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Capitulo |

1. Introduccion
El cacao Theobroma cacao L., es una planta oriunda de los trépicos humedos de
América del sur. Su centro de origen se cree ser en el noroeste de América del

sur, en la zona alta amazonica (Enriquez, 2004).

En Europa a partir del siglo XIX el desarrollo de la industria del chocolate la
produccion de cacao se incrementdé a un ritmo acelerado, en funcion de esto,
Brasil y Ecuador se convirtieron en paises productores de este cultivo. Mas tarde,
los colonizadores de Africa promovieron el cultivo llegando primero a Ghana de
mano de misioneros suizos y posteriormente se difundié por Nigeria, Camerun y

Costa de Marfil. (Bastidas, 2009)

Desde 1830 Ecuador produce cacao fino de aroma utilizando como base la
variedad nacional, que ocupa aproximadamente 243.146 ha, de las cuales solo
2.294 ha se fertilizan o0 manejan. Ecuador exporta mundialmente entre 110.000 y
150.000 Tm al afo; lo cual constituye una de las principales fuentes generadoras
de divisas y trabajo. En el afio 2012 el pais exporté 121.600 Tm de granos de
cacao y semielaborados. Por otra parte, aproximadamente 600.000 personas se
encuentran vinculadas directamente a la produccién de cacao, lo que representa
el 4,3% de la Poblacién Economicamente Activa (PEA) del Ecuador y el 13% de la

PEA agricola. (ANECACAO, 2012).

El cacao es de importancia relevante en la economia del Ecuador, por ser un

producto de exportacion y que constituye una fuente de empleo para un alto
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porcentaje de habitantes de los sectores rurales y urbanos (Quiroz, 2006). Esta
especie representa uno de los rubros mas importante para el pais, constituyendo
el 5% de la produccién mundial, siendo también uno de los cultivos tradicionales

de interés comercial en la provincia de Los Rios (Sanchez- Mora, et al., 2011).

La actividad cacaotera en Ecuador involucra alrededor de 100.000 familias de
pequefios y medianos productores y una superficie estimada de 500.000 ha. En el
pais se cultiva cacao en 16 provincias de las 24 existentes, especialmente en la
region Costa, Amazonia y en aquellas ubicadas en las estribaciones de la
Cordillera de los Andes. De la superficie nacional el 8,86% corresponde a la regiéon
norte de la Amazonia con 44.300 ha de las cuales el 83% de la superficie
corresponde a cacao de tipo nacional, y el restante 17% a otros tipos de cacao

trinitarios (ANECACAO, 2012).

Siendo el cacao uno de los principales rubros desde el inicio de la colonia en la
Region Amazédnica Ecuatoriana (RAE) por su importancia en la generacion de
ingresos para las familias de los productores, el cultivo no esta exento de
problemas fitosanitarios como: Moniliasis (Moniliophthora roreri Cif. & Par.),
mazorca negra (Phytophthora sp.) y escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa
Stahel); los cuales constituyen los factores limitantes de la produccién; donde la
Unica estrategia para tener éxito es el manejo integrado del cultivo. (Villavicencio,

2010).

La moniliasis es una de las enfermedades mas destructivas del cacao, registrada

en 11 paises latinoamericanos. (Phillips-Mora, 2006). La intensidad de la
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moniliasis, varia segun la zona y época del afio, de acuerdo con las condiciones

climéaticas (PROAMAZONIA, 2003).

En Ecuador, los dafios de las cosechas por la presencia de la moniliasis puede
llegar a un 60% (MAG/IICA, 2001), mientras que su incidencia en mazorcas

alcanzo el 64,76% en el afio 2008 (Sanchez-Mora, et al., 2011).

Actualmente, no existen alternativas para el control de M. roreri en las
plantaciones organicas de cacao en las comunidades kichwas de la provincia de
Napo, ni se dispone de aislados adecuadamente caracterizados del agente causal,
lo cual limita el desarrollo de alternativas biologicas para el control de moniliasis.
Es por ello, que el rendimiento agricola y la calidad del cacao fino de aroma se

compromete asi como los ingresos de los productores de este importante cultivo.

