS0, . THZ0 1 M , 26,49
III CaCl,,2H,0 1 M 147,03
v KQSOA 0,5 M 87?12
v KH ,P0, 1 M 136,09
VI "Quelado" de Fe 10 % 100
ViI Microelementos: )
MnC1, 1.81
H3B03 2,86
ZnS0), TH 0 0,22
CuS0,s 5H,0 0,08

HaMoO), 0.09




Se calculé la cantidad de cms® de cada una de las soluciones ma-
dres para preparar 3 litros de solucién nutritiva en la que se hiz
variar solamente el nivel de nitrégeno, los que se aplicaron a cada una
de las cajas que contenfan 6 kgs. de aserrin,

Los tratamientos de niveles de nitrégeno fueron h‘con las siguien-
tes concentraciones: O (usado como testigo); 22,5; 45.0 y 67,5cc de solu
¢ifn madre por cnde 3 litroes de agun, respectivrrcnte (Tabla 2),

Tabla 2, Cantidades en o de cada una de las soluciones ma-

dres para preparar 3 litros de las diferentes solu-~
ciones nutrientes,

Exp, Nitrd

geno I II III W V VI VII
Nivel 1, o 6 12 15 3 3 3
Nivel 2, 2,5 6 12 15 3 3 3
Nivel 3, 45,0 6 12 15 3 3 3
Nivel 4. 675 6 12 15 3 3 3

Con la ayuda de un tubo largo de vidrio adaptado a los recipientes
de las soluciones se las repartié uniformemente a razén de 1 litro por
caja, una vez por semana, Durante el tiempo que duré el experimento se
agregb ademis agua suficiente para mantener la humedad del medio enrai-
zante, repartida proporc\iona.lmmte en los bloques y en periédos igua~-
les. |

A los 2 meses de sembradas las plantitas se suprimieron los cotile
dones para privarlas de sus reservas alimenticias y 60 dfas después se
dié comienzo a los tratamientos,

Se esper§ un tiempo igual al anterior antrs de eicetn~r 1o ioculaciédn



artificial con C, gloeosporioides, haciendo la lectura final de la in-‘
cidencia de este patégeno 22 dfas mfs tarde.

La razén por la que se esperd el tiempo sefialado después de la dl
tima aplicacién hasta la inoculacién fué para dar lugar a que los ele-
mentos nutritivos, incorporados al suelo, hubiesen sido totalmente asi
milados por la planta y que manifestasen su presencia en las hojas, 6r
ganos elegidos para las inoculaciones,

Se hicieron anflisis qufmicos para determinar la cantidad de nitr$
geno total en las hojas, antes y después de los tratamientos,

Todos estos andlisis se hicieron por medio de un "Micrc-Kjeldahl", -
Las nuestras fueron_sacadas a 40°C, en un horno con corriente de aire,
por éspacio de 72 horas y luego se pulverizaron, El error experimental
aceptado para estos anflisis fué del 2%.

Las rmestras que se tomaron fueron de hojas de edad intermedia en-
tre tiernas y maduras, por ser este estado el que promete dar una indi-
cacién mis representativa del metabolismo del nitrégeno en la planta,

Estimacién de la incidencia de la "Antracnosis foliar" en los ensayos
de control efectuados

Al estimar la incidencia de la enfermedad en estudio, se calculd
un Indice de Infeccién, expresado en porcentaje, utilizando la férmula
que da MacKinney (17):

Indice de Infeccidn = Suma de todos los grados numéricos x 10Q
Total de hojas contadas x 3

Para esta férmula se confecciond una Escala de Infeccién que en al-
gunos casos especiales sufri$ ligeras modificaciones, en cuanto a ampli-

tud se refiere:



0 3 Hojas sanas (sin mnchas)

0,75 = ligeramente afectadas (2 a 12 manchas)

1 = afectadas (13 a 22 menchas y pocas sonas necréticas)

2 = muy afectadas (numerosas manchas ¥y 1/3 de 1la hoja necro
sada)

3 = geveramente afectadas o muertas (numerosas manchas y 2/3

6 m4s de la hoja necrosada)

En la Figura 9, se representa esqueméticaménte las condiciones
que se asumieron para preparar la escala,
Disefios erimentales

Usando un disefio experimental de bloques completos al azar en par
celas subdivididas, se ensayé el control del C. gloeosporioides con
furgicidas y coberturas simlténeamente,

Cada bloque estaba formado por 4 parcelas que a su vez se subdivi- |
dieron en A subparcelas, correspondierdo a los tratamientos de cubier-
tas las primeras y a tratamientos de furgicidas las segundas. -Se ran
domizaron los tratamientos para parcelas y subparcelas independiente-
mente, en cada bloque, Se hizo 5 repeticiones de todos los tratamien
tos,

?Il énsayo se realizd en 2 eras de 17 metros de largo por 1,20 m,
de ancho cada una y se distribuyeron los tratamientos de acuerdo al
esquema que se presenta en la Figura 10,

Se usé un promedio de 16 plantas para cada subparcela, sembradas
a una dis:tancia de 15 x 20 cmts,

Las eras fueron construfdas con una base de tierra removida de
15 cmts, de altura sobre la cual se puso una capa de aserrin de 5 outs,

de espesor, La separacién entre eras fué de 1.90 m,
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En el momento de aplicar los fungicidas se usaron dos ldminas me-
t4licas para aislar la subparcela en tratamiento y evitar asf la salpi
cadura de las otras, con el fungicida,

Para tratar de dilucidar la accidn de los furgicidas sobre la in-
cidencia del C., gloeosporiocides se hizo un nuevo experimento con fungi
cidas usando también un adherente (PEPFS).

