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RESUMEN

El cacao es un fruto de gran importancia econdmica alrededor del mundo, sin
embargo, su cultivo requiere condiciones especificas del ambiente como clima célido,
alta humedad en el ambiente, exposicién media a la luz solar, ademas, necesita alto
contenido en nutrientes del suelo. Estas condiciones favorecen el crecimiento de
microorganismos patdgenos que dafan la integridad de los frutos e incluso pueden
afectar al arbol en general. El hongo Moniliophthora roreri es el patégeno causante de
moniliasis, la cual, es una de las principales enfermedades del cacao que afecta la
productividad mundial. Los agentes de control biolégico son una alternativa para
combatir diferentes patdégenos en los frutos de cacao, estos controles poseen
diferentes mecanismos de accion para logar el manejo de los efectos perjudiciales.
No obstante, los agentes de control biol6gico son afectados por diferentes factores
como concentracion, medio de aplicacibn o factores genéticos. Por lo tanto, la
utilizacién de un recubrimiento a base de alginato como medio de contencion del
agente de control minimiza la influencia de los factores que alteran su efectividad. El
efecto antagénico se presenta como la inhibiciéon de crecimiento del micelio del hongo
patdgeno, detener este crecimiento implica evitar el desarrollo de la moniliasis en el
fruto y, por consiguiente, afectar las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos. Estas
caracteristicas o atributos se relacionan con la calidad del fruto y son susceptibles a
cambios. Ademas, son los principales indicadores de la maduracion del cacao y
permiten comenzar con el proceso de cosecha, sin embargo, estas caracteristicas
dependen de factores propios de la especie y aspectos ambientales. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion es determinar el control de un recubrimiento con un
agente de control biolégico que minimice el desarrollo de moniliasis en frutos de cacao

y permita conservar las caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes partes del fruto.

Palabras clave: Moniliophthora roreri, Trichoderma harzianum, control bioldgico,

técnicas precosecha, caracteristicas fisicoquimicas.
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ABSTRACT

Cocoais a fruit of great economic importance around the world, however, its cultivation
requires specific environmental conditions such as warm climate, high humidity in the
environment, medium exposure to sunlight; in addition, it needs a high nutrient content
of the soil. These conditions favor the growth of pathogenic microorganisms that
damage the integrity of the fruits and can even affect the tree in general. The fungus
Moniliophthora roreri is the pathogen that causes moniliasis, one of the main cocoa
diseases that affects global productivity. Biological control agents are an alternative to
combat different pathogens in cocoa fruits; these controls have different mechanisms
of action to manage harmful effects. However, biological control agents are affected
by different factors such as concentration, application medium or genetic factors.
Therefore, using of an alginate-based coating to contain the control agent minimizes
the influence of factors that alter its effectiveness. The antagonistic effect occurs as
the inhibition of growth of the mycelium of the pathogenic fungus. Stopping this growth
implies preventing the development of moniliasis in the fruit and, consequently,
affecting the physicochemical characteristics of the fruits. These characteristics or
attributes are related to the quality of the fruit and are susceptible to change. In
addition, they are the main indicators of cocoa ripening and allow the harvest process
to begin; however, these characteristics depend on factors specific to the species and
environmental aspects. Therefore, this research aims to determine the control of a
coating with a biological control agent that minimizes the development of moniliasis in
cocoa fruits and allows the physicochemical characteristics of the different parts of the

fruit to be preserved.

Keywords: Moniliophthora roreri, Trichoderma harzianum, biological control,

preharvest techniques, physicochemical characteristics.



1. INTRODUCCION

Los microorganismos patdgenos en plantas desarrollan resistencia a compuestos
quimicos empleados para su control, por lo tanto, es necesario cambiar o0 aumentar
la dosis de uso generando dependencia a este tipo de compuestos. Segun la OMS,
un millén de casos de intoxicacion y 200 000 muertes de trabajadores agricolas se
producen a causa de estos productos quimicos, sin mencionar, la posible relacion
con enfermedades como hepatitis, malformaciones genéticas, dafio en 6rganos y

cancer (Guzman-Plazola et al., 2016).

En la actualidad, los consumidores buscan productos agricolas cultivados libre de
quimicos; En particular, el cacao es un cultivo afectado por hongos con dafios sobre
la mazorca de forma interna y externa, como consecuencia, se estiman pérdidas del
10 % de la produccién mundial, lo que implica, un dafio econémico importante para
el productor (Ramirez Gil, 2016). Las pérdidas econdémicas por hongos en el 2018
en México, se estimaron en 24, 888, 090 USD por lo que es necesario controlar la

aparicién de hongos para evitar estas afectaciones (CEDRSSA, 2020).

La produccion en el pais decrecid un 30% en los ultimos afios. Una de las principales
causas de la disminucién en la produccién se debe al deterioro temprano en la
mazorca. Esta situacion es provocada por el hongo Moniliophthora roreri que genera

la enfermedad de moniliasis o podredumbre helada (Hipdlito-Romero et al., 2017).

Este hongo causa modificaciones en la pulpa de la mazorca de cacao. Algunas
modificaciones frecuentes son aumento de peso, cambio de color y alteraciones en
el aroma, estos cambios provocan la perdida completa de la mazorca de cacao.
Ademas, la esporulacion del hongo es un factor determinante en la infeccion de
otras mazorcas del mismo arbol o de arboles contiguos (Solis et al., 2016). El control
en etapas tempranas de la enfermedad es necesario para evitar pérdidas biol6gicas

y econdémicas para el productor.

Como respuesta es necesario buscar la forma de contrarrestar el crecimiento de los
hongos en la mazorca de cacao sin el uso de agroquimicos. Una alternativa, es el
uso de agentes de control biolégico que compitan en el desarrollo del

microorganismo dafino sin alterar las caracteristicas del cultivo. ElI hongo
1



Trichoderma harzianum ha probado su efectividad en condiciones controladas de

hasta 75 % de inhibicion en Moniliophthora roreri (Tirado-Gallego et al., 2016).

Ademas, el uso de recubrimientos comestibles a base de carbohidratos,
especialmente gomas, son de gran importancia en la industria para alargar la vida
de anaquel, incluso, son empleados para esparcir agentes de control bildgico con el
propésito de mitigar los efectos de un microorganismo dafino (Solano-Doblado et
al., 2018).

El objetivo del trabajo es determinar el control de un recubrimiento comestible con
agente de control biolégico sobre el desarrollo de moniliasis en mazorcas de cacao,
sin alterar las caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes partes del fruto. Por lo
tanto, es necesario plantear la interrogante sobre la relacion en el desarrollo micelial

del patdgeno por parte del antagénico.

El tratamiento precosecha de las mazorcas de cacao consiste en la aplicacion de
un recubrimiento comestible a base de alginato de sodio, este recubrimiento
contendrda 1x10% conidios/mL de Trichoderma harzianum para actuar
antagonicamente sobre Moniliophthora roreri. EI método de aplicacion sera
mediante rociador de precision en abanico de 2 m. de espaciado; la integridad del
recubrimiento se determinara en base con la resistencia a la degradacion por
factores ambientales como temperatura, humedad relativa, cantidad de

precipitacion y corriente de aire.

Se pretende que el recubrimiento presente resistencia a temperaturas por debajo
de los 45 °C, alta transferencia de antagonistas sobre la superficie de la mazorca
de cacao y efecto inhibidor del crecimiento del patégeno de moniliasis. Basado en
el control de la concentracién de conidios y la colonizacion por el patégeno. El uso
de los recubrimientos con agentes de control son una opcion en el manejo de
enfermedades y plagas en la agroindustria, debido a su bajo costo de adquisicion y
utilizacién lo que permite el uso de manera general y gradual para obtener los
beneficios sobre el rendimiento de las plantas y la disminucién de las pérdidas

econdémicas y de productos.



2. ANTECEDENTES
2.1. Generalidades del cacao

El cacao (Theobroma cacao ) es un arbol umbrdfilo, con gran importancia econdmica,
originario del centroy sur de Ameérica (Hipolito-Romero et al., 2017). Su domesticacion
data de épocas prehispanicas en México, sin embargo, un tipo de cacao crece de
forma silvestre en la region del Amazonas y otras partes del mundo con clima tropical
hamedo (Arévalo-Gardini et al., 2020; Cilas and Bastide, 2020). Las semillas de este
fruto tienen gran importancia comercial en el mundo debido a la demanda por la
industria alimenticia y cosmética (Dos Santos Silva et al., 2020). De las semillas de
cacao se obtiene el chocolate, el cual, es el producto mas relevante en el mundo

seguido de la manteca, el polvo y el licor de cacao (Vasquez et al., 2019).

2.1.1. Fisiologia del arbol de cacao

La especie de cacao pertenece a la familia de las Malvaceae, este arbol puede medir
hasta 20 metros de altura en estado silvestre, sin embargo, la altura en cultivo alcanza
los cuatro a ocho metros en promedio presentando la copa redondeada (Kongor et al.,
2016); los frutos brotan del tronco (esta caracteristica se conoce como sesilidad),
tienen una forma alargada de 12 a 30 cm de largo con 30 a 40 semillas en forma
ovalada contenidas en una pulpa mucilaginosa blanca (Figueroa-Hernandez et al.,
2019). En la Figura 1 se muestra la coloracion y morfologia de los tres tipos de cacao

criollo, forastero vy trinitario.

CRIOLLO  FORASTERO  TRINITARIO

Figura 1. Morfologia y coloracién de las variedades del fruto de cacao.

El cacao criollo se caracteriza por su bajo contenido en taninos, aroma fuerte, tamafio

del fruto mediano y semillas grandes. Es considerado el cacao de mas alta calidad,
3



cultivado ampliamente en México y Venezuela (Avendafio-Arrazate, 2018). Por su
parte, el cacao forastero se caracteriza por su coloracion verde claro y amarilla, las
semillas son pequefias y de color purpura. Aunque a menudo es catalogado como la
variedad de mas baja calidad, es el cacao mas empleado por la industrial debido a su
alta resistencia contra enfermedades por microorganismos (Castro-Alayo et al., 2019).
El cacao trinitario es considerado un hibrido entre las dos variedades antes
mencionadas, el cual contiene la resistencia y cuerpo del cacao forastero con el aroma

y sabor del cacao criollo (Cardenas et al., 2016).

Las flores del cacao son hermafroditas de color rosa y blanco en forma de estrella de
cinco pétalos debido a esta constitucion solo pueden ser polinizadas por insectos. La
floracién consta de aproximadamente 100,000 flores en dos periodos al afio, al inicio
de las temporadas de lluvia menor y mayor. Sin embargo, solo el 0.1% de estas flores
llega a consolidarse como un fruto (de Souza et al., 2018). Por ultimo, las hojas del
arbol de cacao son de un color verdoso de forma eliptico-ovales de hasta 30 cm de
longitud (Suarez Salazar et al., 2018). En la Figura 2 se ejemplifica la fisiologia de un

arbol de cacao de acuerdo a los frutos, las flores y las hojas.

Figura 2. Fisiologia del arbol de cacao de acuerdo los frutos, flores y forma de la copa.



2.1.2. Factores en el cultivo del arbol de cacao

Los factores precosecha para el cultivo de cacao se clasifican en dos grupos los
factores extrinsecos e intrinsecos. Dentro de los factores extrinsecos se pueden
encontrar los ambientales y los de cultivo. Los factores ambientales comprenden: la
temperatura, la humedad, la climatologia, el suelo y la irradiacion de luz (Samaniego
et al., 2020).

Los factores de cultivo se encuentran el tipo de patron en el plantio, la poda, el aclareo
y el control de plagas y enfermedades (Silva et al., 2019; Arévalo-Gardini et al., 2020).
En cambio, los factores intrinsecos precosecha son el tipo de variedad, edad de la
planta, tipo de fruto, y estado de maduracién en la recoleccién de fruto (Aguilar and
Guharay, 2013; Rojas et al., 2020).

Factores extrinsecos ambientales. Los suelos donde crece el cacao deben ser
profundos que permitan la penetracion de las raices hasta de 1.5 m de profundidad.
La composicién del suelo debe presentar arcilla en combinacion con arena o tierra
suelta para mejores resultados, el equilibrio entre el tipo de suelo permitird que el
agroecosistema retenga humedad y tenga el drenaje para evitar encharcamiento de
agua (Abdulai et al., 2020).

La calidad quimica del suelo se puede clasificar en tres: alta, media y baja, un suelo
apto para el cultivo del cacao tendra altos valores de Nitrégeno (N), Fosforo (P) y
Potasio (K), ademas, contara con la presencia de Calcio (Ca), azufre (S) y magnesio
(Mg) y oligoelementos como hierro (Fe) y cobre (Cu) que el cacao requiere en
cantidades menores (Hosseini Bai et al., 2017).

El tipo de relieve donde se cultive el cacao también influye en la composicion del suelo
entre un terreno llano o una ladera. De misma manera el flujo de viento es un factor a
considerar ya que si la corriente es fuerte sera necesario el uso de un rompe vientos
(Pérez and Contreras, 2017).

Los arboles de cacao son plantas adaptadas a ser cultivadas hasta los 900 msnm
(Africa), sin embargo, altitudes por debajo de los 500 msnm son las ideales para
plantaciones en centro y sur América (SAGARPA, 2017). La temperatura ideal para el

agroecosistema del cacao se encuentra entre los 22 y 28 °C, la oscilacion entre la
5



temperatura del dia y de la noche puede variar en 9 °C, hasta tener un minimo de 15

°C y un maximo de 38 °C (Aguilar and Guharay, 2013).

La cantidad de lluvia que recibe el agroecosistema determina la productividad del
arbol, es necesario una cantidad de agua entre 1200 a 3000 mm por afio, una cantidad
menor puede provocar que la planta se marchite, por ende, es necesario implementar
un sistema de riego (Schroth et al., 2016). Por lo tanto, la humedad relativa en el

ambiente debe ser alta de aproximadamente del 70% - 90% (Vasquez et al., 2019).

La cantidad de luz que recibe el agroecosistema dependera del tipo de arreglo, las
plantas de cacao requieren un 50% de la cantidad de luz generada del dia, un espacio
demasiado abierto altera la humedad del ambiente y demasiada sombra promueve la
aparicién de microrganismos patdgenos (Torres-De la Cruz et al., 2015).