El presente trabajo esta enmarcado a las lineas de investigacion de la Universidad
Estatal Amazodnica, en la linea namero 3 que corresponde a la Produccion de
Alimentos y Sistemas Agropecuarios. Sub linea A Agrotecnia y manejo integrado

de los cultivos de interés regional.

17



a. Objetivos

Objetivo general
Caracterizar cultural, morfoldgica y fisioldgica in vitro de Moniliophthora roreri (Cif y
Par) Evans et al., agente causante de la Moniliasis del cacao (Theobroma cacao

L.), en comunidades kichwas amazodnicas de la provincia de Napo-Ecuador.

Objetivos especificos

e Caracterizar aislados de M. roreri en cacao en base a sus caracteres
culturales, en comunidades kichwas amazoénicas de la provincia de Napo-
Ecuador.

e Caracterizar aislados de M. roreri en cacao en base a sus caracteres
morfoldgicos, en comunidades kichwas amazoénicas de la provincia de
Napo-Ecuador.

e Caracterizar aislados de M. roreri en cacao en base a caracteres
fisiologicos, en comunidades kichwas amazdnicas de la provincia de Napo-

Ecuador.
b. Hipotesis

Mediante el aislamiento e identificacion in vitro de Moniliophthora roreri
procedentes de comunidades kichwas amazénicas de la provincia de Napo-
Ecuador, se podré caracterizar la variabilidad cultural, morfologica y fisiol6gica del
agente causal de la Moniliasis del cacao, como fundamento para desarrollar

alternativas de control biolégico en proximas investigaciones.
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Capitulo I

2. Revision bibliogréfica

2.1.Descripcién del cacao
El cultivo del cacao tuvo su origen en América pero no se puede indicar con
precision el lugar especifico ni su distribucién. Algunos autores indican que el
cultivo del cacao se inici6 en México y América Central y sefialan al mismo tiempo
gue los espafioles no lo vieron cultivado en Ameérica del Sur cuando arribaron al
continente, aunque lo encontraron creciendo en forma natural en muchos bosques
a lo largo de los rios Amazonas y Orinoco y sus afluentes, donde aun hoy existen
tipos genéticos de mucho valor. Los toltecas y los aztecas de México apreciaban
el cacao desde hacia mucho tiempo, antes del descubrimiento de Ameérica.
Cuando Hernan Cortés conquisto ese pais encontré que los aztecas usaban las
almendras del cacao no solo para la preparacion de bebidas sino también como
moneda. Los aztecas creian que el arbol del cacao era de origen divino y que su
bebida conferia discrecion y sabiduria. Por eso Linneo asigné a la especie el
nombre de Theobroma, que significa alimento de los dioses. La civilizacion maya
ocupaba las tierras bajas de bosques humedos tropicales al sureste del imperio
azteca. En los tiempos de Cristébal Colén, los mayas eran los verdaderos
cultivadores de cacao; perfeccionaron su cultivo, aprendieron a curar y conservar
las semillas y hacer una bebida agradable. Ricos y pobres consumian la bebida en
su dieta diaria y traficaban el producto con los aztecas, quienes muy pronto
llegaron a apreciar sus cualidades. Alrededor de 20 afios después del

descubrimiento de América, los conquistadores espafioles de México se
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asombraron de las grandes cantidades de cacao que encontraron en los
almacenes del emperador Moctezuma y de la gran popularidad que tenia en la
corte la bebida que se hacia de él. Esta es la razon por la que se establecié en
Europa una firme creencia de relacion entre los aztecas y el cacao. Segun

estudios de Pound y Cheesman (1934) mencionado por Batista, (2009).

El cacao es originario de América del Sur, del area del alto Amazonas, que
comprende paises como Colombia, Ecuador, Perl y Brasil, donde se ha
encontrado una alta variabilidad. Desde este lugar de origen, las especies se
fueron difundiendo y evolucionando en dos grupos de cacao con caracteristicas
fenotipicas y genotipicas bien definidas, las cuales corresponden a los cacaos

Criollo y Forastero (Batista, 2009).

ECORAE (2001), manifiesta que uno de los principales centros de origen del
cacao es la regibn amazonica. Se encuentra de manera silvestre en varias zonas
de las seis provincias amazénicas, donde las precipitaciones fluctian entre 2.000
y 4000 mm/afio, en altitudes de 200 a 1.100 msnm, temperaturas entre 19 a 25°C
y luminosidad entre 1.050 a 1.350 horas/afio. En suelos del orden de los

Inseptisoles, Ultisoles y Entisoles.