El disefio experimental fué el de bloques completos al azar con 6

repeticiones y el total de tratamientos fueron 8:

B = Caldo Bordelés

F = Fermate

D = Dithane

T = Testigo (sin fungicida ni adherente)
BA = Caldo Bordelés + Adherente

FA = Fermate + Adherente

DA

Dithane + Adherente

A Adherente solo

En este ensayo se utilizaron las mismas eras y distancias de siem
bra de los experimentos anteriores (Figuras 1l y 12).

Se usé también planchas met4licas para separar las parcelas en el
nomento de aplicar los tratamientos,

Finalmente el ensayo de condiciones nutritivas y la prueba de se-
lecciones clonales de cacao para estudiar la incidencia del C.
gloeosporioides y su posible control se hizo en un sblo disefio experi~
mental que consistié en un arreglo de bloques completos al azar en par

celas subdivididas, Cada bloque estaba compuesto de 4 parcelas que co

rrespondfan a tratamientos de nitrégeno y a la vez se subdividieron cada
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una de &stas, en 6 subparcelas correspondientes a selecciones clonales,
Se hicieron L repeticiones del experimento y se usaron 96 plantitas de
cacao por repeticién, corresvondiendo 4 para subparcelas, 6 para mrce
las y 24 para blogues (Figura 13). Se distribuyeron al azar los trata
mientos de nitrégeno para cada bloque y tanbién se randomizé las seleg
ciones clonales dentro de cada parcela, Este experimento se efectud
en parte bajo condiciones de invernadero, con techurbre de material
pléstico de color verde¥ que permite pasar alrededor de un 35% de la
intensidad de la luz solar., Once dfas después de la inoculacién arti
ficial se expusieron las plantitas a la intemperie, por un tiempo igual
al anterior, para lograr una mayor incidencia de la enfermedad,

Se usaron, para cada parcela, cajas de hierro galvanizado de 0.67
m, de largo, 0,37 r.de ancho y 0.12 m, de altura, cuyo interior estaba
impermeabilizado con pintura, A ﬂivel de la base de las cajas se prac-
ticd un orificio para facilitar el drenaje.

La cantidad de material usado como medio enraizante fué de 6 kgs.

para cada caja, siendo este material aserrin de madera descompuesto y

usado anteriormente en semilleros de cacao,

& Resolite
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(1,2,3,4,5,6) y de varios niveles de ni-
el ataque del C.

Fig. |



-32 =

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Identificacién del organismo aislado

Todas las caracterfsticas observadas durante los emsayos efectua
dos, condujeron a ratificar que el organismo aislado de lesiones de

hojas con sintomas de Antracnosis era el Colletotrichum gloeosporioides

Penz., especie ubicada entre los Hongos Imperfectos (Deuteromicetos),
orden Melanconiales, f:‘a.nﬁ.lia Melanconiaceae, género Colletotrichum,

Cuando se hicieron los cultivos monospéricos del organismo aisla
do en Papa-Dextrosa-Agar, dié origen'a dos tipos culturales diferentes
que se los denomind "A" y "B", Las caracterfsticas del tipo "A" fueron
las siguientes: Crecimiento miceliar aéreo, color gris, substrato en=-
negrecido y moderada esporulacién, El tipo "B" presentd un crecimiento
escaso, micelio hialino fino, con pequefias masas conidiales en forma de
gotas de color ocre, desarrolléndose en 4reas concéntricas sobre el sus
trato, Posteriormente al efectuar cultivos del tipo "A" dié origen a
formas mutantes con lo que se demostré§ la gran variabilidad del C.

loeosporioides, que fué objeto de un estudio especial (23).

Todas las inoculaciones artificiales para lss pruebas de patogeni-
cidad y para los ensayos de control, fueron hechas con cultivos del ais-
lamiento original tipo "A", por conocer su tendencia a dar origen a for
mas mutantes de alta patogenicidad (23),

Se hizo un pequefio ensayo de la influencia de la temperatura en la
esporulacién del C. gloeosporioides y para el efecto se incubaron cul-
tivos de este hongo a tres temperaturas diferentes: 23-25°C (Temperatura
ambiente), 28°C (Estufa) y 5°C (Refrigerador).