Factores extrinsecos de cultivo. Las condiciones del agroecosistema influyen en la
relacion entre plantas ya que garantiza el crecimiento simbiético de las plantas, mejora
el deterioro del suelo e incluso mejora la calidad nutrimental de los frutos (L6pez-Cruz
et al., 2021). Las plantas que crecen en relacidén con el cacao son el platano o el coco
que funcionan como plantas “madre” ya que el cacao es umbrofilo y cuando esta en
crecimiento no es capaz de autogenerar la sombra necesaria. Otras plantas presentes
en el agroecosistema del cacao son las leguminosas que ayudan a fijar los nutrientes
al suelo (Armengot et al.,, 2020). En la Figura 3 se muestra el arreglo de un
agroecosistema para el crecimiento integro del cacao junto a plantas madre y plantas

fijadoras de nutrientes.



Figura 3. Disefio de un agroecosistema para el arbol de cacao con plantas madre y fijadoras de nutrientes.

Existen diferentes tipos de poda que se debe realizar para el debido funcionamiento
del agroecosistema del cacao. La poda de formacion consiste en la eliminacion de
ramas y hojas que no sean necesarias para el disefio del sistema (Gutiérrez-Garcia et
al., 2020).

La poda de mantenimiento sirve para determinar el tamafio del arbol, esto permite el
control de plagas y la accesibilidad para la cosecha. Por ultimo, la poda sanitaria, se

utiliza para eliminar las partes del arbol dafiadas o enfermas (Hoffmann et al., 2020).

Otra medida de control es el aclareo del agroecosistema de cacao que consiste en
guitar la maleza alrededor de las plantas, esto es beneficioso para el sistema ya que
permite que las plantas de cacao adquieran los nutrientes y la humedad del suelo
(Torres-Guizado, 2016).

Factores intrinsecos. Las plantas de cacao son productivas a partir de su tercer afo
de vida, y después de los ocho afios de productividad el rendimiento baja (Vasquez et
al., 2019). Aunque el arbol produce frutos todo el afo, la mejor época para la cosecha

se centra entre los meses de octubre a marzo (Vanhove et al., 2020). El cacao es un
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fruto no climatérico, por lo tanto, es importante determinar el tiempo exacto para su
recoleccion, la clasificacion por color del fruto es la manera visual de identificar el
grado de madurez de la mazorca (Osorio et al., 2017). Existen otras formas para
determinar la cosecha del cacao como medir el tamafio de las mazorcas o calcular la
cantidad de solidos solubles en la pulpa expresada en grados Brix, el cual se puede

encontrar entre los 15y 18° en el cacao maduro (Papalexandratou et al., 2019).

2.2. Procesamiento de las semillas de cacao

La Figura 4 muestra el procesamiento del cacao, el cual comienza con la recoleccion
del fruto que por lo general es manual para no dafar el arbol, los frutos se clasifican
por el color de maduraciéon de amarillo a café oscuro y de rojo a naranja.
Posteriormente se extrae la pulpa de las mazorcas con un corte longitudinal

separando la cascara de la pulpa blanca (Robledo, 2018).

La cura es un proceso biomecéanico dividido en dos etapas la fermentacion y la
condensacion de las semillas de cacao. En la fermentacion, la pulpa y las semillas del
cacao comprende reacciones quimicas, la primera fase es la fermentacién anaerébica
a unatemperatura de 35 a 45 °C se produce etanol, seguido de la fase aerébica donde

el etanol se transforma en acido acético (Puerto et al., 2016).

El &cido acético provoca que el grano no pueda germinar, en esta fase la temperatura
alcanza 50 °C regulandose hasta 45 °C. Terminando la fermentacién (5 a 7 dias) el
grano se encuentra hinchado y la coloracion de la cascara es mas oscura (Rodriguez
et al., 2016).

El secado de los granos se realiza exponiendo estos al sol o mediante una maquinaria
con el objetivo de reducir la humedad hasta el 5%. En esta etapa se controla la pérdida
de acidos organicos volatiles y oxidacién de los polifenoles, esto comienza a generar
el sabor y aroma caracteristico mediante la reduccion de la acidez, la astringencia y
el amargor. La temperatura de secado debe ser menor a 70 °C para no perder la
calidad sensorial, este proceso ayuda al almacenamiento del grano y evitar la
presencia de moho principalmente Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Jiménez et al.,
2018; Salazar et al., 2020).

Se realiza una seleccion de granos como prueba de calidad, posteriormente, se realiza
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la limpieza y depuracion de los granos que consiste en separar los granos de objetos

extrafios y clasificar por tamafio para asegurar un tostado uniforme (Robledo, 2018).

En la etapa del tostado ocurren reacciones de pardeamiento no enzimatico, este
proceso potencializa el sabor, el aroma'y el color. La temperatura del tostado depende
del tipo de cacao que comprende desde los 110 hasta 130 °C por periodos de tiempo

de 45 a 60 minutos (Zapata Bustamante et al., 2015).

Para finalizar se realiza el descascarillado de los granos y la molienda, este altimo
proceso consta de dos pasos el triturado y el refinado. La finalidad del proceso es
derretir la grasa de la manteca de cacao por medio de friccion para generar una masa

semiliquida que se conoce como pasta o licor de cacao (Robledo, 2018).

OBTENCION DE LA PULPA

Condensacion

Fermentacion
RECOLECCION CURA

LIMPIEZAY

4

SELECCION DE TAMANO % '!

W B
TOSTADO

SECADOE

TRITURADO Y MOLIENDA

Figura 4. Procesamiento tradicional de las semillas para obtener una pasta de cacao.

9



2.3. Importancia comercial del cacao y productos derivados en el mundo

México es el decimotercer pais productor de cacao, los estados de Tabasco y Chiapas
generan entre 300 y 400 Kg/Ha con una superficie cultivada de 60,000 hectareas. En
los dltimos diez afios la produccion anual se ha encontrado entre las 21 y 30 mil
toneladas (SIAP, 2016; PROFECO, 2018).

En el afio 2018 se estim6 que la produccion de cacao anual en toneladas fue de 28
607, que representa un ingreso econémico de 82 960 300 USD (SIAP, 2018). Estos
valores representan el 41.22% de los requerimientos del pais, el resto lo consigue de
importaciones de otros paises como de Ecuador (35.44%), Costa de Marfil (12.38%),
Republica Dominicana (8.97%), Colombia (1.94%) y Ghana (0.01%) (SIAP, 2017).

La produccién de cacao ha decaido un 30% en los ultimos afios, una de las causas
de este decrecimiento es el inadecuado manejo del fruto y como consecuencia
provoca enfermedades por hongos y bajos rendimientos (Hipolito-Romero et al.,
2017). Las pérdidas econdmicas por hongos en el 2018 en México, se estimaron en
24 888 090 USD por lo que es necesario controlar la aparicién de hongos para evitar
pérdidas (FAO, 2019).

El grano, la manteca, el polvo y el chocolate son los productos derivados del cacao
que se comercializan en el mundo (Vasquez et al., 2019). El consumo en Europa como
en Estados Unidos y Canada ha aumentado poco pero continuo, sin embargo, en
paises de Asia, Oceania, Africa y América Latina el aumento fue importante (Arvelo et
al., 2016)

El 55% del consumo de cacao en grano se concentra en siete paises, Estados Unidos
representa el 20%, Alemania el 9%, Francia el 6%, Reino Unido el 6%, Brasil el 5%,
Rusia el 5%y Japon el 4%. En la Figura 5 se muestra la comparativa entre México y
los paises con mayor consumo de granos de cacao en forma de chocolate per capita
de forma anual (PROFECO, 2018; Robledo, 2018).
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Figura 5. Comparativa entre México y los paises con mayor consumo per capita de granos de cacao en forma

de chocolate.

El consumo de granos de caca o chocolate en México es deficiente con respecto a

otros paises debido a cuestiones comerciales, puesto que el 79% de las

exportaciones de cacao son principalmente para Bélgica y Estados Unidos

(CEDRSSA, 2020). Incluso, en América Latina existen paises con mayor consumo

per capita que México como Chile, Uruguay, Brasil, Argentina y Pera (Jaramillo-

Cuetochambo and Lépez-Martinez, 2019). En la Tabla 1, se muestra algunas de las

compafias productoras mas importantes a nivel mundial proceden de los paises

con mayor numero de importaciones.

Tabla 1. Principales compariias productoras de chocolates en el mundo en 2020.

Ventas netas

Lugar Compaiiia Procedencia (millones USD)
1 Mars Inc. Estados Unidos 18,000
2 Ferrero Group Italia 13,000
3 Mondelez Internacional Estados Unidos 11,800
4 Meiji Co., Ltd. Japén 9,721
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5 Hershey Co. Estados Unidos
6 Nestlé SA Suiza

7 Lindt & Sprungli AG Suiza

8 Pladis Reino Unido
9 Haribo GmbH & Co. K.G. Alemania
10 Ezaki Glico Co. Ltd. Japon

7,986
7,925
4,574
4,515
3.300
3,156

Elaboracion propia basados en los datos de (Candy Industry, 2020)

2.4. Las enfermedades del cacao

De acuerdo con la Organizacion Internacional del Cacao (2015) del 30% al 40% de la
produccion mundial se ve afectada por plagas y enfermedades. Dentro de las
enfermedades mas comunes se encuentran: escoba de bruja (Moniliophthora
perniciosa), moniliasis o podredumbre helada (Moniliophthora roreri), mazorca negra
(Phytophthora). Ademas de algunas enfermedades provocadas por la zona geografica
de cultivo como el virus del brote hinchado en Africa (Phytophthora megakaria) y la
muerte regresiva de la estria vascular en Asia. Por su parte, las plagas que atacan al
cacao incluyen insectos de la familia miridae y el barrenador del cacao (McMahon and
Purwantara, 2016; Campos-Vega et al., 2018; Cilas and Bastide, 2020). En la Tabla 2

se muestra las principales enfermedades causadas por hongos que afectan a las

diferentes partes del arbol de cacao.
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Tabla 2. Enfermedades causadas por hongos que afectan diferentes partes del arbol de cacao.

Microorganismo / Enfermedad Descripcion Referencia
agente causal
Moniliophthora roreri Moniliasis Es la principal enfermedad del cacao en México y América Central, La moniliasis  (Reyes-Figueroa

Moniliophthora perniciosa

Phytophthora

Phytpphthora

Escoba de bruja

Mazorca negra

Cancer de tronco

afecta a mas del 80% de los frutos de cacao. Las medidas empleadas para el
control son las practicas agricolas.

Es el hongo que afecta en mayor proporcion al cacao en Brasil. Esta enfermedad
se caracteriza por tener dos fases, la primera de ellas es biotréfica, es decir, el
parasito se alimenta de las células vivas del hospedero. Mientras la segunda fase
es necrotréfica, es decir, que el parasito se alimenta de las células muertas del
hospedero. La muerte programada de las células y la acumulacién de H2O-
sirven como un mecanismo de defensa, el cual es usado por el hongo para

aumentar la esporulacion y la propagacion.

Es la enfermedad mas importante a nivel global con pérdidas del 20 a 30% de la
produccion mundial de cacao. Las dos especies principales de estas pérdidas son
Phytophthora megakarya y Phytophthora palmivora. Estos hongos presentan alta
esporulacion y provocan necrosis en el fruto. Esta enfermedad afecta

principalmente a los granos.

Causado por la especie Phytophthora palmivora, es una enfermedad que
comienza en los brotes tiernos superiores extendiéndose hacia el la raiz del arbol.
Los sintomas que se presentan son laceraciones de coloracion rojiza por debajo
de la corteza. Ademas, en la raiz estas lesiones de color café pueden causar

alteraciones en la nutricion del arbol provocando la muerte.

et al., 2016)

(Martins Alves et al
2019)

(Mbarga et al.,
2020)

(Phillips-Mora and
Cerda Bustillos,
2009)
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Rosellinia

Ceratocystis cacaofunesta Mal del machete

Colletotrichum

gloeosporioides

Roselinia

Antracnosis

Es un hongo presente en el suelo del agroecosistema, los arboles con deficiente
nutricion son los mas afectados. Esta enfermedad afecta la raiz, el tallo
provocando que ocurra una mala absorcién de nutrientes. Esta deficiencia cambia

la coloracién del follaje y finalmente absiciébn completa.

Este hongo presente en el suelo provoca obstrucciones internad por esporas en
el tronco y ramas del arbol. Esto provoca un marchitamiento mortal. Para que esta
enfermedad pueda ocurrir se necesita una lesién expuesta en el arbol y la

transmision por parte de insectos perforadores como escarabajos.

Esta enfermedad es la mas frecuente en el cacao pos cosechado. El hongo se
encuentra en los ambientes tropicales de alta humedad. Aunque ataca
principalmente al fruto, las hojas y las ramas nuevas son muy susceptibles a esta
enfermedad provocando un cambio de coloracion y sequedad en el exterior. Es
muy comun el contagio por contacto de insectos, herramientas y esparcimiento

por el aire.

(de Medeiros and
da Silva, 2019)

(Fourie et al., 2018

(Barrios-Roblero e
al., 2019)

Elaboracion propia
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2.4.1. Moniliasis en el arbol de cacao

La Moniliasis es causada por Moniliophthora roreri, patdgeno perteneciente a la familia
Marasmiaceae, cuyo meétodo de infeccion son esporas (Cardenas Pardo et al., 2017).
Es una enfermedad facil de identificar, si un fruto se encuentra infectado, presentara
aumento en su peso, aunque existen otros signos de ello, presencia de
deformaciones, madurez prematura y manchas aceitosas, manchas irregulares de
color café, micelio incipiente en una mancha marrén, micelios fungicos en manchas
cafés (etapa mas contagiosa) y forma alargada (momificada) del fruto (Marelli et al.,
2019).

Este hongo se propaga hacia frutos sanos a través del aire, humanos que manipulan
los frutos o algunos animales que se alimentan de ellos. Los frutos jovenes son mas
propensos a padecer esta enfermedad que por lo general infecta en los tres primeros
meses de formacion, sin embargo, el dafio es visible varias semanas después
(Vasquez et al., 2019; Leiva et al., 2020).