El Ecuador es el primer productor de cacao fino de aroma a nivel mundial con
aproximadamente el 62% del volumen global, por lo tanto es fundamental
preservar este legado cultural, social y economico. Ademas, es el producto
ecuatoriano de exportacion con mayor historia en la economia del pais, que

involucra alrededor de 100.000 familias de pequefios y medianos productores. El
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cacao ecuatoriano es reconocido mundialmente por sus marcadas caracteristicas
de aroma y color sumamente apreciadas en la preparacién de chocolates finos.

(ACEPROCACAQO, 2012).

Existen 500.000 ha de cacao, la mayoria asociadas con otras especies,
establecidas en mas de 100.000 fincas (familias), principalmente de pequefios
productores de diversas culturas de las nacionalidades indigenas de la Amazonia.
Siendo el tercer rubro agricola mas importante del pais, generando el 6,7% del

PIB agricola (2012).

La clasificacion botanica mas aceptada para el cacao segun Ayala (2008) es:

Reino: Plantae (plantas)

Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares)

Division: Magnoliophyta (plantas con flores, angiospermas)
Clase: Magnoliopsida (dicotiled6nea)

Subclase: Dilleniidae

Orden: Malvales

Familia: Sterculiaceae

Subfamilia: Byttneri oideae

Género: Theobroma

Especie: T. cacao L.
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2.2.Descripcion botanica del cacao segun Enriquez (2004)
Raiz: Tiene una raiz principal pivotante, la cual sirve de medio de anclaje;
especialmente los primeros meses de vida de la planta, puede crecer
normalmente entre 120 a 150 cm, alcanzando en suelos hasta 2 m, el sistema de
raices secundarias absorbe los nutrientes y agua disponibles en el suelo, este

sistema secundario se halla a 30 cm de profundidad.

Tronco.- Tiene un tipo de crecimiento lateral o plagiotropico, el cual puede variar
su angulo de crecimiento. Se desarrolla en formas muy variadas, segun las
condiciones ambientales y de manejo. Este tipo de arbol alcanza hasta 4 metros

de altura.

Hojas: Las hojas adultas son simples y enteras, de tamafio medio, coriaceas de
color verde. Cuando estan pequefias el color puede variar de verde palido a café
claro o pueden tener tonalidades rojizas. Las hojas del cacaotero son caducas, y
por lo general cada dos o tres meses se presentan picos de brotacion de nuevas

hojas, que reemplazan a las que se caen.

El peciolo de la hoja del tronco ortotropico, normalmente es largo, con un pulvinulo

bien marcado y el de las hojas de las ramas laterales es menos desarrollado.

Flores: Las flores del cacao producen y desarrollan cojinetes florales, son de color
rosado hermafroditas pentdmeras; cada una compuesta por cinco sépalos, cinco
pétalos, cinco estambres, cinco ovarios y cinco estaminodios que crecen en
simetria radiada. Las flores tienen una viabilidad de hasta dos dias; luego de lo

cual, si no son fecundadas se caen.
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Frutos: Los frutos son bayas indehiscentes, mejor conocidas como mazorcas que
pueden variar de forma, espesor, rugosidad, color y tamafio segun el origen
genético. Se observa toda una gama de colores, que en estado inmaduro van de
tonos verdes, rojizos y cafés; con surcos y lomos pigmentados, mientras que en

estado maduro varian de amarillo, café amarillento a rojizo anaranjados.

Los surcos y lomos se presentan en numero de 10, siendo profundos o leves
segun la variedad de cacao. En su interior las mazorcas tienen cinco l6culos o
cavidades donde estan alojadas las semillas, las cuales varian en tamafio y
namero segun la variedad. La cantidad de semillas en cada mazorca depende del
namero de 6vulos en cada ovario. El color interno de las almendras es violeta

palido o lila, aunque en algunas ocasiones se observan semillas blancas.

La mazorca esta unida al tronco del arbol por un pedunculo grueso. El tiempo
desde la fecundacion hasta la madurez fisiologica de una mazorca es alrededor de

180 dias.