Los resultados de este ensayo se presentan en la Tabla que sigue:
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Tabla 3, Efecto de la temperatura en la germinacién de las es-
poras del C, gloeosporioides

Tempera Horas Total es- Esporas  Porcentaje de

turas poras con germina- germinacién
tadas das
23 6 29 212 9.8
25°C 10 296 293 98,9
6 300 240 80
28°C
10 138 115 8.3
6 269 0 0
5°C
10 320 0 _ 0

Como se puede ver en la Tabla anterior, la temperaturé. ambiente
(23-25°C) fué la mejor para la germinacién de las esporas del hongo
siendo la de 5°C un factor inhibitorio de la misma,

Continuando el estudio de las caracterfsticas culturales del C,
gloeosporioides se observé que el mejor medio lfquido de cultivo fué
el jugo de naranjas (4:1) el cual permitié un abundante crecimiento mi
celiar y apreciable esporulacidédn en muy poco tiempo, siendo superior
a todos los demds medios ensayados,

Para averiguar el comportamiento del hongo en estudio en medios s
lidos se hizo un experimento preliminar para lo cual se probd el Agar-
Agua y el Agar-Papa y se tomaron medidas del crechrﬁ.mto radial del hon
go. Se pudo apreciar que fué mfs Gtil para ’la nutricién del organismo

del hongo la adicién de papa al Agar. En la Figura 14, se presenta
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gré&ficanente la rata de crecimiento expresada en mm, durante 144 horas
de observacién,

Se investigd el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre el
desarrollo del C, gloeosporioides. Ensayando 5 hidratos de carbono en
medios sélidos, se tomS medidas del crecimiento radial cada 24 horas,
Los resultados obtenidos (Figura 15) indican que la Dextrosa fué la
mejor fuente de carbono para el desarrollo del hongo, siguiéndole en
orden decreciente la Maltosa, Sucrosa, Sorbitol y Lactosa advirtién-
dose que no hubo mucha variabilidad entre los tratamientos, Comparan
do estos datos con los representados en la Figura 14 se observa que
los hidratos de carbono son necesarios para el desarrollo Sptimo del
hongp ,

Con el objeto de conocer el efecto de la reaccién del medio sobre
el C. gloeosporioides se ensayaron diferentes corcentraciones de iones
hidrégeno, usando como medio Papa-Dextrosa=Agar,

En la Figura 16, se representan los promedios de 3 cultivos medidos
en milimetrps, después de 120 horas de incubacién a la temperatura del
laboratorio,

Los pH iniciales 6 y 7 fueron los mis favorables para su creci-
miento, La m4xima capacidad de crecimiento del C. gloeosporioides
estuvo entre las 72 y 96 horas de incubacién a la temperatura ambiente,

segfin se observa en la Tabla 4,
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Tabla 4, Crecimiento radial expresado en mm, del Colletotrichum
gloeosporioides en PDA con diferentes pH (Promedio de
3 repeticiones),

Horas pH
3 4 5 6 7 8

2 7,00 10,00 9.33 9,66 11.66  7.00
48 19.33 21,66 21,33 21.00 18,33 16,00
72 28,66 34,00 33,00 33,33 30.66 26,33
96 47,00 51,33 53.66 53,66 52,66 50,66
120 53.33 54,00 56,33 58,66 57.66 52,66

Utilizando vitaminas en un medio basal de Dextrosa-Caseina hidro-

lizada se hizo un ensayo para determinar si el C. gloeosporioides era

" deficiente en alguna de ellas,

En 1a Figura 17 se representa el crecimiento del hongo después
de 15 dfas de incubacién a la temperatura ambiente del laboratorio, en
los distintos tratamientos, representando cada valor el promedio de %
repeticiones expresados en mg. de micelio seco.

El mayor crecimiento se obtuvo en el medio con Tifamina siguién-
dole en orden descendente el Inositol, Acido Ascérbico, Testigo y
Riboflavina,

Durante toﬁo el estudio que se hizo del agente infeccioso no se
pudo observar su estado perfecto (Glomerella cingulata (Ston,) Spaul.
et Schr).

Patogenicidad del organismo aislado
Pocos dfas después de inoculadas las plantitas con C, gloeosporioides
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se hicieron visibles los sfntomas de 18 Antracnosis en las hojas,
Las caracterfsticas fueron las mismas anctadas en el capftulo "Sinto
mas de la Enfermedad", El estado "bare-tip" se presentd a los 4 me-
ses de edad y se pudo observar a los 90 dfas, plantas con "die-back',
Las lesiones en las hojas jévenes fueron visibles en menos tiempo que
en las hojas maduras y viejas.

Doce dfas después de la inoculacién artificial se contaron 342
hojas de las cuales 216 presentaron lesiones del C. gloeosporioides
que corresponde a un porcentaje de infeccién del 63,1 %,

También se tom§ un fndice de infeccidn natural de la enfermedad
después de 2 meses de sembrados los semilleros y de 357 plantas con-
tadas 303 presentaron lesiones de "Antracnosis foliar", correspondien
do a un porcentaje de infeccién del 84.8 %,

Efecto de los fungicidas y de las cubiertas protectoras en el conmtrol
de la "Antracnosis foliar!