En la Figura 6 se muestra las diferentes etapas de la moniliasis que dura alrededor de
85 dias, un fruto de cacao sano en la primera etapa es infectado por el hongo, 30 dias
después aparecen los primeros sintomas (etapa 2), de 20 - 50 dias después manchas
marrones aparecen en la corteza del fruto (etapa 3), 8 - 12 dias después el micelio
aparece y produce las primeras esporas (etapa 4) y por ultimo, en la etapa 5, las
esporas continlan produciéndose hasta por siete meses, durante los cuales se
dispersan, infectando mas frutos (Phillips-Mora and Cerda Bustillos, 2009; Evans,
2016). Solo el 30% de los arboles cultivados son de variedades mejoradas
genéticamente, por lo que resulta importante desarrollar técnicas para el tratamiento

de aquellos frutos que no presentan esta mejora (Gutiérrez et al., 2016).

Para el control y disminucion en la incidencia de estas enfermedades se ha recurrido
al uso de enzimas liticas producidas por hongos y bacterias, asi como el mejoramiento

genético de las variedades del cacao (Tirado-Gallego et al., 2016).
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Figura 6. Desarrollo por etapas de la enfermedad causada por Moniliophthora roreri en un fruto de cacao.

Las estrategias para el control de moniliasis se basan en un adecuado manejo
precosecha del arbol, esto se logra con una serie de practicas fitosanitarias que
buscan mejorar las condiciones del ambiente en el crecimiento de cacao, entre las
acciones esenciales se encuentra la remocion de mazorcas momificadas y

enfermas periédicamente (Leiva et al., 2020)

2.5. Control bioldgico

En la agricultura el uso de quimicos para el manejo de enfermedades y plagas ha
fomentado la resistencia de los organismos por lo que se buscan formas de mitigar
los efectos de esta adaptacion el control biolégico se basa en un método agricola para
el manejo de fitopatégenos y agentes perjudiciales en un ambiente especifico
mediante el uso de organismos y practicas organicas (Acosta-Rojas and Villa, 2017).

En los ultimos afios se ha popularizado el uso de controles biolégicos para el manejo
de las enfermedades, ademas, para el fortalecimiento de las plantas mediante
induccion de resistencia (Vélez et al.,, 2017). En la Figura 7 se muestra algunos
ejemplos sobre la interaccion entre organismos para el control biolégico de plagas y

enfermedades en los cultivos.

16



Microorganismos

Fauna sobre
sobre Flora

Flora
Microorganismos
Flora sobre sobre
Fauna Microorganismos

¥ @

S <

Microorganismos
sobre Fauna

Flora sobre
Flora

Flora sobre
Fauna sobre Microorganismos*

Fauna

*Influencia externa para resistir enfermedades

Figura 7. Control biol6gico entre los diferentes organismos presentes en un ecosistema.

El uso del control biolégico depende del tipo de amenaza que enfrenta un cultivo, se
puede clasificar este método en tres variantes: clasico, aumentativo y de
conservacion. El control bioldgico clasico es el mas empleado en la agroindustria, el
cual consta de la introduccion de una especie depredadora para reducir el niumero de
poblacién dafiina nativa sin afectar el entorno o el hospedero (Vazquez, 2017; Arcaya-
Sanchez et al., 2018; Barreda et al., 2019). Otra variante es el aumentativo basado en
el incremento gradual de una especie predadora introducida o nativa presente en el
ecosistema con la finalidad de diezmar la poblacion dafiina, este tipo de control
bilbgico es mas especializado debido a que la especie depredadora requiere de
asistencia para aumentar su poblacién de manera relevante ante la especie dafiina
(Pereyra et al., 2016; Rodriguez-Palomera et al., 2016; Ovruski et al., 2017).
Finalmente, el ultimo tipo de control bioldgico esta centrado en la conservacion de la
faunay flora en un ecosistema, sin embargo, se favorece las condiciones ambientales
y de produccion del depredador para acrecentar la poblacion y limitar el dafio

producido por el patégeno (Berensztein et al., 2017; Miras et al., 2017).
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El uso de tecnologias basadas en la aplicacion de agentes de control biolégico (ACB)
como bacterias y hongos han cobrado mayor relevancia por su potencial en la industria
(Villamil Carvajal et al., 2014). Los géneros mas utilizados para el control bioldgico
son: Rhizobium, Pseudomonas, Bacilus, Trichoderma y Streptomyces, uno de los mas
importantes es el género Trichoderma debido a sus diferentes mecanismos de accion
en el control de enfermedades (Martinez-Padrén et al., 2017). Se ha encontrado que
una manera efectiva de controlar el crecimiento y proliferacion de los patégenos, es a
partir de la integracion de ACB con fungicidas de sintesis quimica, obteniendo
resultados similares al uso de altas concentraciones de fungicidas sintéticos (Albittar
et al., 2016).

2.6. Uso de Trichoderma spp. como agente de control bioldgico

Dentro de los ACB, el Trichoderma spp. es un hongo filamentoso perteneciente a la
clase Deuteromycetes. Fue descrita en 1794 por Persoon, sin embargo, en los ultimos
50 afios se ha descrito su capacidad antagonica (Khan and Mohiddin, 2018). Es un
género de hongo que puede crecer en suelos con alto contenido de materia organica,
con pH desde 5.5 hasta 8.5, (ideal de 5.5 a 6.5) con temperaturas de 4 °C hasta los
41 °C. dependiendo del tipo de Trichoderma (Martinez et al., 2013).

El Trichoderma crece en forma de hifas entre los 3 - 12um de didmetro las cuéles son
la primera forma de propagarse, las clamidosporas y los conidios son las otras dos
formas (Espinoza-Ahumada et al., 2019). Este es un hongo muy favorable para un
agrosistema, ya que funciona como un microorganismo simbiotico en raices y como
antagonico en toda la planta (Osorio-Hernandez et al., 2009). Existen diferentes
mecanismos para el control de hongos y otros patégenos en plantas.

Antagonismo. Un agente antaglnico es aquel que se afronta a la accién, crecimiento
y desarrollo de otro organismo, por diferentes medios como la competencia; el
Trichoderma es un hongo que permite el biocontrol debido a que compite con el
patogeno por el espacio disponible para el crecimiento y por los nutrientes (Pérez et
al., 2017; Leiva et al., 2020).

Micoparasitismo. Este es un mecanismo de patdégeno - antagonista complejo, la forma
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en la que se lleva a cabo se puede dividir en etapas. El proceso inicia con la
identificacion a la distancia del patdgeno por parte del organismo antagonico, después
ocurre una interaccion de las hifas del antagonista, es cuando ocurre la actividad litica,
donde se producen las enzimas que degradan la pared celular del patdégeno
principalmente (glucanasas, proteasas y quitinasas), finalmente, el proceso concluye

con la degradacion del contenido citoplasmatico (Martinez et al., 2013).

Antibiosis. Es un proceso por el cual un organismo genera sustancias toxicas para
otro organismo sin que exista contacto directo entre ellos. En el caso del Trichoderma
es capaz de generar sustancias que se consideran antibiéticos efectivos contra varios
patdgenos, estos sustancias pueden ser dioxido de carbono, etanol, acetona entre

otros mas (Osorio-Hernandez et al., 2009).

Los agentes de control biolégico son una opcién eficaz ante el uso de quimicos para
el control de plagas. El Trichoderma se ha empleado de manera eficiente en
condiciones de laboratorio actuando como biocontroladores de diferentes patégenos
(Vélez et al., 2017). Recientemente, se ha mencionado que el Trichoderma puede
inducir respuestas que favorecen a la planta en cuanto a su crecimiento y resistencia

a estreses bioticos y abidticos (Pérez et al., 2017).

Las especies mas utilizadas para el control biol6gico son del género Trichoderma,
dentro de las cuales se encuentran: Trichoderma harzianum, Trichoderma
ovalisporum (reducciéon de hasta un 23.8% de la moniliasis en cultivos de cacao),
Trichoderma stromaticum, Trichoderma koningiopsis y Trichoderma asperellum
(Herrera et al., 2020). Por su parte, dentro de los agroquimicos mas empleados se
pueden encontrar: 6xido e hidroxido de cobre, azoxistrobina y propiconazole (Yépez
et al., 2019).

Respecto al Trichoderma harzianum, esta especie se destaca por su produccion de
antibidticos y enzimas (sustancias antifungicas) como la 3-1,3-glucanasa, quitinasa,
proteasa y celulasa, que actian como degradadores de la pared celular, asi como
acido nonanoico, que ha reportado actividad inhibitoria in vitro en el crecimiento
micelial y germinacion de esporas tanto para Moniliophthora perniciosay

Moniliophthora roreri de hasta un 75% (Tirado-Gallego et al., 2016).
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2.7. Recubrimientos comestibles

Existen diferentes medidas para minimizar los efectos de deterioro de los frutos como
el uso de agentes biolégicos, mantenerlos a bajas temperaturas, radiaciones
ultravioletas y el uso de peliculas y recubrimientos comestibles (RC) (Ferndndez
Valdés et al., 2015). Este ultimo se define como una capa de un material comestible
sobre un producto organico con el fin de mantener sus cualidades, reducir los
procesos de deterioro por microrganismos y alargar su vida util (Fernandez et al.,
2017). Uno de los principales objetivos de este procedimiento es la inactivacion de
enzimas y de microorganismos que afecten al producto, sin generar los efectos de los
procesos convencionales (Ancos et al.,, 2015). En la Tabla 3 se muestran los

mecanismos de obtencidn para generar una pelicula o recubrimiento comestible.

Tabla 3. Tipo de mecanismos de obtencion de peliculas y recubrimientos

Mecanismo Descripcion Referencia

Eliminacién del Se forma una solucion con los aditivos y se elimina el (Solano-Doblado et al.,
disolvente formando una capa delgada seca del 2019)

disolvente o
plastificante.

Gelacion Usado para proteinas aplica un tratamiento de calor (Ji et al., 2019)
que forma un gel estructurado alrededor del alimento.

Solidificacion Se forma una mezcla entre los componentes y se (Makhatha et al., 2018)
dispone como capas en el alimento hasta su solidez.

Casting Cuando ya se tiene la pelicula o un recubrimiento se (Eslamian and Soltani-
evapora el disolvente a temperatura y humedad Kordshuli, 2018)
controlada.

Electrohilado Por medio de campos eléctricos y una diferencia de (Armstrong etal., 2018)

potencial se evapora el solvente para formar una
pelicula de tamafios hasta nanométricos.

Elaboracién propia
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2.7.1. Materiales empleados en recubrimientos comestibles

Los materiales empleados para un RC se clasifican en tres grupos: polisacaridos,
lipidos y proteinas (Ancos et al., 2015). Los hidrocoloides son los materiales mas
empleados por la industria, principalmente los polisacaridos y las proteinas de origen
animal o vegetal (Fernandez Valdés et al., 2015). Los lipidos son un compuesto
hidrofébico que genera una barrera ante la humedad, sin embargo, no forma una capa
completa en el alimento. Mientras los materiales compuestos son mezclas entre
hidrocoloides y lipidos que segun la mezcla se determinan las caracteristicas al
alimento (Fernandez et al., 2017). En la Tabla 4 se muestran algunos de los materiales

mas utilizados para el recubrimiento comestible de cada grupo.

Tabla 4. Materiales empleados como recubrimientos comestibles

Grupo Materiales Referencia

Polisacaridos Agar, alginato, carragenina, goma (Suhag et al., 2020)
arabiga, almidén, dextranos, sacarosa, (Nechita and Roman (lana-
jarabe de maiz, pululano, quitosano, Roman), 2020)

celulosa, pectina.

Lipidos Ceras, parafinas, diglicéridos, (Hassan et al., 2018)
monoglicéridos, aceites, grasas, acidos (Jy et al., 2019)

estedricos, trisetearina.

Proteinas Gluten, caseina, albumina, gelatina, (Dehghani et al., 2018)

colageno, proteina de maiz, soya.

Elaboracién propia
El alginato de sodio (SA) es un material perteneciente a los hidrocoloides
caracterizado por ser un biopolimero lineal compuesto por acidos D-mandrico y L-
gulurdnico extraido de algas marinas, este material es ampliamente usado debido a
su nula toxicidad para el ser humano y tiene la versatilidad de formar esferas, capsulas
y geles (Hernandez-Torres et al., 2016). En la Figura 8 se muestra las ventajas del
uso de alginato de sodio como recubrimiento comestible como alargar la vida util
mediante la barrera de gases y humedad, y la protecciéon de compuestos volatiles e

ingredientes funcionales.
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Capas de recubrimiento o pélicula
Ingredientes funcionales

Compuestos volatiles b que pueden incorporarse
. a en recubrimientos

Gases 5 \

0,/CO,/Etileno

Figura 8. Ventajas del uso de recubrimientos comestibles sobre alimentos.

2.8. Uso de recubrimientos comestibles con agentes de control biol6gico

Los recubrimientos comestibles a base de alginato de sodio se han empleado contra
patdgenos mediante técnicas de encapsulamiento de microorganismos para el control
biolégico (Sosa-del Castillo et al., 2015). Los hongos son empleados debido a sus
caracteristicas antagonicas en el crecimiento de otros organismos (Fernandez-
Jiménez et al., 2019). Ademas, algunos metabolitos producidos por bacterias

producen un efecto de antibiosis (Alviz et al., 2017).

La accién de un recubrimiento puede aplicarse de dos formas el traslado parcial o total
de los microorganismos al fruto, mientras, la segunda forma de aplicacion es inocular
el antimicrobiano o fungicida en el recubrimiento o directamente en el producto
alimenticio (Solano-Doblado et al., 2019). En la Tabla 5 se muestran algunos estudios

realizados con microorganismos para el control biol6gico de plagas y enfermedades.

Tabla 5. Estudios de microorganismos empleados en el control biolégico de agentes dafiinos en plantas.