Semilla: Son de forma oblonga y pueden variar mucho en el tamafo. Tienen un
recubrimiento o cuticula que protege a los cotiledones y en la parte exterior esté el
mucilago que es la parte dulce que permite la fermentacion de la semilla, ademas

permite diferenciar algunos genotipos por su sabor.

Los cotiledones, son la parte que tienen los nutrimientos para la proxima planta,
pero también es el producto que fermentado y secado correctamente se

comercializa, para dar el chocolate.

23



2.3.Variedades de cacao

Segun Ayala (2008), el centro de dispersion del cacao esta entre los 20° de latitud
norte y 20° de latitud sur. En cada zona especifica evolucionaron tipos o cultivares
de cacao con diferentes caracteristicas especiales y actualmente se reconocen

tres grandes tipos de cacao: Criollos, Forastero y Trinitario.

Figura 1 Variedades de caco "Criollo, Trinitario y Forastero

El Ecuador es uno de los paises donde se encuentra la mayor diversidad genética

de la especie Theobroma cacao.

Criollos.- Se desarrollan especificamente en una zona que abarca desde el norte
del Ecuador (Esmeraldas), Colombia, Venezuela, Centroamérica hasta las selvas
tropicales de México. Este tipo de cacao se caracteriza por tener mazorcas de
coloraciones verdes y rojizas en estado inmaduro, tornandose amarillas vy
anaranjado rojizos, cuando estdn maduras. El cacao criollo, por haber sido el
cacao domesticado y adaptado a diferentes regiones del planeta, ha sido el cacao
mas delicado y de poca productividad, y al mismo tiempo el mas susceptible a

enfermedades. Por esta razon cuando el mal de machete se expandio por el
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continente Americano, este genotipo de cacao casi desaparece, especialmente en

Panama, Costa Rica y Nicaragua.

Forasteros amazonicos.- Evolucionaron en la cuenca alta del rio Amazonas,
encontrandose de modo silvestre en la Amazonia de Ecuador, Colombia, Peru,
Venezuela y Brasil. Desde ahi se distribuy6 al Africa, sudeste asiatico y Oceania.
Es el tipo de cacao mas cultivado en el mundo, ya que cerca del 80% de la
superficie cacaotera mundial esta sembrada con este. La coloracién de las

mazorcas es verde en estado inmaduro y amarillas en estado maduro.

Trinitarios.- Se formaron de manera espontanea del cruce entre cacaos criollos o
forasteros amazonicos en la isla de Trinidad (de ahi deriva su nombre), pasando
luego a Venezuela, Colombia y el resto del mundo. De este cruce heterogéneo se
presentan diversidad de formas intermedias de mazorcas al igual que su
coloracién, hallando tonos verdes y rojizos, e inclusive una mezcla de ambos. De
este material se han seleccionado la mayoria de las variedades de cacao que se
explotan en el mundo, por cuanto son mas resistentes a enfermedades y han

podido adaptarse mejor a muchos ambientes.

2.4.Comunidades Kichwas y su produccion.
La Asociacion Agro Artesanal de Bienes Agricolas, Pecuarios y Piscicolas de
Napo (Kallari) se encuentra organizada en 120 comunidades, integradas por mas
de 2 000 familias indigenas que producen aproximadamente 100 t afio™ de cacao
seco, cuyo objetivo principal es mejorar sus ingresos y satisfacer sus necesidades

basicas sin recurrir a la tala de arboles o la venta de sus tierras. El promedio de
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area cultivada de cacao fino y de aroma organico por familia es de 1,87 ha con
una produccion de 216 kg/ha; el precio promedio de venta del quintal de cacao
seco alcanzé $ 195 en el 2011 (USD 4290/t), lo que genera una dinamica
economica de méas de 5 millones USD a escala provincial. La comercializacion de
la produccién de todas las chakras se realiza mediante el acopio por Kallari

(Palomeque 2009; Moreno, 2011; Ordoiiez et al., 2011)

Las comunidades manejan sus cultivos mediante el Sistema de Chakra, sistema
que asegura el sustento familiar, genera excedentes y rescata valores del Sumak
Kawsay (Buen Vivir). Valores sociales, econémicos, culturales y ambientales. El
valor de las tradiciones, de la medicina ancestral, de las artesanias, el entorno,

gue no explota a la gente. (Pérez, 2013).