Los resultados obtenidos del experimerto en que se ensayaron fun
gicidas y cublertas simulténeamente se presentan en las Tablas 5 y 6,
en forma de promedios de los Indices de Infeccién calculados,

Tabla 5, Promedios de los Indices de Infeccién del experimento
Cubiertas-fungicidas, (Observaciones tomadas en hojas

j6venes),
Tratamientos Promedios

Fungicidas:

Caldo Bordelés (4=i4=50) 32,14
Fermate (0,7%) 17,09
Dithane (0,7%) 25.79
Testigo 23,08
Cubiertas:

Dfa y Noche (DN) 8.42
Dfa (D) 8,64
Noche (N) 30,31

Descubierto (0) 35,72




Tabla 6, Promedios de los Indices de Infeccién del experimento
Cubiertas-fungicidas., (Observaciones tomadas en hojas
naduras),

Tratamientos Promedios

Fungicidas:

Caldo Bordelés (L=4=50)
Fermate (0.7%)

Dithane (0,7%)

Testigo

Cubiertas:

Dfa y Noche (DN)

Dfa (D)

Noche (N)

Descubierto (0)

SFew FEFwsve
NEBY 8RS

o o

Segtin se observa en la Tabla 5, los promedios de infeccién en ho
jas jévenes para el Caldo Bordelés y el Dithane fueron m4s altos que
el testigo, poseyendo s8lo el Fermate el promedio mds bajo, dentro de
los fungicidas, Estos resultados no son muy légicos ya que la aplica-
cién de algunos fungicidas aumenté la infeccién., Por este motivo se
efectu$ una lectura en hojas maduras obteniéndose los datos anotados
en la Tabla 6, que colocan a los tratamientos en una posicién mis ra-
zonable, En este caso el Fermate fué siempre el m4s efectivo,siguifn
dole en su orden el Caldo Bordelés » €l Dithane yel testigo, que tuvo
el promedio de infecciédn més alto,

Se efectuaron los anélisis de variacién respectivos, tanto para
las observaciones en hojas jévenes (Tabla 7) como para las observa-
ciones en hojas maduras (Tabla 8) y segfn ellos el conjunto de tra-
tamientos de fungicidas fué estadfsticamente significativo al 5%,

en ambos €asos,



Con respecto a los tratamientos de cubiertas, el promedio de in=-
feccién mds bajo lo obtuvieron las parcelas con cubierta durante el
Dfa y la Noche constantemente (DN), siguiéndole en su orden, las par-
celas con cubiertas durante el Dfa (D), parcelas cubiertas en la Noche
(N) y el testigo (0) que consistié en dejar al descubierto dfa y noche
las plantas,

En las Tablas 5 y 6 estén anotados estos promedios, presentando
los tratamientos de cubiertas resultades muy semejantes tanto en ho=-
jas jévenes como en hojas maduras,

Los anflisis de variacién (Tabla 7 y 8) indican que los tratamien_
tos de cubiertas fueron estadfsticamerte significativos al 1¥ para am-
bos casos,

Tabla 7. An4lisis de variacién para las observaciones tomadas
en el experimento cubiertas fungicidas., (Hojas jévenes)

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F
Variacién libertad cuadrados medios
Unidades 19 02,63
Repeticiones L 2291,86
Trat, Cubiertas 3 8380,98 2793.66 10,00 ¥
Error (a) b 335079 279.31
Subunidades 60 15303,04
Trat, Fungicidas 3 239,01 779,67 333 %
Cubiertas x Fun- ’

gicidas 9 1728.23 192,02
Error (b) L8 11237.80 BL.12
Total 79 29329,67

& Significativo al 5%
&% Significativo al 1%



Tabla 8, An4lisis de variacién para las observaciones tomadas
en el experimert o cubiertas-fungicidas (Hojas maduras).

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F
variacidn libertad cuadrados medios
Unidades 9 2533.43
Repeticiones L 111,46
Tratamientos
Cubiertas 3 1951.1% 650,38 16,58 XX
Error (a) 12 470,83 39.23
Subunidades 60 1071.14
Tratamientos ' )
Fungicidas 3 179,10 59,70 3,86 X
Cubiertas x Fun ,

gicidas 9 149.52 16,61

Total 79 360L.57

& Significativo al 5%
¥ Significativo al 1%

En la Figura 18, se observa claramente el efecto de las cubiertas
sobre las plentas y se nota que el tratamiento que consistié en cubrir
las parcelas Dfa y Noche constantemente (DN) dié como resultado que
las plantas crecieran vigorosas y libres de infeccién que contrasta
notablemente con las parcelas que permanecieron descubiertas constan-
temente (0), en las cuales las plantas crecieron raqufticas, con muy
pocas hojas y estén severamente atacadas por el C. gloeosporioides,

Con los promedios de la Tabla 6, se calcularon los siguientes

1fmites de confianza:
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Tabla 9, Lfmites de confianza al 5% para los promedios de la

Tabla 6.
Tratamientos Lfmite Lifmite
: inferior superior

Fungicidas: . :
Caldo Bordelés (L~4=50) 7.68 11,18
Fermate (0.7%) 6,72 10,12
Dithane (0.7%) 9.73 13,23
Testigo : 10.18 13,68
Cubiertas: . .
Dfa y Noche (DN) 0,55 6,65
Dfa (D) 5¢54 no&l»
Noche (N) 8011-2 uF. 52
Descubierto (0) 14,22 20,32

En.la.s Figuras 19 y 20, esté4n representados grificamente estos
1fmites,

Con el objeto de dilucidar la accién de los fungicidas en el con
trol de la "Antracnosis foliar" se efectu$ un nuevo ensayo en el que
se prob§ la accién de los fungicidas antes mencionados haciendo inter
venir, esta vez, un adherente (PEPS).,

Los resultados de este experimento se dan a cort inuacién:

Tabla 10, Promedios de los Indices de Infeccién del experimento

fungicidas y adherentes, (Observaciones en hojas de
edad intermedia).