Microorganismo Agente dafiino Hospedero Referencia
(Antagonico)
Aureimonas altamirensis Phytophthora Pifia (Gonzalez et al., 2019)
nicotianae

Bacillus toyonensis

Herbaspirillum huttiense

Micronospora maritima

Bacillus amyloliquefaciens Penicillium italicum Limero (Hernandez-Montiel et
al., 2018)
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Bacillus subtilis
Cryptococcus diffluens
Debaryomyces hansenii
Rhodotorula minuta

Stenotrophomonas rhizophila

Bacillus foraminis
Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis

Bacillus thioparans
Micrococcus yunnanensis
Paenibacillus polymyxa
Bacillus subtilis

Trichoderma asperellum
Trichoderma fertile
Beauveria bassiana

Hirsutella citriformis
Isaria javanica
Lanosoniveum
Trichoderma asperellum

Trichoderma hamatum
Trichoderma harzianum

Penicillium digitatum
Fusarium oxysporum
Alternaria solani
Neoscytalidium
dimidiatum
Colletotrichum
gloeosporioides
Alternaria alternata
Fusarium solani
Curvularia sp.
Alternaria alternata
Corynespora
cassiicola
Stemphylium
lycopersici

Pythium
aphanidermatum

Diaphorina citri

Phytophthora capsici

Zymoseptoria tritici

Naranja
Chile

Tomate
Higuera

Papaya

Albahaca
Garbanzo
Palma
Tomate

Pepino

Citricos

In vitro

Frijol

(Lépez et al., 2017)

(Villanueva, 2018)

(Berlanga-Padilla et al.,

2018)

(Martinez-Padron
al., 2017)

(Stocco et al., 2019)

et

Elaboracién propia

La enfermedad se expresa y dispersa mediante las caracteristicas intrinsecas de

susceptibilidad del hospedante y las caracteristicas del sistema. Es por esto, que el

exito o fracaso de las estrategias para el control de enfermedades depende del uso

de métodos y modelos adecuados, considerando la relacion de patdégenos, el

hospedante, las variables ambientales y el manejo del cultivo (Cardenas-Pardo et al.,

2017).
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3. HIPOTESIS

La aplicacion precosecha de un recubrimiento comestible a base de alginato de sodio
inoculado con Trichoderma harzianum como agente de control biolégico disminuira
significativamente el desarrollo de moniliasis en mazorcas de cacao infectas en
contraste con un tratamiento control carente de control biolégico. Las variables de
comparacion seran las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de cacao antes y

después de la aplicacion del antagonista.

4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un recubrimiento comestible a base de alginato de sodio con Trichoderma
harzianum como agente de control biolégico aplicado en precosecha que disminuya
el crecimiento de moniliasis en mazorcas de cacao infectadas, sin alterar las

caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes partes del fruto de cacao.

4.1. Objetivos Particulares

Determinar la calidad de los nutrientes del suelo y la influencia de las practicas
culturales precosecha para incrementar el rendimiento de las mazorcas de cacao
en los periodos principales de produccién, mediante el mejoramiento del estado

fitosanitario del agroecosistema y el fortalecimiento de los cultivos.

Obtener un recubrimiento organico a partir de alginato de sodio adicionado con
glicerol como plastificante para contener un agente de control biologico viable hasta
su aplicacion sobre las mazorcas de cacao, evaluado mediante el analisis de sus

propiedades fisicas y mecanicas.

Comparar el comportamiento de las aplicaciones del recubrimiento organico de
alginato de sodio sobre las mazorcas de cacao para establecer las condiciones del
proceso especificas, determinado por el estado fisiolégico de los frutos y las

condiciones ambientales.

Estimar el efecto del agente de control biolégico sobre el hongo que provoca la

moniliasis en las mazorcas de cacao para conocer el nivel de antagonismo entre
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ambos microorganismos, a través del calculo del porcentaje de parasitismo,

antibiosis, antagonismo, inhibicién e incidencia.

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las mazorcas de cacao antes y
después de la aplicacion del recubrimiento comestible inoculado del agente de
control biolégico, con el propésito de identificar el efecto en sus propiedades y el

contenido de compuestos.

5. METODOLOGIA

5.1. Material biologico, lugar del estudio y disefio experimental

Se utilizaron arboles de cacao de una subespecie criolla de siete afios de
antigiiedad ubicados en un agroecosistema local predominantes de especies
forestales y frutales. El estudio incluy6 los periodos de produccion 2020/2021,
2021/2022 y 2022/2023, se consideraron solo las producciones principales
comprendidas de agosto — enero. Las mazorcas empleadas en los estudios fueron

tomadas a las seis semanas de formacion.

El agroecosistema se encuentra en la zona de la huasteca potosina, en la localidad
de Huichihuayan, en el municipio de Huehuetlan, en el estado de San Luis Potosi
(21° 45’ N; 99° 03’ E). Esta area se encuentra en una altitud de 245.81 msnm. El
clima es predominantemente calido y himedo con temperaturas promedio de 22°C.
La precipitacion promedio anual es 1650 mm y la humedad se encuentra en un

rango de 76% en abril a 83% en septiembre.

Para el estudio, se delimitaron tres zonas de 30 x 30 metros, los arboles se
encuentran espaciados aproximadamente por 3 — 4 metros entre troncos. La
densidad de arboles para el estudio fue en promedio 79 para cada zona, en cada
zona experimental se aplicaron técnicas culturales precosecha y analisis de calidad
del suelo. Se delimité una zona control dentro de la misma plantacién separada de

las tres zonas experimentales por 10 metros.

La base del recubrimiento comestible se elaboré con alginato de sodio (CAS 9005-
38-3). Para plastificar el recubrimiento se empled glicerol (CAS 56-81-5) y cloruro

de calcio (CAS 10043-52-4) como elemento reticulante. Los productos anteriores
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fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, México. Ademas, se utilizé Trichoderma
harzianum como agente de control bioldgico de la marca Trichospore en relacion de
1x10° unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo.

5.2. Métodos

En la Figura 9, se muestra el diagrama general de la metodologia dividida en las
diferentes etapas de la experimentacion. El esquema se realizé para dividir la fase
de precosecha de los analisis postcosecha.

Preparacion del RC

Condiciones del experimento
Diferentes concentraciones

Ubicacién, clima, suelo

Aplicacion de RC y ACB
Diferentes concentraciones por
medio de aspersién

Analisis fisicoquimicos previos
Tamario, peso, color, firmeza del grano

ARBOL DE CACAQ

Analisis fisicoquimicos posteriores
Tamafio, peso, color, firmeza del grang

4/ Efecto inhibidor del ACB
Micoparasitismo, antibiosis,
antagonismo

RC: recubrimiento comestible; ACB: agente de control bioldgico

Figura 9. Diagrama general de las etapas de la metodologia
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5.2.1. Practicas culturales precosecha: Poda y aclareo

Las tres zonas experimentales y la zona control fueron tratadas con tres tipos de
poda. Se aplico una poda de formacion para obtener una copa tipo “paraguas” de
maximo tres metros de diametro. Se realizaron podas de mantenimiento de forma
semestral para eliminar ramificaciones secundarias y podas sanitarias de forma
bimestral para remover frutos y partes dafiadas. El area circundante de los arboles
fue despejada de forma mensual para erradicar malezas. Estas préacticas se
realizaron de forma manual durante los periodos de produccion (Armengot et al.,
2020).

5.2.2. Calidad del suelo

El analisis del suelo se realizé tomando muestras a 60 cm de profundidad de diez
diferentes puntos de cada zona de experimentacion. Las muestras se dividieron en
dos partes para evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas. La primera parte se
seco, triturd y tamizé en una malla de dos mm para medir el pH mediante el método
1:2 suelo/agua destilada, fésforo (P) mediante el método de Olsen (Gu et al., 2021),
materia organica mediante el método de digestion humeda, Potasio (K) y sodio (Na)
mediante fotometria de emisién de llama, calcio (Ca) y magnesio (Mg) mediante el
método del versenato (Mahaly et al., 2018), zinc (Zn) mediante espectroscopia
atomica de absorciéon (Khatun et al., 2018), boro (B) mediante el método de soluble
en agua caliente (Taherian et al., 2019), azufre (S) mediante extracciéon con CaCl
al 0.15% (Mishra et al., 2018) y nitrogeno (N) mediante el método alcalino KMnOa
(Chatterjee and Acharya, 2018). La segunda parte se utilizé para determinar el punto
de saturacion, capacidad de campo, punto de marchitez permanente, condicién

hidraulica y densidad aparente (Obia et al., 2018).

5.2.3. Elaboracion de suspension de alginato de sodio y solucién reticulante

Suspension de alginato de sodio

Para realizar cada suspension se pesoé la concentracién de alginato de sodio y
disolvié en 60 mL de agua destilada. Posteriormente, se agrego la cantidad de
glicerol y mezclé hasta homogeneizar. Este proceso se realiz6 mediante agitacion

magnética en un barnstead thermolyne SP46 (lowa, USA) por 30 minutos a 25 °C,
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posteriormente, se aforé a 100 mL y dej6é en reposo por 24 horas. En la Tabla 6 se

muestra los tratamientos para la elaboracion del recubrimiento y glicerol.

Tabla 6. Composicion de los recubrimientos a partir de alginato de sodio y glicerol.

Alginato de Glicerol
sodio (%) (%)
1 1

Tratamiento

1
1
15
15
15
2
2
2

© 00 N o o0 b~ W N P
w N P W DN PP W DN

Solucién de cloruro de calcio

La solucion reticulante se prepard con CaClzal 1N en 60 mL de agua destilada y se
agité magnéticamente en un barnstead thermolyne SP46 (lowa, USA) por cinco

minutos a 25 °C, después se afor6 a 100 mL y dejo reposar por 10 minutos.

5.2.4. Incorporacion de agente de control bioldgico en las suspensiones de alginato
de sodio

El hongo Trichoderma harzianum a 1x10% UFC/g se sembré en una caja de Petri
con Potato, Dextrosa, Agar (PDA) donde ademas se aplico cloranfenicol (10 ml/L).
Se incubaron en estufa a 26 °C por seis dias, posteriormente, los microorganismos
fueron recolectados en 10 mL de agua destilada. Estos se agregaron a 90 mL de la
suspension de AS incorporados magnéticamente con un barnstead thermolyne

SP46 (lowa, USA) por cinco minutos.
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5.2.5. Viscosidad de los recubrimientos

La viscosidad se midié en un reémetro Anton Paar modelo MCR101 (Austria) con
una geometria ST24-2D/2V/2V-30. La duracion del andlisis fue de dos minutos a
25 °C. Laviscosidad se reportd en milipascales (mPass).

5.2.6. Espesor y morfologia de los recubrimientos

El espesor del recubrimiento se midié con un micrometro digital Mitutoyo modelo H-
2780 (Tokio, Japon), con una sensibilidad de 0.001 mm. Se realizaron mediciones
en 10 puntos diferentes del recubrimiento. La forma de los recubrimientos se
observé mediante un microscopio 6ptico Omax modelo BOO5TJ5CEG a 40X. Se

tomé la imagen de diferentes puntos aleatorios en cada caso.

5.2.7. Permeabilidad al vapor de agua de los recubrimientos

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determin6 usando el método ASTM
E96. Se colocaron seis mL de agua destilada (100% humedad relativa) a 25 °C en
un frasco con una abertura de 5.8 cm de didmetro. El frasco fue sellado con el
recubrimiento organico y colocado en un desecador con CaCl: anhidro (0%
humedad relativa). El peso de las muestras se registré durante siete dias en
intervalos de 24 horas (Rahmani et al., 2017). Se usoé la férmula 1 para determinar

la permeabilidad de las muestras.

PUA — (tasa de permeabilidad al vapor de agua) (espesor del recubrimiento)

diferencia de presién entre las superficies

5.2.8. Retencion de agua en los recubrimientos

Para determinar la retencion de agua de los recubrimientos, primero se obtuvo el
contenido de humedad de las muestras. Los recubrimientos se secaron a 103 + 2°C
hasta peso constante y posteriormente se realizaron los calculos segun el método
AOAC, 1990. Se colocaron las muestras secas en una humedad relativa simulada
del 84 % con cloruro de potasio (KCI). El experimento consistio en pesar los

recubrimientos cada 48 horas durante 10 dias.
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5.2.9. Superficie de los recubrimientos comestibles

Se obtuvieron recubrimientos comestibles en forma de discos de 60 mm de diametro
con 3 mm de espesor. Los recubrimientos fueron liofilizados a una temperatura de
-50 °C con un sistema de vacio de 0,01 atm (Labconco FreeZone 2.5 modelo 230V,
Kansas City, EE. UU.) durante 72 horas. Se tomo un fragmento del recubrimiento
seco y se fijo con grafito para conferir propiedades eléctricas. La superficie de los
recubrimientos se observé mediante un microscopio electronico de barrido con un

voltaje de 20 KV a una distancia de 10 mm (Jeol 7610F, Japon).

5.2.10. Propiedades mecénicas de los recubrimientos

Las propiedades mecéanicas se analizaron utilizando el método ASTM D882-02 en
un texturémetro Lloyd Instruments TA Plus (Inglaterra, Reino Unido). Equipado con
pinzas mecénicas con una separacion de 50 mm con una velocidad de 1 mm/s. Las
muestras se cortaron en tiras de 1 x 9 cm, se midieron 10 repeticiones para expresar
la media con la desviacion estandar. La fuerza de tension se determiné con la fuerza
maxima de rotura y el espesor del recubrimiento. La elongacion a la ruptura se
expresd como porcentaje del alargamiento entre la distancia alcanzada antes de la
rotura, y el modulo elastico se midié como la deformacion por tension del material
(Alvarado et al., 2015; Sifuentes-Nieves et al., 2019).