Las practicas agricolas en las comunidades son sustentables y amigables con el
medio ambiente. Preparan el suelo, cultivan y cosechan todos sus cultivos a mano
y también cuidan de mantener el suelo rotando su cosecha e intercalando con
especies de legumbres nitrogenosas, las que aportan riqueza al suelo. En el
proceso de cultivo utilizan solo sus manos y machetes y asi aportan a no dafar la
superficie cultivable. Las plantas cultivadas en su area incluyen: maiz, platanos,
papaya, frejoles, pifias, papa china, café, cacao, palmas, arboles frutales, madera

dura y plantas de uso medicinal y artesanal. (Pérez, 2013).
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2.5.Principales enfermedades en el cultivo.
Por lo general en el Ecuador las enfermedades del cacao causan mas perdida al
agricultor que los insectos llegando hasta el 80%, entre las principales

enfermedades en los cacaotales del pais se sefialan:

Escoba de bruja: Es causada por el hongo Moniliophthora perniciosa (Phillips-
Mora, 2005), se caracteriza por la proliferacion de yemas apicales y axilares en
ramas de cacao. El hongo afecta todos los 6rganos de crecimiento activo,
principalmente los brotes nuevos, cojinetes florales, flores y frutos en los cuales
producen hipertrofias y crecimientos anormales. Dependiendo del 6rgano de la
planta y de la edad del hongo cuando infecta, se manifiesta una diversidad de
sintomas a los cuales se les asigna una denominacion particular, causando
atrofias de los brotes vegetativos y reproductivos ocasionando un continuo
debilitamiento del arbol. Cuando los frutos son afectados a temprana edad

provoca el aborto de los mismos. (INIA, 2008).

Mal de machete: Es una enfermedad que se presenta en el tronco y las ramas de
cacao, es producida por el hongo Ceratocystis cacaofunesta, la cual es transmitida
por un insecto del género Xileborus spp., que es un coledptero perforador del
tronco, y también se transmite por las herramientas sin desinfectar. Los sintomas
gue presenta la enfermedad consisten en perforaciones y la presencia de aserrin
en los sitios dénde hizo las perforaciones el insecto, los cuales, por lo general se
encuentran en el tronco y las ramas primarias del arbol. Cuando la infeccién es
transmitida por las herramientas se presentan en cualquier parte del arbol y esto

se produce porgue antes se utilizaron las herramientas en un arbol infectado y no
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se tuvo el cuidado de desinfectarlas. Cuando la enfermedad se presenta en el
tronco y las raices causa la muerte total del arbol, el sintoma inicial de la
enfermedad se presenta con un amarillamiento de las hojas que mueren
rapidamente y quedan adheridas las ramas aun después de muerto el arbol. Esta
enfermedad se manifiesta de forma rapida, es decir produce una muerte subita del
arbol. Para controlar la enfermedad lo mejor es a través de la prevencion, por lo
que se recomienda no utilizar las herramientas que hayan sido utilizadas en
labores realizadas a plantas enfermas y cuando se tenga necesidad se debe
desinfectar las herramientas utilizando sustancias como la formalina (formol)
diluido en agua al 10% o el hipoclorito de sodio (Cloro comercial), inclusive los
agricultores reportan que limpian sus herramientas con limén. También se debe
realizar el control del insecto Xileborus destruyendo los arboles secos o las partes
secas de los arboles infectados y cicatrizar las cortes que se realicen en el arbol
durante las podas. Para cicatrizar los cortes se recomienda utilizar una solucién de

un fungicida cuprico y un adherente o bien la pasta bordelesa. (CATIE, 2009).

Mazorca negra: Esta enfermedad es producida por Phytophthora sp. que es el
agente causal, se encuentra con mas frecuencia en la region de Centroameérica.
Sin embargo, en otras regiones del mundo la enfermedad la producen otras
especies del protista como P. capsici, P. citrophthora que se presentan
mayormente en algunas regiones de América del Sur y el Caribe y P. megakarya,
que solo esta presente en ciertos paises de Africa. Avances sobre el estudio de
esta enfermedad en el Ecuador la asocia con el agente causal Phytophthora

palmivora. (Evans. 2014).
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Esta enfermedad ataca los frutos principalmente, produce dafios de importancia
econdémica, ya que reduce la produccién de semillas, sin embargo, también puede
atacar otras partes de los arboles como brotes tiernos, tronco, cojinetes florales,

raices y plantulas de cacao en vivero.