— — —  ——— ————— —— ————— — ————————— — ————

Tratamientos Promedios
Caldo Bordélés (L~4~50) 13,72
Fermate (0,5%) 11,85
Dithane (0,5%) 12,49
Testigo 22,45
C. Bordelés + Adherente 12,98
Fermate + Adherente 13.44
Dithane + Adherente 11.88
Testiéo + Adhgrente 18,30
5% = Lol7

D.M.S. 39 = 5.99
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Segfin estos promedios en general, se observa que tods los fungi
cidas actmn@o %0 los o con adherente, disminuyeron significativamente
la infeccién,

El Fermate, y el Dithane con adherente tuvieron diferencias mfni
mas significativas al 1%, ocupando el 1° y 2° lugar en efectividad,
respectivamente,

Al efectuar el anflisis de variacién correspondiente (Tabla 11)
los tratamientos de fungicidas fueron estadisticamente significatiwos
al nivel del 1%,

Tabla 11, Anflisis de variacién para las observaciones tomadas

en el experimento fungicidas-adherente, (Hojas de
edad intermedia),

Fuente de Grados de Sum de Cuadrados F
variacién libertad cuadrados medios
Repeticiones 5 119,13 ~
Tratamientos 7. 596,41 85,20 5.83**
Error 35 511,55 14,61

Total L7 1227.09

idr Significativo al 1%

Con los promedios de la Tabla 10 se calcularon los siguientes
1fmites de confianza:
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Tabla 12, Lfmites de confianza al 5% para los promedios de la

Tabla 10, .
Limite Limite
Tratamientos inferior superior
Caldo Bordélés (4-4=50) 10,57 16,87
Fermate (0,5% 8,70 15,00
Dithane (0,5% 9.34 15,64
Testigo 19,30 25,60
C. Bordelés + Adherente 9.83 16,13
Fermate + Adherente 10,29 16,59
Dithane + Adherente 8,73 15,03
Testigo + Adherente 15,15 .45

En la Figura 21 se representan gr4ficamente estos 1lfmites,

Variacidén de los factores climfticos registrados

En el ensayo del control ffsico de la "Antracnosis foliar" por
medio de cubiertas protectoras se registraron los factores climfticos
bajo los dos tratamientos extremos es decir: Temperatura anbiente, hu
medad relativa, intensidad de luz solar y temperatura del suelo en las
parcelas cubiertas constantemente Dfa y loche (DN) ¥ en las parcelns descu

biertas durante el Dfa y la Noche (0), respectivamente,

En la Tabla 13, se resumen los valores promedios de 54 dfas de

observacién,
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Tabla 13, Valores promedios de los factores climiticos de 54
dfas de observacién,

Factores Cuhierto todo Descubierto todo
clim4ticos el Dfa (DN) el dfa (Q)

Terperatura am-
biente (Grados

centfgrados) 25,8 25,7
Humedad rela- ’ .
tiva (%) 8042 80.5
Intensidad de .

luz solar (Foot ‘

candles ) 703.70 2814.00

Temperatura del
suelo (Grados
centfgrados ) 25.3 27.2

Con excepcién de la intensidad de luz solar, las variaciones de
los demis factores climfticos fueron poco notables entre uno y otro
tratamiento,

Efecto de 1a aplicacién de nitrégeno en las plantas y comportamiento

de las selecciones clonales de cacao ante la incidencia de la "Antracnosis
foliar! :

En el ensayo simlténeo que se hizo con niveles de nitrégeno y se-
lecciones clonaleé de cacao para estudiar su efecto ante el ataque de
la "Antracnosis foliar" se estimé la Incidencia de esta enfermedad en
105_3 distintos tratamientos cuyos promedios se presentan en la Tabla
1,
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Tabla 14, Promedios de los Indices de Infeccién del experimento
niveles de nitrégeno y selecciones clonales., (obser=
vaciones en hojas de edad intermedia),

Tratamientos Promedios

Niveles de.Nitrégeno: .
N1 (0 /grs. N/1t.) 21,09

N2 (0,207/grs,N/1t,) 19.15
N3 (O.414/grs.N/1t,) 16,97
N4 (0,619/grs.N/1t.) 14,79
Selecciones clonales: .