5.2.11. Aplicacién del recubrimiento organico con el agente de control biolégico

Las soluciones con el agente de control biolégico fueron aplicadas precosecha
mediante un rociador a presién portatil marca Solo, S-20860 (Wisconsin, USA)
seguida de la aplicacion de la solucion reticulante por el mismo medio en un lapso
menor a cinco minutos. Se aplicd a 45 PSI con una boquilla de rocio en forma de
abanico con un caudal de 0.006 L/s (Expoésito and Pino, 2018; Kawakita et al., 2021).
Este procedimiento se aplicé en tres ocasiones diferentes a lo largo del tiempo de
maduracion del fruto, la primera aplicacion fue a las seis semanas de formacion, la
segunda y tercera aplicacion fueron con 10 dias de diferencia respectivamente entre

cada una.
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5.2.12. Identificacion taxondmica de Moniliophthora roreri en mazorcas de cacao
De frutos de cacao con sintomas de moniliasis se tomaron muestras de 2 x 2 cm de
la cascara de la mazorca con los microorganismos dafiinos los cuales fueron
sumergidos en una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5% y posteriormente
enjuagado en agua destilada, estas muestras fueron sembradas en PDA con
cloranfenicol (10 ml/L) por siete dias a 25 °C en penumbra. Posteriormente se
purifico la cepa de M. roreri volviendo a sembrar una parte de la colonia en PDA.
Las colonias fueron observadas por microscopia oOptica a 40X — 100X (Omax
BOO5TJ5CEG).

5.2.13. Identificacion molecular de Moniliophthora roreri
5.2.13.1 Extraccion del ADN

Se utilizo entre 0.5 — 0.75 g de micelio de Moniliophthora roreri para macerar con
500 ml de buffer de extraccidon. Las muestras fueron agitadas en un vortex por un
minuto y posteriormente se centrifugaron por 10 minutos a 6000 x g. El
sobrenadante se incubé a 70 °C por 15 minutos. Enseguida se agregé
fenol/cloroformo (1:1) en cada muestra y se centrifugaron por 10 minutos a 10000 x
g. La fase acuosa fue separada y se le agregd isopropanol, esta mezcla fue
conservada en congelacién por 10 minutos para posteriormente centrifugarse una
vez mas por 10 minutos a 10000 x g. Finalmente, se adicion6 TE 1X y RNAsa
(Suérez-Contreras, 2005).

5.2.13.11 Amplificacién por PCR

Se amplificaron las regiones ribosomales utilizando los cebadores I1TS4
TCCTCCGCTTATTGATATGC y el ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG. En la

Tabla 7 se muestran los componentes utilizados para un volumen final de 12.5 pl.

Tabla 7. Reactivos utilizados para la prueba PCR.

Reactivo Cantidad

Buffer 10X 1.25 ul
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dNTPs Mix 0.25 ul

Cebador ITS4 0.25 ul
Cebador ITS5 0.25 ul
ADN 0.5 ul

Dream Tag Polymerasa 0.0625 ml
Agua estéril 9.9375 ul

Volumen Final 12.5 pl

Para la prueba PCR se utilizé un termociclador (Techne TC-4000) con las siguientes
condiciones segun Suarez-Contreras (2016) con modificaciones: ciclo inicial a 94
°C por 2 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 seg; 60 °C por 1 min; 72 °C por 1 min y una
extension final de 72 °C por 10 min. Las amplificaciones fueron sometidas a
electroforesis por 40 min a 80 V (Bio-rad power basic) en un gel de agarosa al 1.5%
w/v tefidas de bromuro de etidio. Las bandas Unicas obtenidas fueron observadas

con un fotodocumentador (bio-rad gel Doc Ez Imager).

5.2.14. Efecto del agente de control biol6gico sobre el fitopatdgeno
El efecto de micoparasitismo del T. harzianum sobre M. roreri se evalu6 segun el
meétodo de cajas de Petri precolonizadas, después de la incubacion se analizaron
por siete dias para detectar la presencia del fitopatbgeno. Se empleé la Formula 2,
para determinar el porcentaje de parasitismo.

Crecimiento del antagénico

% Parasitismo = — - x 100
Nuamero de muestras extraidas

La antibiosis del T. harzianum sobre M. roreri se determind sobre cultivos pareados,
para lo cual se registro el crecimiento radial hasta generar contacto con el patégeno.

Se empleo la Férmula 3, para determinar el porcentaje de antibiosis.
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% Antibiosi [(Crecimiento radial control — Crecimiento radial tratamiento>] 100
o Antibiosis = — - x
Crecimiento radial control

El antagonismo del T. harzianum sobre M. roreri se estimo por la Férmula 4:

% Parasitismo + %Antibiosis>
2

Potencial Antagonico = (
Para determinar el efecto en la inhibicién del crecimiento de M. roreri se uso la
formula siguiente donde la referencia fue el crecimiento de la colonia control a los
5, 10 y 15 dias del tratamiento como lo propone Yépez et al. (2019). Se empleo la

Formula 5, para determinar el porcentaje de inhibicion.

o @ colonia control — @ la colonia tratamiento
% Inhibicién = x 100

@ colonia control

Las pruebas en campo se realizaron para determinar la incidencia de sintomas de
moniliasis en las mazorcas de cacao, para lo cual, después de una aplicacion de
recubrimiento con agente de control biol6gico se identifico la aparicion de signos de
enfermedad en intervalos de 15 dias comenzando en la formacion de los frutos
después de la floracion en el tiempo de produccion. Se empleé la férmula 6, para

determinar este porcentaje de incidencia.

% Incidencia = Numero de mazorcas danadas x 100
Total de mazorcas

5.2.15. Caracterizacion fisica de las mazorcas de cacao

El tamafio de los frutos se midié mediante los didmetros polar y ecuatorial con un
calibrador vernier digital Surtek con resolucién de 0,01 mm (China). El peso total de
cada fruto de cacao se registré con una balanza digital Torrey L-PCR con una
sensibilidad minima de 0.005 kg (México). El color de los frutos se establecié en el
espacio de color L*C*h, se utilizé un colorimetro de precision High-Quality
Colorimeter, NH-310 de 8 mm de apertura (Hong Kong). Las mediciones se

realizaron en cinco puntos diferentes de la superficie de la mazorca de cacao. Los
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analisis de tamafo, peso y color se realizaron en 10 mazorcas de cacao de cada

arbol ubicado dentro de cada zona establecida.

El nimero de granos de cacao se contd manualmente de cada mazorca
seleccionada. El tamafio de los granos de cacao se registr6 con un calibrador
vernier digital Surtek con resolucion de 0.01 mm (China), se midio el alto, ancho y
grosor de cada grano. Se midieron diez granos de cada mazorca de cacao de cada
zona establecida. Finalmente, se registro el peso de todos los granos contenidos en
cada mazorca de cacao con una balanza digital Torrey L-PCR con una sensibilidad
minima de 0.005 kg (México). Para la dureza de los granos de cacao se utilizd un
texturometro Brookfield CT3 4500 (USA) utilizando una sonda TA39, se aplicé un
analisis de compresién con un objetivo de 5 mm con una carga de activacion de 4.5
g a una velocidad de 0.50 mm/s; Para la prueba se utiliz6 el software TexturePro
CT V1.6 Build. Se midieron cinco granos de cada mazorca de cacao seleccionada

de cada zona experimental.

5.2.16. Determinacion del rendimiento de las mazorcas
El rendimiento total de las mazorcas producidas en cada zona establecida se
registro de acuerdo con la Formula 8, basada en Ofori et al. (2020) con las siguientes

modificaciones.
Rendimiento = (Num.de mazorcas x Peso de las mazorcas)(Num.de arboles)

Donde Num. De arboles es el nimero promedio de arboles de cacao por zona

estimado en 79.

5.2.17. Caracterizacion quimica de las mazorcas de cacao

De cada mazorca seleccionada de las zonas de experimentacion se midio la
humedad en las partes de la mazorca (método 945.15; A.O.A.C 1996). El pH
mediante un potencibmetro Hanna Instruments HI 991001 (Padova, Italia). Los
sélidos solubles (°Brix) se calcularon mediante un refractometro Atago PAL-1
(China). Se cuantifico el contenido de fenoles por el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu. La absorbancia se midiéo a 760 nm expresada en mg equivalentes

de acido galico/g (Singleton et al., 1999), los flavonoides se calcularon con la
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absorbancia a 404 nm expresada como mg equivalentes de rutin/g (Oomah et al.,
2005), los taninos se midieron con la absorbancia a 492 nm expresados como mg
equivalentes de catequina/g (Feregrino-Pérez et al., 2008) y actividad antioxidante
por DPPH y ABTS con absorbancia de 520 nm y 734 nm respectivamente ambos
expresados como mg equivalentes de Trolox/g (Re et al., 1999; Zenil Lugo et al.,
2014). Finalmente, se determind el perfil de acidos grasos mediante cromatografia
de gases-espectrometria de masas (Lim et al., 2010), los FAME se calcularon por
comparacion con un Supelco 37 Component FAME Mix estéandar, se proceso la

informacion con el software Chem-Station version C.01.10.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Practicas culturales precosecha

Las practicas culturales como la poda y el aclareo son medidas preventivas y de
correccion que favorecen diferentes aspectos sanitarios y ambientales, entre los
beneficios se encuentran el aprovechamiento de los nutrientes del suelo por parte
de las plantas de interés, minimizar los posibles puntos generadores de plagas,

reduce la humedad del ambiente, incluso, mejora la ventilacion general, entre otros.

La Figura 5 muestra los tres tipos de podas aplicadas en el plantio. En especifico,
la poda formativa es una técnica que brinda dinamismo a la plantacion y aumenta
la exposicion a la exposicion solar, la circulacion del viento y el control de la
humedad excesiva. Andres et al. (2016) informd sobre los efectos de la poda
formativa en el control de las enfermedades y la relacién con el rendimiento. La poda
de mantenimiento se utiliza para eliminar ramas y brotes secundarios, esto permite
que los nutrientes sean aprovechados para la floracion y consolidacion de frutos
(Niether et al., 2018). La poda sanitaria se realizé con mayor frecuencia con el
objetivo de eliminar frutos y partes del arbol dafiados (Saravia-Matus et al., 2020).
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Figura 5. Aplicacion de diferentes tipos de poda al arbol de cacao.

1) Poda formativa. 2) Poda de mantenimiento. 3) Poda sanitaria.

6.2. Calidad del suelo

Los resultados de la calidad del suelo denotaron una clara deficiencia de nutrientes
con mayor requerimiento como N, P, Ky Mg. Las deficiencias en los nutrientes del
suelo de cada zona se cubrieron después del analisis inicial para comparar las
caracteristicas fisicas de los frutos de cacao entre dos periodos de produccién 2020
(antes de la fertilizacion) y la produccion de 2021 (después de la fertilizacion). En la
Tabla 8 se muestra el contenido de nutrientes en ambos periodos de produccion,
asi como los valores de referencia para el cultivo de cacao. Para cubrir las
necesidades nutricionales de los arboles de cacao se adicionaron 25 kg/ha de
nitrégeno, 22 kg/ha de P20s, 24 kg/ha de K20 y 4 kg/ha de magnesio segun la
recomendacion del laboratorio de fertilizaciéon del suelo.

Tabla 8. Valores de referencia y contenido del suelo antes y después de la fertilizacion.

Concepto Contenido de Contenido Contenido
referencia antes de la después de la
fertilizacion fertilizacion
pH 6.5-75 5.84 £ 0.232 5.82 £ 0.202
Materia organica (%) <4.0 4.90 £ 0.452 5.41+0.23°
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Nitrogeno (ppm) <1300 7.85 + 2.002 1442.50 + 167.30P

Fosforo (ppm) <25.0 8.32 + 4.182 115.40 + 70.21b
Potasio (ppm) <490 41.03+3.662  1362.50 + 123.12"
Calcio (ppm) <3600 648.20 + 45.752  4084.70 + 273.78"
Magnesio (ppm) <480 94.40 + 16.032  1034.40 + 241.32"
Azufre (ppm) <5.0 3.09 £1.752 15.27 + 5.96°
Boro (ppm) <1.0 1.41 + 0.642 2.23 +£1.24%
Sodio (ppm) <15.0 18.55 + 6.112 25.32 +5.73P

Zinc (ppm) <2.2 2.79 £1.102 4,92 +1.34°

Los datos se expresan como la media = DE. Letras diferentes indican que existe una diferencia significativa
entre las muestras por el método LSD de Fisher p <0,05. Todas las pruebas se realizaron con 10 repeticiones
de cada muestra. El contenido de referencia se obtuvo de (Hartemink, 2005).

Las propiedades fisicas del suelo de las zonas experimentales y la zona control
fueron composicion de textura franco arcillosa con punto de saturacion de 48.0%,
capacidad de campo de 25.6%, punto de marchitez permanente de 15.2%,

condicion hidraulica de 4.20 cm/h y densidad aparente de 1.05 g/cm?.

Kongor et al. (2016) realizaron un estudio donde demostraron la importancia de la
materia organica y la fertilizacion para obtener suelos de alta calidad. El estudio se
realizo en fincas cacaoteras en Ghana, los factores determinantes fueron la cantidad
de fosforo, capacidad de intercambio cationico y nivel de pH. Debido a que la
materia organica es un parametro fundamental en la calidad del suelo, se ha
investigado la forma de fertilizar de manera frecuente y sustentable. En este sentido,
Sauvadet et al. (2020) observaron que el disefio del agroecosistema cacaotero con
arboles de sombra favorece la calidad del suelo por la disponibilidad de hojarascay
la retencion de agua. En contraste, el cambio climatico es un factor que afecta el
rendimiento en las plantaciones de cacao, especificamente, la ausencia de

precipitaciones significativas. En consecuencia, la relevancia del punto de
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saturacion del suelo es un parametro que se debe considerar para reducir la

mortalidad de arboles y el rendimiento de frutos (Gateau-Rey et al., 2018).