Phytophthora sp. se reproduce por esporas. Las estructuras del protista se
conocen con el nombre de esporangios terminales que pueden germinar
directamente emitiendo un tubo germinativo o indirectamente produciendo
zoosporas. Estas dos estructuras (esporas y zoosporas) tienen la capacidad de

producir infecciones, que afectan a los nuevos frutos. (CATIE, 2009).

2.6.0rigen de M.roreri
La moniliasis es una enfermedad que se detectdé en 1914 en Ecuador (Barros,
1977), pero recientes estudios realizados por Phillips-Mora (2006), menciona en
funcion de los autores que el origen de esta grave enfermedad se dio en Colombia
en el afio 1800; desde entonces se ha dispersado a diferentes paises sur y centro
americanos productores de cacao (Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Venezuela,
Panama, Costa Rica, Honduras, Guatemala, Belice y México) ocasionando
pérdidas superiores al 90% de la produccion y el abandono del cultivo por miles de
productores a lo largo del continente americano, situacion que ha causado efectos

negativos para productores en los agro ecosistemas.

2.6.1. Clasificacion taxondémica segun Bioscience, (2004).
e Reino: Fungi

e Phylum : Basidiomycota
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e Subclase : Agaricomycetidae
e Orden: Agaricales

e Familia: Marasmiaceae

e Género: Moniliophthora

e [Especies: M. roreri

La moniliasis constituye un factor muy importante de infeccion en las plantaciones
de cacao, debido a que los seres humanos son los agentes mas efectivos de
diseminaciéon a largas distancias, dado que el hongo esta muy bien adaptado a
este método indirecto de diseminacion (Evans, 1986 citado por Hernandez ,2007),
sobre las plantaciones afectadas, existe una presencia permanente de conidios de
M. roreri, flotando en el aire, por lo que la infeccién del fruto puede ocurrir en
cualquier ambiente favorable. La regulacién del microambiente ha sido una de las
practicas mas recomendables para el combate de Moniliasis (Phillips-Mora, 2004

citado por Hernandez ,2007).

3.2.1 Nombres Comunes

. Moniliasis del cacao

. Pudricion de fruto

. Pudricion acuosa del fruto
. Helada

. Mancha ceniza

. Enfermedad de Quevedo
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2.6.2. Etiologia
Se sabe que el centro de origen de este patdgeno esta en la region nororiental de

Colombia, capaz de afectar especies de los géneros Herrania y Theobroma.

El agente causal fue inicialmente llamado Monilla roreri por Ciferri y Parodi (1933)
y clasificado dentro del filum Ascomicota, describiéndola como un hongo anamorfo
debido a la aparente ausencia de un estado meiotico o de estructuras sexuales y
sus similitudes morfolégicas con otros fitopatégenos del género (Evans, et al.,
2003). Sin embargo, Evans, et al., (1987), mediante estudios de microscopia
electrénica, encontraron la presencia de septo doliporo (caracteristico de hongos
homobasidiomicetos) y un evento Unico de esporogénesis basipetal, resultado que

motivo la creacion del nuevo género Moniliophthora (Evans, et al., 2003).

2.6.3. Ubicacion de los grupos genéticos, hospedantes y adaptacion
A nivel internacional se han identificado cinco grupos genéticos principales del
hongo, tres son endémicos y estan localizados en la cordillera central y oriental de
Colombia y en Ecuador. Los otros dos estan ampliamente distribuidos y se
encuentran en una fase invasiva, localizandose uno de los grupos en el Oriente de
Colombia y la periferia de Ecuador, Venezuela y Per0; y el otro en el Occidente de

Colombia, Centro de Ecuador y América Central (Phillips-Mora, 2006).

Las investigaciones han permitido determinar que los sintomas varian con la edad
del fruto de la infeccion, pero la velocidad de desarrollo depende de las
condiciones ambientales, basicamente de la temperatura, de la humedad relativa y

de la susceptibilidad del clon o variedad de cacao (Porras, et al., 1991).
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La época critica para la infeccion de M. roreri son los cuatro primeros meses de

formacion de frutos desde la floracion (Phillips-Mora et al. 2006).