UFCo, 677 : 12,16
UFCo, 221 16,62
UFCo, 667 18.06
UFCo. 613 18,69
UFCo., 650 19,90
Testigo (cacao corriente) 22,57

Séglin la Tabla anterior se nota una tendencia a disminuir la in
feccibn oonforme se aumentd lo cantidad de nitrégeno aplicado,

De todas las selecciones clonales de cacao, el clon UFCo, 677 se
msfré m4s resistente a la infeccién seguido pér el clon UFCo, 221,

En el anflisis de variacién efectuado, los tratamientos de nive
les de nitrégeno no fueron estadfsticamente significativos, En came
bio las selecciones ¢lonales si tuyieron significancia estadfstica
al 5% (Tabla 15),
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Tabla 15, An4&lisis de variacién para las observaciones tomadas
en el experimento niveles de nitrégeno-selecciones

clonales,

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F
variacién libertad  cuadrados medios
Unidades 15 1388,72
Repeticiones 3 393,30
Niveles de " ’
nitrGgeno 3 53325 177.75 3'0‘?6
Error (a) 9 462,17 51.35
Subunidades 80 641546
Selecciones clo ' ) ok
nales 5 976,80 195.36 2,63
Clones x Nitré )

geno 15 977:68 65:17 0.87
Error (b) 60 44,60,98 7435
Total 95 7804,18

% Significativo al 5%

Con los promedios de la Tabla 14 se calcularon los lfmites de con
fianza que siguen:
Tabla 16, Lfmites de confianza al 5% para los promedios de la

Tabla 14,

Tratamientos Lfmite Limite
inferior superior

Niveles de nitrégeno: - -
N1 17479 2439
N2 15.85 22,45
N3 13,67 20427
N4 11.49 18,09
Selecciones clonales: '
UFCo. 677 786 16446
UFCo, 221 12432 20,92
UFCo, 667 13,76 22.36
UFCo, 613 14.39 22,99
UFCo, 650 15,60 244522
Cacao corriente (Testigo) 18,27 26,87



En las Figuras 22 y 23 se representan gréficamente estos lfmites,

El resultado de los an4lisis qufmicos para determinar la cantidad
de Nitrégeno total en las hojas de las plantas del ensayo de fertiliza
cién se presenta a continuacién:

Tabla 17, Nitrégeno total en hojas de cacao, expresado en porcen
taje de peso seco,

Tratamientos % de N total
Hojas antes del experimento 1,350
Nivel N1 (O grs, de N por 1t,) 1,358
Nivel N2 (0,207 grs, de N por 1t,) 1,434
Nivel N3 (0,414 grs. de N por 1lt,) 1,613
Nivel N4 (0,619 grs. de N por 1t,) 1,704

Segfln se observa en la Tabla anterior la cantidad de nitrégeno
total en las hojas no es elevado y sus porcentajes no pueden conside-~
rarse como representativos de los extremos deseados: cantidad de ni-
trégeno normal e insuficiencia del rmismo elemento,

Sin embargo se observa una ligera diferencia entre los tratamien
tos que comparados con los resultados de la Tabla 14 presentan una relg
cién inversa entx"e el contenido de nitrégeno total y la incidencia

do la enfermedad,
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz., agente causal de

la "Antracnosis foliar" en los semilleros de cacao, es una especie
mﬁy variable,

Bajo cordiciones de laboratorio se obtuvieron dos tipos cultura-
les diferent;s. Uno de ellos, denominado tivo "A", dié origen a for
mas mutantes de alta patogenicidad (23)., Se eligié el tipo "A", con
sus variaciones, para usarse en todos los ensayos de este estudio, pues
se dedujo que 8ste llevarfa en si la tendencia de dar origen a mutacig
nes y se tendrfa, de esta manera, la seguridad de trabajar con el con-
Jjunto de genes portadores de caraetarfsticas de alta virulencia,’

Serfa interesante realizar mis estudios sobre estag formas mutan
tes para sefialar si ocurren en la naturaleza y si son resporsables de
sintomas diversos de la enfermedad,

Durante todo el estudio realizado con este organismo no se pudo
obtener su forma perfecta (Glpmerella cingulata (Stbn.) Spaul, et
Schr.), Cabe la posibilidad de que exista un huésped especffico que
sirva de intermediario entre la forma conidial y ascégena o que la im-
p'sibilidad de observar la forma perfecta se deba & ciertos factores de
temperatura, humedad o cualidades especiales del medio de cultivo,

La temperatura dptima para la esporulacién del C. gloeosporioides
parece que se encuentra entre 23 y 25°C,, indicéndose que éstas fueron‘
las temperaturas medias ambientales prevalentes en la &poca del ensay.o.'
A temperaturas de 5°C, se detuvo la germinacién de las esporas, Estos
datos est4n den‘tz.'o de los 1fmites quc indica Leibovit (15) y

Togashi (29) para el mismo organismo,
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El jugo de naranjas (4:1) resulté excelente medio para el desarro
1lo y esporulacién del hongo quedando por sefialar qué factor o factores,
presentes en €1 fueron responsables de este abundante crecimiento,

El C. glososporioides no mostré mucha especificidad por las dife
rentes fuentes de carbono usadas, pero si se observé que creci§ mejor
en medios con azdcares que en medios sin estas substancias., I1a Dex=-
trosa permitié el mejor desarrollo entre todos los 5 hidratos de car-
bono ensayados. Se puede decir que el hongo necesita entre otros ele-
mentos, la presencia de alguna fuente de carbonq para su metabolismo y
que para este fin, aprovecha mejor la Dextrosa,

El pH tuvo muy poca influencia en el crecimiento del patégeno,
S8lo se registraron ligeras variaciones cuando el pH fluctud entre 6
¥y 7.