6.3. Viscosidad de los recubrimientos

La viscosidad de las muestras fue determinante en el comportamiento de las
propiedades del recubrimiento, las mediciones de esta propiedad se muestran en la
Figura 6. La mayor viscosidad se obtuvo del tratamiento 9 con 331.25 + 16.25
mPa-s, mientras que el menor valor se obtuvo de la muestra control con un valor de
27.74 + 1.22 mPa-s. El comportamiento de las suspensiones se afectd por la
cantidad de hidrocoloide y glicerol afiadida (Giuseppe et al., 2018), de los resultados
obtenidos se puede inferir que la viscosidad aumenta a mayor cantidad de glicerol
con una concentracion constante del hidrocoloide. Las principales alteraciones en
el comportamiento de las suspensiones se debieron a diferentes factores como
temperatura, pH, concentracion y peso molecular (Yao et al., 2018). Los principales
cambios se produjeron en las propiedades para espesar, retener agua, formacién
de gel y generacion de pelicula (Avendafio-Romero et al., 2013). Ramos et al.
(2018) relacionaron la concentracion de alginato con el aumento de la viscosidad de
las suspensiones realizadas, esto afecta directamente al espesor de los

recubrimientos.
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Figura 6. Andlisis de la viscosidad de suspensiones de alginato y glicerol en diferentes proporciones.
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Ota et al. (2018) demostraron que la combinacion de alginato con otros materiales
mejora las propiedades de los recubrimientos, como la viscosidad. Especificamente,
su estudio con alginato-pectina mostré viscosidades de 7 - 83 mPa-s. Por el
contrario, Reyes-Avalos et al. (2016) utilizaron la combinacion de alginato-quitosano
con una viscosidad de 2944 mPa-s, esta suspension se utilizd para recubrir frutos

por el método de inmersion.

Las viscosidades bajas se utilizan en procesos de recubrimiento principalmente en
el método de aspersién, donde las propiedades que afectan su desempefio son la
densidad, la tensién superficial y la viscosidad. En particular, esta Ultima
caracteristica modifica el volumen de la suspension y, por lo tanto, el espesor del

recubrimiento (Molea et al., 2017; Khairunnisa et al., 2018).

6.4. Espesor y morfologia del poro de los recubrimientos

El rango de espesor de los recubrimientos fue de 0.054 + 0.003 - 0.083 + 0.003 mm,
como se muestra en la Tabla 9. El tratamiento uno obtuvo recubrimientos con el
menor espesor en 0.0541 + 0.0027 mm con valores de 1% alginato y 1% glicerol, el
espesor aumenta a medida la cantidad de alginato y glicerol aumenta en cada
tratamiento, por lo tanto, el espesor del recubrimiento nueve fue el de mayor valor
con 0.0825 £ 0.0033 mm con 2% alginato y 3% glicerol. El aumento del espesor de
los recubrimientos se debi6 a la capacidad del alginato de retener agua, lo que
provoca un hinchamiento del polimero; ademas, la interaccion del alginato con
NaClz provoca el cambio en la estructura entre los bloques de alginato M/G a través
del intercambio iénico en el efecto “caja de huevo” (Kale et al., 2018). Incluso, (Dewi
and Husni (2020) relacionaron el espesor de los recubrimientos con el material
utilizado, volumen de la suspension y las condiciones de secado como temperatura

y tiempo.

El espesor de los recubrimientos de alginato-glicerol se modifico por la interaccién
de los factores temperatura-tiempo y la composicién del recubrimiento. Sin
embargo, se debe considerar el comportamiento del material en la superficie para
evitar problemas estructurales tales como grietas o agujeros, en el recubrimiento de

alginato-glicerol, el dafio a la superficie se puede prevenir dejandolo reposar a
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temperatura ambiente (25 - 30 °C) durante periodos de tiempo entre 48 y 72 horas.
Por lo tanto, se puede inferir que los factores fisicos provocan las propiedades de

barrera y mecénicas del recubrimiento (Bagheri et al., 2019).

La morfologia de los recubrimientos esta dada por diferentes factores, entre ellos,
la cantidad de agua libre juega un papel crucial ya que esta queda atrapada entre
las capas del material, o cual, forma una compleja estructura tridimensional que
modifica el comportamiento e integridad de la superficie (Pereira et al., 2019). La
observacion del recubrimiento a través del microscopio mostro la forma del poro en
una magnitud de 40X, se puede apreciar cualitativamente que el tamafo del poro

se modifica en relacién a la cantidad de glicerol en la formulacion.

En la Figura 7 se muestra la forma del poro de los diferentes tratamientos de los
recubrimientos comestibles a base de alginato de sodio y el control. Como se puede
apreciar en las imagenes, La forma tridimensional del poro proporciona una serie
de capas dentro del mismo poro, este comportamiento se repite sin importar la
cantidad de glicerol. El unico cambio cualitativo es el tamafio de los poros.

Figura 7. Morfologia del poro de los recubrimientos a base de alginato de sodio y glicerol.

C: Control, los nimeros en la esquina superior izquierda indican el nimero de tratamiento.

40



6.5. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se determin6 en relacién con la acciéon del
plastificante, que puede modificar las propiedades de permeabilidad del
recubrimiento. Los datos que determinan la barrera al intercambio de vapor se
muestran en la Tabla 9. El menor valor de permeabilidad fue 4.427 + 4.57 x10-1°
g/m?+ s Pa del tratamiento 9, este tratamiento tiene el mayor porcentaje de alginato-
glicerol y espesor de recubrimiento. Los valores obtenidos de permeabilidad fueron
similares a los obtenidos en un estudio previo bajo las mismas condiciones de
humedad relativa y componentes del recubrimiento (Olivas and Barbosa-Céanovas,
2008). El aumento de la humedad disminuye la barrera de vapor entre las
superficies exterior e interior; por lo tanto, hay mayor intercambio de vapor de agua.
Ademas, un recubrimiento sin plastificante o de baja concentracion da como
resultado una superficie con grietas o alta porosidad, facilitando la transferencia de
gases (Aadil and Jha, 2016).

Estudios recientes demostraron que los niveles bajos de permeabilidad permiten el
uso de recubrimientos a base de alginato como protectores en los envases de
alimentos. Giz et al. (2020) demostraron que la interaccién entre alginato, glicerol y
CaClz en veinte composiciones evaluadas es decisiva en la permeabilidad. Se
observd una disminucion en los valores de permeabilidad al aumentar las
concentraciones de CaClz en el entrecruzamiento de los recubrimientos. Por lo
tanto, las diferencias entre la permeabilidad de este estudio y las reportadas en la
literatura pueden variar debido a varios factores, incluida la temperatura.
Especificamente, Wang et al. (2017) obtuvieron valores de permeabilidad inferiores
a los reportados en este estudio debido al uso de una base primaria de colageno.
En particular, la temperatura a la que se preparo la suspension de colageno-alginato
influye en el espesor del recubrimiento y, por lo tanto, en la permeabilidad. Los
resultados de esta investigacion en relacién a los datos del estudio anterior, brindan
la oportunidad de optimizar recubrimientos comestibles con la combinacién de
diferentes tipos de compuestos como proteinas u otros polisacaridos, esto con el fin
de minimizar alteraciones en el comportamiento de las propiedades de los

recubrimientos.
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6.6. Retencion de agua en los recubrimientos

Los recubrimientos comestibles a base de alginato sometidos a una humedad
relativa de 84% con cloruro de potasio presentaron un contenido de agua similar
entre los diferentes grados de adicién de glicerol y el control. El valor mas bajo en
contenido de agua fue del recubrimiento control con 4.82 = 0.29 g al inicio de la
prueba, mientras, el registro de mayor cantidad fue del tratamiento con glicerol al
3% con un valor de 5.85 + 0.24 g.

Los resultados muestran que conforme avanzo la experimentacion la cantidad de
agua contenida en los recubrimientos fue disminuyendo paulatinamente hasta
presentar valores de 1.61 + 0.007 g para el control y para el tratamiento con 3% de
glicerol presento 2.18 + 0.19 g, estos valores fueron el mas bajo y el mas alto
respectivamente al termino de los 10 dias que duro la experimentacién con los

recubrimientos.

En la Figura 8 se muestra el comportamiento del control y de los tratamientos con
adicion de glicerol, se puede observar la tendencia a perder el contenido de agua
conforme avanzan los dias de la experimentacién. Los resultados estadisticos
muestran que no hay diferencia entre el control y los tratamientos con glicerolal 1y
2%. Sin embargo, existe una diferencia estadistica con respecto al tratamiento con
glicerol al 3%.

Este comportamiento se debe a la propiedad del glicerol como hidratante, es decir,
tiene la capacidad de atraer y retener la humedad en la estructura tridimensional del
recubrimiento, lo cual, mantiene por mas tiempo la integridad del mismo (Basiak et
al., 2018). Esta capacidad es determinante para la utilizacion del glicerol en la
formulacion de los diferentes tipos de recubrimientos organicos, solo es necesario
considerar el tipo de material empleado para favorecer las propiedades mecanicas,

la permeabilidad al vapor de agua, transmisién de gases, entre otros factores.

42
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Figura 8. Contenido de humedad de los recubrimientos comestibles con glicerol a 84% de humedad relativa.

Linares-Castafieda et al. (2023) realizaron un estudio en chiles para alargar la vida
atil del producto mediante un recubrimiento a base de alginato, zaina y glicerol. La
adicion del glicerol al 4% en este tratamiento contribuyd para mantener la calidad
del chile en cuanto a pérdida de peso y firmeza. Este mismo efecto de proteccién
se ve en otros estudios con recubrimientos comestibles a base de alginato y glicerol.
Medina-Jaramillo et al. (2020) estudio como un recubrimiento de alginato, carvacrol
y glicerol mejoran la vida util de ardndanos después de 21 dias de almacenamiento

debido a la menor tasa de respiracion y perdida del agua.

6.7. Superficie de los recubrimientos

Los recubrimientos fueron observados mediante microscopia electrénica de
barridos (SEM, por sus siglas en inglés) en diferentes aumentos. La superficie del
recubrimiento comestible determina la integridad de las capas, incluso, muestra la
estructura tridimensional de la formacion del alginato, glicerol y agua. En la Figura
9 se muestran las imagenes obtenidas del recubrimiento control y de los

tratamientos con glicerol al 1, 2 y 3%.

La imagen del recubrimiento control muestra lo quebradizo de la superficie en
ausencia del glicerol, en este sentido, a medida que aumenta la cantidad de glicerol

la apariencia superficial se modifica en un recubrimiento liso, continuo, sin presencia
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de orificios o grietas. Como ya se mencioné anteriormente, la integridad de los
recubrimientos se relaciona con diferentes propiedades fisicas, mecanicas y de
aplicacion, entre ellas, la adherencia del recubrimiento sobre el material o producto
receptor.

Liu et al. (2021) realizaron un experimento con un recubrimiento para mantener la
calidad postcosecha de la fresa, en este estudio, determinaron por SEM que la
estructura interna y la superficie porosa permiten aumentar la capacidad de carga
de moléculas funcionales. Esto demuestra la versatilidad de los recubrimientos para
cumplir con multiples finalidades, los cuales dependen del objetivo en la utilizacién

de dichos recubrimientos organicos.

Figura 9. Imagenes SEM de los recubrimientos comestibles con diferentes adiciones de glicerol.

A: Imagen del recubrimiento control a 1500X, B: Imagen del recubrimiento con 1% de glicerol a 1000X, C:
Imagen del recubrimiento con 2% de glicerol a 500X y D: Imagen del recubrimiento con 3% glicerol a 160X.

Yin et al. (2019) realizaron un estudio con un recubrimiento comestible a base de

alginato sobre la céscara del mango, los resultados obtenidos mostraron una
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superficie sin presencia de orificios, ademas, la adherencia del material fue evidente
con respecto a la epidermis del fruto. Estos mismos resultados se presentaron en
un estudio para alargar la vida util de productos postcosecha donde la muestra
control no presento cambios con respecto a los demas tratamientos. Es decir, se
presento una superficie homogénea sin grietas ni alteraciones (Ramakrishnan et al.,
2023).

6.8. Propiedades mecanicas de los recubrimientos

Se evaluaron las propiedades mecanicas para determinar la integridad del
recubrimiento, el cual puede ser aplicado en diferentes etapas del cultivo de
productos frescos. La fuerza de tension, el porcentaje de elongacion a la ruptura y
el modulo de elasticidad de las muestras se muestran en la Tabla 9. Para la fuerza
de tension, el rango obtenido de las muestras fue de 12.66 + 0.94 — 25.43 + 2.538
MPa. El tratamiento uno obtuvo recubrimientos con la mayor fuerza de tension a
25.43 + 2.538 MPa con valores de 1% alginato y 1% glicerol, la fuerza de tensién

disminuye a medida que aumenta la cantidad de glicerol en cada tratamiento.

El tratamiento uno obtuvo recubrimientos con la menor elongacion a la ruptura de
17.31 £ 0.727 % con valores de 1 % alginato y 1 % de glicerol, la elongacién a la
ruptura aumenta a medida que aumenta la cantidad de glicerol en cada tratamiento

hasta un méaximo obtenido del tratamiento nueve con 27.94 + 0.377 %.

Finalmente, el modulo de elasticidad se expreso en un rango de 883 + 53.95 - 1798
+ 25.00 MPa. El tratamiento uno obtuvo recubrimientos con la mayor resistencia con
1798 + 25.00 MPa con valores de 1% alginato y 1% glicerol, el médulo de elasticidad
disminuye a medida que aumenta la cantidad de glicerol y alginato con cada
tratamiento. En general, el componente principal del recubrimiento que modifica
estas propiedades es el glicerol, el cual reduce las fuerzas intermoleculares del
alginato, mejorando estas propiedades para una mayor integridad (Barbut and
Harper, 2019).

Hidayati et al. (2021) realizaron un estudio con glicerol y CMC obteniendo una fuerza
de tension de 101.341 MPa con cantidades de 0.25% de glicerol y 1% de CMC; la
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diferencia de hidrocoloides utilizados es la principal causa de la discrepancia en los
valores, sin embargo, el comportamiento de fuerza de tension es similar debido al
uso de glicerol donde la concentracion del plastificante determina la fuerza utilizada.
Prus-Walendziak and Kozlowska (2021) realizaron un estudio con diferentes bases
de recubrimiento y concentracion de glicerol, el tratamiento 1% ALG/GEL/G obtuvo
los valores mas bajos de elongacion a la ruptura con 4,8 + 0,8% en contraste, el
tratamiento 10% ALG/GEL/G obtuvo valores de 173,0 + 7,4%. La investigacion
realizada mostré la misma tendencia de aumento de elongacion a la ruptura a
medida que aumentaban los espesantes y plastificantes como en la investigacion

antes mencionada.