2.6.4. Diseminacion de M. roreri
Las conidios de M. roreri son los Unicos propagulos infectivos, que se diseminan

facilmente por accion del viento y de las gotas de lluvia (Barros, 1977).

2.6.5. Hospedantes
M. roreri ha sido reportado solamente en especies de los géneros Theobroma y
Herrania. Rorer (1918) reporté que en Ecuador el ataque fue a frutos de T. bicolor
y H. balaensis. Ademas, Evans en 1981 reporté infecciones de M. roreri en T.
mammosum, T. simiarum, T. sylvestre, T. angustifolium, H. nitida, H. pulcherrima.

Posteriormente identificaron el patdgeno en T. grandiflora y H. purpurea.

2.6.6. Epifitiologia
Esta enfermedad ha sido descripta en un amplio rango altitudinal entre 0 y 1.520
msnm donde existe precipitacion pluvial anual que fluctia desde 780 — 5.500 mm

y una temperatura de 18 a 28°C (Phillips-Mora, 2006).

Meléndez (1993) encontré que existe una estrecha relacion entre la humedad
relativa y el movimiento de conidios del hongo, indicando que la liberacién es
realizada entre el 71 y 74% de humedad relativa y en un horario que va desde las

10h00 hasta las 14h00 aproximadamente.

Las condiciones secas, humedad relativa baja y temperatura mayor a 26°C

favorecen la liberacién y dispersiéon de los conidios, y las lluvias intensas y
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frecuentes favorecen la presencia de agua libre mientras que los frutos que

facilitan la germinacion y penetracién de los conidios (Phillips-Mora, 2006).

2.6.7. Ciclo de vida del patégeno.
La sobrevivencia del patdgeno empieza en los residuos de cosecha (mazorcas
contaminadas). Luego, los conidios son diseminadas por el viento y la lluvia,
ocurriendo también contaminacion de frutos o mazorcas con moniliasis de una
plantacion a otra (Navarro y Mendoza, 2006). Algo similar menciona Albuquerque.,
et al (2005), diciendo que la diseminacién de los conidios se realiza por el viento,
pudiendo el agua de lluvia tener un papel importante en las infecciones a corta

distancia en la copa del cacao.

Ademas, debido al movimiento producido por las labores de cosecha los conidios
se movilizan en el aire y bajo condiciones propicias de humedad y temperatura,
infectan constantemente los frutos que recién estan formandose (Amores, et al,

2009).

Segun Meléndez en (1993), en su investigacion sobre microambiente, la mayor
cantidad de conidios de moniliasis se encuentran a 1 metro de altura en las
plantas de cacao. Los conidios se depositan sobre el fruto, germinan si hay agua o
mueren por la radiacion/desecacion; estas al germinar pueden penetrar

directamente en la epidermis del fruto (Phillips-Mora, 2006).

Su penetracion ocurre directamente a través de los estomas, creciendo entre las
células del cortex, produciendo conidios dentro y en la superficie de los frutos

(Albugquerque, et al., 2005).
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Una de las caracteristicas del patégeno es su largo periodo de incubacion antes

de que los sintomas aparezcan (Johnson, et al., 2008).

El tiempo de infeccion puede ser de 3 a 8 semanas, pudiendo variar segun la edad
del fruto, la severidad del ataque, la susceptibilidad del arbol y las condiciones de
clima, principalmente presencia de lluvias, mientras que en frutos tiernos, en dias
lluviosos y calurosos, el periodo de incubacion se acorta a tres semanas segun la
Fundacién Hondurefia (FHIA, 2003); sin embargo, Cruz en 1993 relata que el

periodo de incubacion fluctia entre 30 y 70 dias.

Cosecha
Tejidos del

hospedero
v colonizado

4

Penetraciony
colonizacion

V4

Sobrevivencia

Residuos de cosecha

Fruto infectado mostrando (mazorcas contaminadas).

los signos y sintomas de la
enfermedad
Produce toxinas Diseminacion
especificas en las células
del hospedero

Realizada principalmente por el viento y

\J salpicaduras de lluvia (dentro de la
l Ry misma planta o hacia otras).