Es posible que la imnortancia principal de la concentracién de
iones hidré:eno esté en Intima relacién con la capacidad de utilizacién
o de sintesis de las vitaminas, lo que podria eonstatarse en futuros estudioe

Fut®evidente que el C, gloeosporioides deficiente en Tifamina y

que también tiene una pequefia capacidad para sintetizar las vitaminas
en los medios de cultivo libre de ellas, pero no en suficientes canti-
dades para su normal desarrollo,

Se 1legb a esta conclusién porque la Tiamina mostré ser la vitami
na m4s 6til en el desarrollo del hongo y porque en el medio basal libre
de ellas tanbi én hubo un ligero desarrollo rmiceliar, Ademds hubo mayor '
crecimiento en medio Agar Papa, superior al observado en Agar Agua,

Esto viene a ratificar la deficiencia del hongo en Tiamina, puesto que
la papa usada tenfa de 75 a 95 microgramos de Tiamina por cadz 100 gra-

mos de vama (7).



Por sus caracterfsticas de crecimiento en medios vitaminizados se

puede ubicar al C, gloeosporioides dentro de la segunda categoria en

1la escala que existe para clasificar las necesidades vitaminicas de
los hongos y sus habilidades para sintetizarlas, A esta categorfa per
tenecen aquellos hongos que pueden hacer cierto desarrollo sin la adi-
cién de vitaminas en el medio de cultivo (7).

Realizando estudios m4s completos sobre las necesidades nutriti-
vas del C. gloeosporioides se llegaria a determinar cuéles son los
requerimientos en cuanto a componentes de la molécula de Tiamina se
refiere, sus capacidades de sintetizarlas y si la pre;encia de una de
ellas es esencial para que el hongo sintetice la otra,

La patogenicidad del C, gloeosporioides fué bastante alta, obser-
véndose vorcentajes del 84,8% en condiciones naturales de infeccidn,

| Las hojas jévenes fueron las méds susceptibles al ataque del hongo
pero se consiguié también infectar artificialmente las hojas maduras y
vicjas,

La suspensién acuosa de esporas, con una concentracién de 3 a 4
millones de esvoras por e’ » atomizadas en horas de buena luminosidad
sobre el haz de las hojas, fué el método de inoculacién artificial
més efectivo,

Los métodos para combatir la "Antracnosis foliar'" de los semille-
ros de cacao fueron en general efectivos, especialmente cuando se usa-
ron cubiertas protectoras sobre las planti tas,

Los experimentos llevados a cabo con fungicidas, indicaron que el
Fermate al 0,5% y el Dithane a la misma concentracién con la adicién

del adherente PEPS (1 pinta por 100 galones de agwa) dieron los resultados
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nds satisfactorics, ‘

En concentraciones més altas (0,7%) el Fermate siguid siendo efec
tivo no presenténdose casos de toxicidad en las hojas, Cuando se usé
con adherente no dié mﬁy buenos resultados,

Con el Dithane ocurrié lo contrario, pues cuando se usé en con-
centracién del 0,7% fué el menos efectivo, mejorando notablemente
cuando se usé al 0,5% y mucho mds adn cuando se le adiciond el adhe-
rente PEPS,

El Caldo Bordelés fué muy téxico sobre hojas tiernas y el menos
efectivo de todos los fungicidas,

Al usarlo con adherente aurent$ un poco su poder de efectividad,

Como estos mteriales fueron aplicados sobre las hojas en forma dev
soluciones acuosas parece que su efectivided residié en la destruccién
del organismo infeccioso y como materiales protectivos de las partes
aéreas de las plantas tratadas,

En los ensayos realizados con cubiertas protectoras de las plan-
taes de semillerose obtuvieron resultados muy halagadores, particular-
mente cuando se usé la cubierta 24 horas al dfa sin interrupcién,

Es%e tratemiento fué estadfsticamente significativo al nivel del 1%,
Parece que el fnico factor ambiental que se modificé notablemente,
fué la luz debido a que la cubierta la intercept$, permitiendo pasar
solo un 25% desu intensidad, La humedad relativa, temperatura ambien
te, precipitacién y temperatura del suelo no sufrieron variaciones de
consideracién.,

Cuando las plantas se dejaron a la accién directa de la luz, atn

cuando se cubrieron por la noche hubo siempre un alto porcentaje de



infeccién,

Con un 25% de luz(cubierta tod el dfa)no sélo se consiguié contro
lar la enferme&ad sino que se aumentd el vigor de las plantas y su as-~
pecto general fué muy bueno,

Se piensa que la luz intensa permitié que los estormas estuvieran
en su mixima apertura pemmitiendo de esta manera la penetracién del C.
gloeosporioides, ya que se conoce que este organismo osupa esta via
para penetrar en los tejidos internos de las hojas (15). Ademds es
posible que la acumulacién de azdcares en las hojas expuestas al sol,
éor aceleracién de la fotosintesis (1), permitié que el organismo en
contrara mejores condiciones nutritivas para establecerse, siendo es-
te el motivo porque la infeccidén fué mds severa en las plantas ex-
vuestas a la intemperie,

También se vuede pensar gue la mayor concentracién de nitrégeno to-

tal en las hojas en las plantas cubiertas, tuvo cierta influencia al
reducir el porcentsje de infeccién,

En los trabajos realizados por Fennah (6) se encontré que las
hojas de las plantas cultivadas con un 25% de luz tenfan un porcentaje
mis elevado de nitrégeno total por peso seco, cue las cultivadas a plena
luz, .