Un estudio enfocado en el efecto del glicerol en la elasticidad de los recubrimientos
reportd que la cantidad afadida disminuye la fuerza aplicada, por lo tanto, el
tratamiento con 0% de glicerol obtuvo 2034 + 548 MPa mientras que el tratamiento
con 30% de glicerol reporté 632 + 316 MPa (Giz et al., 2020). Los datos obtenidos
de esta investigacion son similares en cuanto al comportamiento del glicerol, sin

embargo, el hidrocoloide utilizado cambia este tipo de interaccién.

En otros estudios se ha reportado que las propiedades mecéanicas, especificamente,
la fuerza de tension y el modulo de elasticidad aumentan a altas concentraciones
de CaClz, mientras que la elongacién a la ruptura disminuye en las mismas
condiciones (Costa et al., 2018). Incluso la combinacion de materiales utilizados es
otro factor importante en los cambios en las propiedades mecanicas (Salama et al.,
2019).
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Tabla 9. Evaluacion de las propiedades fisicas y mecéanicas de recubrimientos.

Tratamiento

Espesor* (mm)

Permeabilidad al vapor de

agua (x101° g/m? s Pa)

Fuerza de

tension (MPa)

Elongacion ala

ruptura (%)

Modulo de

elasticidad (MPa)

9

0.0541 + 0.00272

0.0637 + 0.0025°

0.0697 + 0.0024¢

0.0659 + 0.0026°

0.0687 + 0.0029¢

0.0749 + 0.0031¢

0.0761 + 0.0019¢

0.0785 + 0.0210¢

0.0825 + 0.0033'

8.5976 + 45792

8.5823 + 4,9922

8.3623 + 3.501

7.8026 + 2.892P¢

7.4682 + 6.669%

6.9058 + 1.751¢

5.6198 + 1.443¢

5.0354 + 6.122¢

4.4268 + 2.677"

25.43 + 2.5382

24.58 + 0.8662

24.08 +1.2922

21.28 +1.089°

20.48 £ 1.376°

19.33 +£1.267°

16.59 +1.130°

14.13 £+ 0.710¢9

12.66 + 0.9409

17.31£0.7272
17.86 + 0.803%°
18.70 + 0.625P
20.77 +0.846°
22.50 + 0.555¢
24.15 + 0.667f
22.73 + 0.945¢%
24.02 + 1.358¢f

27.94 +0.3779

1798.00 + 25.002
1540.00 + 42.93P
1404.00 + 53.03°
1213.33 + 59.944
1115.67 + 58.23%
998.67 + 53.72
1191.67 + 92.52¢
1034.00 + 64.63¢f

882.67 + 53.959

Los datos se expresan como la media + DE. Letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre las muestras por el método LSD de Fisher p <0,05.

*Esta prueba se realiz6 con 10 repeticiones de cada muestra, para el resto de pruebas se realizaron 3 repeticiones por muestra.
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6.9. Aplicacion del recubrimiento en condiciones ambientales

La primera aplicacion del recubrimiento organico a base de alginato se rocio a5 cm
de distancia del fruto en un angulo de 30° sin obstrucciones directas por 10
segundos en un giro de 360°. La superficie presento acumulaciones del
recubrimiento en forma de gotas debido a la cercania del rociador con el fruto, la
aplicacion se realiz6 a 30 mazorcas de cacao con la misma respuesta en la
superficie. Las condiciones del ambiente para el 09 de octubre de 2022 durante la
aplicacion a las 12:00 horas fueron 24.5°C de temperatura con una humedad

relativa de 82%.

La segunda aplicacién se realizd a 10 cm de distancia del fruto por el mismo angulo
y tiempo. El resultado fue una superficie con acumulaciones de menor tamafio en
los camellones del fruto, sin embargo, en los surcos se presentaron gotas del
material de forma continua. Las condiciones ambientales para el 30 de octubre de
2022 durante la aplicacion a las 12:00 horas fueron 22.4°C de temperatura con una

humedad relativa de 81%.

La tercera aplicacion se realizdé a 10 cm de distancia del fruto a un angulo de 45°
sin obstrucciones directas por 10 segundos en un giro completo. El fruto no presento
acumulaciones en el camell6n o surco, no obstante, el 10% de los frutos recubiertos
presentaron una gota de material en la punta del diAmetro polar. Las condiciones
ambientales para el 13 de noviembre de 2022 durante la aplicacion a las 12:00 horas
fueron 21.1°C de temperatura con una humedad relativa del 77%. En la Figura 10
se muestra las aplicaciones del recubrimiento y los efectos visuales mencionados

con la acumulacion del material.
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Figura 10. Aplicaciones del recubrimiento en condiciones ambientales.

1) Primera aplicacion, 2) Segunda aplicacion, 3) Tercera aplicacion

6.10. Cultivo e identificacion taxondmica de Moniliophthora roreri

Las muestras recolectadas del campo fueron inoculadas para observar el tipo de
microorganismos presentes en la superficie de la mazorca de cacao. Este proceso
permiti6 observar el tipo de crecimiento de Moniliophthora roreri, el cual es un
crecimiento lento en comparacion con el agente de control bioldgico. En la Figura
11 se muestra el proceso desde la recoleccion de las muestras en campo hasta la

purificacion de la cepa.

Figura 11. Cultivo e identificacién de Moniliophthora roreri.
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1A) Recoleccion en campo 2021, 2A) Cultivo de la superficie 2021, 3A) Aislamiento del microorganismo 2021,
4A) Purificacién del microorganismo 2021. 1B) Recoleccion en campo 2022, 2B) Cultivo de la superficie 2022,

3B) Aislamiento del microorganismo 2022, 4B) Purificacion del microorganismo 2022.

Una muestra de la colonia de la cepa purificada fue colocada sobre un portaobjetos
y observado bajo el microscopio. La identificacion inicial se realiz6 mediante fichas
taxonomicas, las cuales establecen a Moniliophthora roreri como un basidiomiceto
con un micelio hialino, ramificado y septado con doliporas. Los conidios se producen
en cadenas con maduracién basipetal que comprenden de 4 a 10 en serie y estan
envueltos en una pared celular. Las esporas son globosas y en ocasiones
elipsoidales. En la Figura 12 se muestra las cepas purificadas que mostraron una

semejanza con la descripcién taxondmica antes mencionada.

Figura 12. Identificacién por fichas taxondmicas en microscopia 6ptica a 40X.

6.11. Identificacion por PCR de Moniliophthora roreri

Se obtuvieron 13 muestras de M. roreri, los amplicones obtenidos estuvieron en el
rango de 750 pb. Estos valores corresponden a los establecidos para este hongo.
Suarez-Contreras (2016) analiz6 56 aislamientos de M. roreri de los cuales 8
tuvieron 600 pb, 12 presentaron 740 pb y los restantes 36 mostraron 750 pb. Los
resultados muestran una concordancia entre las muestras de los hongos de nuestro
estudio y la mayoria de las muestras del estudio mencionado. Este mismo resultado

lo obtuvo Guato-Molina et al. (2019) al observar muestras con 750 pb para M. roreri.
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En la Figura 13, se observan las cepas de M. roreri para cada zona experimental y
control. En la imagen se muestra el comportamiento de cada cepa de M. roreri de
las diferentes zonas experimentales que presentaron indicadores de moniliasis,
como resultado se obtuvieron bandas similares entre cada muestra. Dichas bandas
se encuentran ubicadas en el rango de los 750 pb comparadas contra la escalera

obtenida como referencia.
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Figura 13. Amplificacion por PCR de cepas de Moniliophthora roreri.

Del carril 2 al 4 se analizaron muestras de la zona tratamiento 1, del carril 5 al 7 se presentan muestras de la
zona tratamiento 2, del carril 8 al 10 se colocaron las muestras de la zona tratamiento 3, finalmente, del carril
11 al 14 se observan las muestras de la zona control. En el carril 1 y 15 se muestran las escaleras que indican
el peso molecular.

6.12. Efecto del agente de control biolégico sobre Moniliophthora roreri

El analisis en condiciones de laboratorio del efecto del control bioldégico sobre M.
roreri mostro un efecto parasitario del 73% + 4.66, antibiosis de 34.02% + 3.46,
potencial antagoénico de 53.46% + 2.97 y un efecto inhibidor del 27.39% + 2.97. Esto
demuestra que el trichoderma harzianum es un antagonista viable en el tratamiento

correctivo y preventivo para evitar el desarrollo de moniliasis en mazorcas de cacao.

El género Trichoderma posee una alta eficiencia en la actividad de control. Leiva et

al. (2020) muestran un claro efecto de control de diferentes cepas de Trichoderma
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en Peru, en su estudio, se obtuvieron valores parasitarios desde 32 + 13.6 hasta
100%, antibiosis de 33.36 + 1.13 hasta 57.92 + 4.43% y potencial antagonico de
42.36 + 6.69 hasta 78.64 + 0.73%. El estudio concluye que existe una relacion en la
actividad antagonica entre especies que crecen en un mismo sitio. Por lo tanto, las

especies parasitarias mas efectivas son las presentes en el mismo agroecosistema.

En la Figura 14 se muestra la confrontacion a nivel laboratorio de las cepas de M.
roreri y Trichoderma harzianum, en la imagen se puede apreciar la interaccion entre
los microorganismos. En ambos casos, la confrontacién generé un campo de
inhibiciébn el cual permanecié intacto a lo largo de la experimentacion. El

Trichoderma harzianum mostré ser una barrera efectiva para el crecimiento de M.

roreri. Este efecto se presentd en una proporcion 1:1.

Figura 14. Confrontacion antagonica entre Trichoderma harzianum y Moniliophthora roreri a nivel laboratorio.

A) Confrontacion de Trichoderma harzianum y Moniliophthora roreri en la temporada mayor 2021, B)
Confrontacion de Trichoderma harzianum y Moniliophthora roreri en la temporada mayor 2022
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Posteriormente, Leiva et al. (2022) reportaron la actividad antagdnica general del
clado filogenético harzianum. Se reporté el parasitismo en un rango de 30 — 100%,
antibiosis de 12 — 25% y potencial antagonico de 30 — 50%. Los datos de nuestro
estudio son mayores para antibiosis y potencial antagénico, mientras, en
parasitismo el valor se encuentra dentro del rango reportado en el estudio anterior.
El efecto de control es variable incluso entre las mismas cepas de hongo, se debe
a la produccion de enzimas que degradan la pared celular del fitopatogeno (Vinale
et al., 2006).

Lépez-Lopez et al. (2022) mencionan que existen mecanismos de inhibicibn como
el hiperparasitismo y la formacion de halos de inhibicion. En su estudio analizaron
25 cepas de Trichoderma, de estas cepas 11 inhibieron el crecimiento con la
formacién de halos, mientras, el numero restante de cepas presentaron
hiperparasitismo sobre el fitopatdgeno. El Trichoderma presenté un porcentaje
promedio de inhibicion del 80%, este valor difiere de nuestros datos principalmente
por el tipo de fitopatdégeno estudiando y el tipo de Trichoderma empleado, incluso,
el origen de los microorganismos antagonico y fitopatdgeno influye en la efectividad

del sistema de control.

6.13. Caracterizacion fisica de las mazorcas de cacao

Las caracteristicas fisicas de los frutos estan directamente asociadas con el
desarrollo y la maduracion. La Tabla 10 muestra las medidas fisicas de la mazorca
y los granos de cacao del grupo control y de las tres areas experimentales. Las
mazorcas de cacao en las areas experimentales midieron 109.87 + 8.62 a 129.78 +
8.33 mm de largo, 69.50 £ 5.96 a 77.96 £ 3.67 mm de ancho, 249.93 + 28.76 a
289.64 £ 42.96 g de peso y 39 a 40 granos de cacao por mazorca.

Los frutos presentaron una coloracion amarilla expresada en el espacio de color
L*C*h: 29.47 +4.7a39.19 + 3.48,19.46 +6.82 2 39.84 + 2.7y 59.42 + 3.08 a 75.68
* 24.82 respectivamente. Los granos de cacao midieron 15.84 + 1.99 a 19.15 + 1.07
mm de largo, 11.05 £ 0.95 a 13.15 + 0.88 mm de ancho, 6.14 £ 0.68 a 7.81 £ 1.32
mm de espesor, 68.87 + 4.36 a 78.94 £ 5.43 g de peso y una dureza del grano de
751.90 £ 197.43 a2 963.35 + 173.33 g.
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Sitohang and Siahaan (2018) analizaron el tamafio de la mazorca y la cantidad de
granos de cacao en diferentes altitudes en el norte de Sumatra. Los resultados
obtenidos a una altitud de 280 m (similar a la de nuestro estudio) fueron 181.1 mm
de largo, 78.6 mm de ancho y 489.50 g de peso, mientras que el nUmero de granos
fue de 36 por fruto.

Las mazorcas analizadas del norte de Sumatra obtuvieron valores mas altos en
cuanto a tamafio y peso de la mazorca, sin embargo, presentaron menor nimero
de granos con respecto a los frutos de nuestro estudio. En otro estudio se analizé
el color como indicador de madurez, registrandose valores de *C 50.43 + 6.90 y *h
77.42 + 7.50 para frutos de cacao con tonalidades amarillas, en este estudio los
autores concluyen que el color cambia conforme avanza la madurez del fruto
(Cubillos Bojaca et al., 2019).

6.14. Rendimiento de las mazorcas de cacao

El rendimiento del cacao estuvo influenciado por la fertilizacion del suelo y la
aplicacion de técnicas de manejo previas a la cosecha. La Tabla 10 muestra la
cantidad total de mazorcas de cacao obtenidas de una hectarea. EI mayor
rendimiento se obtuvo de la zona experimental 2 con 520.06 + 104.91 kg, sin
embargo, no existe diferencia estadistica con respecto a las otras dos zonas de
cultivo. Entre las zonas de cultivo y el control hay una diferencia estadistica, se debi6

a gue el rendimiento aument6 mas del 60%.

Djuideu et al. (2021) analizaron el aumento del rendimiento en diferentes tipos de
agrosistemas de cacao (rustico, intermedio y pleno sol) a través de practicas de
manejo como la poda de rehabilitacion, estimaron que el sistema con mayor mejora
después de la poda fue el sistema intermedio con 167% de aumento. Ademas, se
redujo la incidencia de enfermedades y plagas.