Aungue estadf{sticamente no fueron significativos los tratamientos
del ensayo cue se hizo con diferentes niveles de nitrégeno, se pudo
observar sin embargo gue hubo cierta tendencia a disminuir la infec-
c¢idén cuando se aumenté el contenido de nitrégeno total en las hojas,

Es posible que exista una influencia de este elemento equilibrado con

la presencia de otros (Potasio , fésforo y microelemeritos) para
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provocar una condicién de resistencia en la planta (8). Talvez no
fué estadisticamente significativo el tratamiento de fertilizacién
por el reducido ndmero de repeticiones hechas.

En el ensayo cue se hizo con plantas de semillas de varias se-
lecciones clonales de cacao para averiguar su resistencia al ataque
de la "Antracnosis foliar", se encontré que el clon UFCo, 677 parece
que tiene caracteristicas de resistencia a la enfermedad.

Estadfsticarente fueron significativas, al nivel del 5% las
selecciones clonales en la reduccidn del porcentaje de infeccién,
pero solo el Clon UFCo. 677 tuvo diferencias minimas significativas
con respecto al testigo cue en este caso fucron plantas de semillas
de cacao corriente tipo Forastero Trinitario morado, el cual se
comport$ como muy susceptible al atacue del C. gloeosporioides.

El clon UFCo. 221 ocupd el segundo lugar en resistencia a la
"Antracnosis foliar", nero sus diferencias con el testigo no fueron
estadfsticamente significativas.

Es evidente que el método mis efectivo de control de la Antrac-
nosis fue el tratamiento de cubierta dfa y noche, superior a todos
los métodos de control ensayados. El uso del clon UFCo, 677, para
fines de resistencia al ataque de la enfermedad, sélo se justificarfa
haciendo una evaluacidn econémica de este clon para saber si es acon-
sejable su eleccién.

Serfa interesante también estudiar el poder residual del Fermate
y del Dithane con adherente para sefialar sus perfodos de aplicacién,

Con respecto a la fertilizacién de las plantas para elevar su

resistencia al ataque de la "Antracnosis foliar" es conveniente realizar



experimentos mas minuciosos sobre este aspecto y averiguar si intervie-

nen otros elenentos en este fendmeno,
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RESUMEN

El hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz, fué el agente

causal de la "Antracnosis foliar" de los semilleros de cacao,
No se pudo observar su forma perfecta (Glomerella cingulata
(Ston.) Spaul, et Schr.,). Su estado conidial dié orfgen a va-
rias formas mutantes que derpstraron ser natégenas.

Se- observé cue el C. gloeosporioides necesita la Tiamina para
su normal desarrollo. Los medios hidrocarbonados le son nece-
sarios para su metabolisrmo y la Dextrosa fué lz fuente de car-
bono elegida por el hongo. La concentracién de iones hidrégeno
en los medios de cultivo no hicieron variar notablemente el
crecimiento del organismo, La temperatura éptime nara la ger-
minacién de las esporas del C. gloeosporioides estuvo entre

23 y 25°C,

Los resultados exmerimentales sobre el control qufmico de la
"Antracnosis foliar" indican cue el Fermate (0,5%) y el Dithane
(0,5%) con adherente (PEPS) fueron los fungicidas mis efectivos,
El control de la enfermedad obtenido con cubiertas protectoras
permanentes (dfa y noche) fué suverior al'de los fungicidas.
Las cubiertas permitieron el paso del 25% de lo irradiacién de
la luz soler.

La adicién de nitrégeno parece que permitié aumentar la resis-
tencia de las plantas al ataque de la Antracnosis, aunque los

/ . . e ps .
resultados no fuecron estadisticamente significativos,
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6. El clon UFCo. 677 mostré caracterfsticas de resistencia a la

infeccién.
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SUMMARY

The fungus Colletotrichum gloeosporioides Penz. was the causal

agent of "Leaf anthracnose" in cacao seedlings. It was not

possible to see itsperfect stage (Glonmerella cingulata (Ston.)

Spaul, et Schr.). The conidiel stage of the fungus gave origin

to several mutant forms that showed to be pathogenic,

It was noticed that Thiamin is needed by C. gloeosporioides

for its normal develorment, Media containing hydrocarbons are
necessary for its metabolism and Dextrose was the carbon source
choosed by the fungus. Hydrogen ion concentration in the media
did not make the growth of the pathogen vary considerably.

The optimun termerature for spore germination of C, gloeosporioides

was between 23 and 25°C.

Experimental results on the chemical control of leaf anthracnose
indicate that Fermate (0.5%) and Dithane (0,5%) with the sticker’
(PEPS) were the most effective fungicides.

The control of the disease obtained with permanent protective
covers (night ~and day) was superior to that of the fungicides.,

The covers allowed 25% of the sunlight to go thru,

Nitrogen additions apparently increased the resistance of the

plants to the disease, although the results were not statistical-

ly significant,

Clon UFCo, 677 showed characteristics of resistance to the

infection of the disease,
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