En otro estudio se planteé la importancia de promover la implementacion de
practicas previas a la cosecha en fincas de cacao de pequefa escala con la
intencién de aumentar el rendimiento de frutos. Como resultado obtuvieron que la

mayoria de los pequefios productores del sur de Indonesia no cuentan con los
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conocimientos y herramientas basicos para atender las plantaciones desde el inicio

y primeros afios de producciéon (Schaad and Fromm, 2018).

Tabla 10. Propiedades fisicas y rendimiento de las mazorcas de cacao de cada zona establecida.

Concepto

Control

Zonal

Zona 2

Zona 3

Frutos de cacao

tratados

Tamafio (mm)

Largo

Ancho

Peso mazorca (g)

Color

*C
*h

NUm. Granos

Tamafio grano (mm)
Largo
Ancho

Grosor

Peso grano (g)

Dureza grano (g)

NUm. frutos/arbol

Rendimiento (kg)

110.32 £ 8.122

71.03 + 4.283°

260.75 + 29.74%

38.77 +3.182

38.31 + 2.54%

64.03 + 3.482

39 +3.122

16.85 +1.492

11.15+0.902

6.61 + 0.39%

69.38 + 5.462

963.35 + 173.33°

14.7 + 2.312

304.74 + 68.352

129.78 + 8.33°

77.96 + 3.67¢

289.64 + 42.96°

39.19 + 3.482

39.84 +2.704

64.80 + 3.83%

39+2.872

18.60 + 0.79°

12.41 + 0.52%¢

7.37 £ 0.79b°

75.84 + 8.19%

872.50 + 202.63%

21.5+2.46°

491.95 + 94.67°

119.70 + 6.60°

74.06 + 3.26°

285.39 + 33.86"

35.58 +3.89?2

34.96 + 3.67°°

66.91 + 5.992°

40 + 4.302

19.15+1.07°

13.15+0.88°

7.81+1.32°

78.94 £5.43°

751.90+197.432

23 +3.30°

520.06 + 104.91°

121.41 + 5.60°¢

75.79 + 3.40%

268.39 + 31.15%

29.47 £ 4.70P

33.66 +5.21°

59.42 + 3.082

39+2.762

18.46 + 0.44°

12.35+0.70°

7.39 + 1.24b°

73.88 £ 9.20%

838.75 + 134.89%

22.4 +2.27°

472.36 +52.01°

109.87 + 8.622

69.50 + 5.962

249.93 + 28.762

35.44 +7.342

19.46 + 6.822

75.68 + 24.82°

39.30 +1.192

15.84 +1.992

11.05 +0.952

6.14 + 0.682

68.87 + 4.362

754.58 + 149.982

17 +3.102

332.60 + 58.02°¢

Los datos se expresan como la media + DE. Letras diferentes indican que existe una diferencia significativa

entre las muestras por el método LSD de Fisher p <0,05.

Todas las pruebas se realizaron con 3 repeticiones de cada muestra.
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La Figura 15 muestra las diferencias entre el control y las areas de cultivo
fertilizadas. Existen diferentes indicadores para determinar el aumento del
rendimiento de la planta, el primero es la reduccion de mazorcas enfermas o
laceradas. Asimismo, las flores se consolidaron en frutos viables y en desarrollo,
por lo tanto, aumento los frutos formados que alcanzan el punto de madurez ideal

para la cosecha.

Figura 15. Aumento de rendimiento y consolidacion de frutos en las dos etapas de fructificacion.

la) Frutos de cacao formados en el tronco principal, septiembre de 2020. 2a) Flores de cacao que no lograron
consolidar un fruto, septiembre de 2020. 3a) Momificacion de frutos en estado avanzado de desarrollo,
septiembre de 2020. 1b) Frutos de cacao formados en el tronco principal tronco, septiembre de 2021. 2b) Flores
de cacao aun visiblemente viables para consolidar el fruto, septiembre de 2021. 3b) Disminucion del numero de
frutos de cacao momificados en un estado avanzado de desarrollo, septiembre de 2021.

6.15. Caracterizacion quimica de las mazorcas de cacao

Se determinaron los compuestos quimicos de cada parte de la mazorca de cacao.
En La Tabla 11 se muestra el resumen del contenido de compuestos quimicos
presentes en las diferentes partes de la mazorca de cacao. El mucilago de cacao
conocido en forma general como la pulpa es la parte mas humeda del fruto en
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general. Mientras, el grano es la parte con menor cantidad de humedad. Los sdlidos
solubles se encuentran en mayor concentracion en la parte mucilaginosa. Se puede
observar que la cascara exterior del cacao es la parte con mayor contenido en
taninos, compuestos fenolicos y flavonoides. La actividad antioxidante por ABTS se
muestra en rangos de 5.43 £ 0.68 — 29.06 + 3.70 uM Trolox/g y por medio de DPPH
se muestran en 5.63 + 1.15 — 32.13 + 1.55 uM Trolox/g para los frutos de cacao

sanos.

En general, se puede comparar el contenido de los compuestos quimicos de las
diferentes partes del cacao en frutos sanos y frutos tratados con el recubrimiento
comestible después de la infeccion por M. roreri. Cada concepto analizado fue
diferente estadisticamente con excepcion del contenido de solidos solubles en la
cascara del cacao. Es decir, tanto en los frutos sanos como en los frutos tratados el
contenido de solidos solubles fue similar. Los datos muestran que, aunque todavia
se encuentran los compuestos presentes en las mazorcas de cacao tratadas, la

proporcion se vio alterada.

En especifico, los frutos de cacao tratados aumentaron en contenido de humedad,
lo cual afecta directamente la dureza de los frutos y la integridad de los
recubrimientos utilizados. Para el resto de los conceptos los valores disminuyeron
alterando de forma gradual la cantidad y calidad de los compuestos quimicos

presentes.

Tabla 11. Compuestos quimicos de las mazorcas de cacao.

Concepto

Frutos de cacao sanos Frutos de cacao tratados

Humedad (g/1009)
pH
Solidos solubles (°B)

Taninos (mg Cat/g)

Grano Mucilago Céascara Grano Mucilago
4.46+0.37* 84.6+0.87° 9.13+0.79° 8.57 + 1.06¢ 87.27 £ 1.75°
5.37+0.27% 4.89+0.29® 575+ 0.25° 4.67+0.43% 4.07+0.21¢
16.55+0.55% 18.50+ 1.03> 7.69 +0.58¢ 12.68 + 0.90¢ 12.65 + 0.59°
14.45+0.58% 7.76 £1.52° 19.66+0.73° 9.60+0.76 3.20+1.13°

Céscara

13.05 + 2.59

4.92 +0.25f

7.24 £ 0.62°

13.84 + 2.35
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Compuestos fendlicos
(mg EAG/Q)

Flavonoides (mg

rutin/g)
ABTS (UM Trolox/g)

DPPH (uM Trolox/qg)

37.44+2.11* 19.52+1.74> 64.36+7.40° 30.28+1.91¢ 11.82+1.14°
13.90 £2.10* 11.72+1.27° 15.64+0.97° 8.76+1.11% 8.34+1.09°
19.53+1.20® 5.43+0.68° 29.06+3.70° 11.27+1.66° 2.03 +0.60°
20.13+1.58* 5.63+1.15° 32.13+1.55° 14.73+0.90¢ 1.60+0.62°

36.22 + 4.31f

10.30 + 1.68'

15.33 +1.36

24.73 + 1.96

g: gramos; mg: miligramos; Cat.: catequina; EAG: equivalentes de &cido galico. Los datos se expresan como la
media + DE. Letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre las muestras por el método
LSD de Fisher p <0,05.

En recientes investigaciones, Agudelo et al. (2022) han determinado que los
compuestos quimicos presentes en el fruto de cacao se pueden ver afectados por
diferentes factores como el origen geogréfico, las condiciones de cosecha, incluso
por el aflo o temporalidad. Estas afirmaciones, crean la interrogante sobre la
relacion de la infeccidn del patdgeno M. roreri y la perdida en los valores de los

compuestos quimicos.

De igual forma, se analizaron los &cidos grasos presentes en los frutos de cacao
sanos como en los frutos de cacao infectados y posteriormente tratados con el
recubrimiento comestible. Los acidos grasos presentes en las diferentes partes del
fruto de cacao fueron acido palmitico, esteérico, oleico, linoleico, a-linolénico,
araquidico y behénico. Se encontraron otros acidos en menor cantidad, los cuales
no fueron considerados en esta investigacion. En la Tabla 12 se muestra la cantidad

de acidos grasos presentes en las diferentes partes de las mazorcas de cacao.

En general, el contenido de acidos grasos se puede comparar entre ambos estados
de los frutos de cacao, el contenido de los acidos grasos C16:0, C18:0, C18:1, C18:2
fueron estadisticamente similar con respecto a su contraparte de estado
fitosanitario. Sin embargo, los acidos grasos C18:3, C20:0 y C22:0 presentaron
diferencia estadistica en los valores de las diferentes partes del fruto, especialmente

en el mucilago y el grano.
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Tabla 12. Perfil de acidos grasos presentes en las mazorcas de cacao.

Acido graso

Frutos de cacao sano

Frutos de cacao tratados

C16:0

C18:0

cis:1

C18:2

C18:3

C20:0

C22:0

Cascara

25.27 £2.93 17.90 + 1.95°¢

Mucilago Grano Cascara Mucilago Grano

24,77 +3.41* 25.83+4.82° 21.57+0.97¢ 24.03+1.272

34.37 £1.152 34.73+2.01° 43.53+0.65° 34.63+1.022 34.13+2.03°
34.27 +0.808 34.77+1.30° 32.67 +0.86° 35.10+1.47% 33.0+0.56°
3.06 £0.512 2.83+0.59* 2.53+0.35° 3.13+0.212  2.30+0.20°
2.66 +0.142 0.14+0.02° 0.91+0.02¢ 0.25+0.049 0.79 +0.08¢
0.86 +0.072 2.17+0.15> 1.80 +0.20° 0.53+0.072 1.43+0.15¢
1.12+0.032 0.13+0.02° 1.37+0.12¢ 0.12+0.03¢ 0.12+0.03°

41.27 +£0.81°

31.73+1.07°

2.20 £ 0.10¢

0.50 + 0.40

1.53 + 0.40°

1.27 £ 0.15¢

Los datos se expresan como la media = DE. Letras diferentes indican que existe una diferencia significativa
entre las muestras por el método LSD de Fisher p <0,05.

Los frutos de cacao son un producto de altos requerimientos para su correcto
crecimiento y, por lo tanto, para su aprovechamiento total. Este cultivo enfrenta
diferentes desafios tanto de proceso como bioldgicos. El factor mas devastador en
cuestion biolégica son las plagas y las enfermedades. Diferentes organismos
afectan este arbol en general, los microorganismos afectan las propiedades fisicas
y quimicas de los frutos, lo cual, merma el rendimiento y el beneficio de cada parte

de la mazorca.

En este sentido, recientes investigaciones se centran en buscar alternativas para
minimizar o controlar los factores que afectan la calidad del fruto de cacao, en
especifico, las amenazas bioldgicas que afectan significativamente las propiedades
fisicoquimicas del cacao (Subroto et al., 2023). Para complementar este enfoque,
es necesario considerar las practicas culturales precosecha y los factores
intrinsecos de la planta para lograr un control integral de los agentes dafiinos que

puedan comprometer la salud general del arbol de cacao.
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7. CONCLUSIONES

El cultivo del arbol de cacao tiene requerimientos muy especificos en condiciones y
calidad del suelo para poder desarrollarse de forma correcta. Estos primeros
aspectos engloban una serie de factores como contenido de nutrientes y
propiedades fisicas. El acondicionamiento del terreno fue crucial para mejorar el
funcionamiento agroecosistema del cacao, esto permitio el aprovechamiento
integral de los recursos generados por la plantacion, asi como aumentar el

rendimiento del producto designado.

La elaboracién de un recubrimiento organico con un agente de control biol6gico
proporcion6é una alternativa viable para realizar una confrontacion entre un
organismo patégeno y su contraparte antagonista para minimizar los efectos
negativos de una infeccion completa. La aplicacién del recubrimiento tiene como
ventaja la compatibilidad de la matriz y su utilizacion en la agroindustria, estos
recubrimientos tienen una versatilidad que les permiten acoplarse a diferentes

propésitos y en diversos campos.

El desafio de la utilizacién del recubrimiento en condiciones de campo radica en los
diferentes factores que pueden influir en la efectividad y su durabilidad. Las
condiciones ambientales juegan un papel importante al momento de decidir qué
método emplear y la periodicidad de dichas aplicaciones. Por lo tanto, es necesario
establecer las condiciones ambientales 6ptimas para garantizar el maximo beneficio

al considerar el estado fisiolégico adecuado para las coberturas.

El efecto del control bioldgico del agente antagonista sobre el patdgeno causante
de los dafios en los frutos de cacao muestra la eficacia de los métodos bioldgicos
para el manejo integral de las enfermedades. Los diferentes mecanismos de accion
como antibiosis, antagonismo y micoparasitismo brindan diversos caminos para
estudiar el efecto que tiene un microorganismo sobre otro, en el caso del
Trichoderma harzianum sobre el hongo Moniliophthora roreri aplican los tres
mecanismos, lo cual, establece un campo de efectividad semejante a los controles

quimicos.
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Las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de cacao son un indicador preciso
para saber el manejo y el estado en general del arbol. Estas caracteristicas se
pueden modificar segun los intereses para el plantio por parte del productor. Sin
embargo, se requiere de un proceso complejo y de diferentes medidas para poder
optimizar la produccién. En consecuente, las caracteristicas fisicoquimicas del fruto
de cacao se alteran por influencia de las practicas culturales precosecha, factores
intrinsecos de la planta, condiciones ambientales, temporalidad e incluso aspectos

genéticos.

En conclusién, el manejo de moniliasis en frutos de cacao mediante un
recubrimiento fungicida es posible debido a los mecanismos de accion entre los
organismos involucrados, sin embargo, las caracteristicas fisicoquimicas de dichos
frutos pueden comprometerse debido a diferentes factores, entre ellos, la infeccién
temprana del fruto y, por consiguiente, puede provocar la perdida de la calidad, la
falta de integridad en el fruto y la muerte parcial o total del cultivo.
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