Frutos sanos

Figura 2 Representacion del ciclo infectivo de Moniliophthora roreri (Evans, 1978)

34



2.6.8. Sighos y sintomas de la enfermedad
Una de las caracteristicas del hongo Moniliophthora roreri es su largo periodo de
incubacién, es decir el tiempo que tarda desde que se infecta el fruto hasta que se
observa algun sintoma externo. Este tiempo puede ser de tres a ocho semanas,
dependiendo de la edad de la mazorca, la severidad del ataque, susceptibilidad
del arbol de cacao y las condiciones de clima, principalmente presencia de lluvias

(Hernandez et al., 1991).

2.6.9. Sintomas externos
Las mazorcas con edad menor a un mes presentan como sintomas externos:
maduracién prematura, marchitez y secamiento, si la infestacién ocurre de uno a
tres meses presentan deformaciones o abultamientos; en mazorcas de dos a tres
meses muestran puntos de color verde oscuro o deformaciones. Luego de los
primeros sintomas aparece la mancha color marrén o chocolate, a los pocos dias
sobre la macha café se desarrolla el micelio y luego las conidios de color crema

(Hernandez, et al., 1991).

Los conidios que reproducen este hongo son tan abundantes que en un
centimetro cuadrado se cuentan de 7 a 43 millones, bastando s6lo una para iniciar

la enfermedad (Johnson, et al., 2008).

La infeccion también puede ocurrir en los frutos con mas de tres meses de edad,
en gran parte la podredumbre se limita a la piel del fruto y no alcanza a llegar a las
almendras que asi pueden aprovecharse como parte de la cosecha (Amores, et

al., 2009).
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Figura 3 a) Tejidos centrales, pulpa, almendras y cascara formando una sola masa producto de la
pudricién; b) Fruto mostrando una mancha café con borde irregular donde va avanzando la
enfermedad; c) Fruto donde se observa el micelio del hongo; d) Mazorca con infecciones ocultas,
presentando hinchazones como pequefios abultamientos o gibas (Sanchez, et al., 2012).

2.6.10. Sintomas internos
El dafio interno causado por la moniliasis es aun mas grave que el dafio externo,
porque se pierden casi todas las almendras sin importar la edad del fruto. En los
frutos jovenes no hay formacion de semillas por lo que se genera una masa
fibrosa debido a la descomposicién de los tejidos y son mas pesados que los
sanos. En los frutos afectados de dos a tres meses de edad, se forman las
semillas pero luego se pudren al ser infectadas por el hongo. (FEDECACAO,

2004).

2.6.11. Medidas de control
Evitar el excesivo crecimiento del arbol de cacao, ya que el auto sombreado
reduce su actividad fotosintética, creando un microclima interno que estimula la
infeccion y el desarrollo de la enfermedad en los frutos (Amores, et al., 2009), lo

gue ayudaria también, a una adecuada recoleccion de frutos al momento de la
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cosecha. Las podas sanitarias en la cosecha es otra buena préactica cultural para

eliminar las partes afectadas por insectos o enfermedades (Enriquez, 2004).

La poda frecuente, regulacion del estrato superior, buen drenaje, densidades de
plantacion apropiadas, buen control de malezas y correcto programa de
fertilizacion, ayudan al optimo desarrollo del arbol pues hace que los patégenos
gue ingresen a las plantaciones tengan pocas probabilidades de establecerse y
desarrollarse; en caso de que la enfermedad llegue a establecerse, con un manejo
cultural adecuado puede ser controlada econémicamente y se podra convivir con
la enfermedad. Pero si la enfermedad ya esta presente, es de suma importancia
remover de la plantacién, semanalmente las partes afectadas (frutos con sintomas
de la enfermedad) del cacaotal (Johnson, et al., 2008). También, es importante la
recoleccién y destruccion de frutos enfermos de forma semanal, pues es el
método de control mas recomendado contra la moniliasis (Sanchez, et al., 2003 y

Krauss, et al., 2003).

Los frutos con signos del hongo (mazorcas con aspecto de ceniza), se deben
remover las primeras horas de la mafana o en la tarde después de las 16h00,
evitando que la humedad no permita el desprendimiento de las conidios, y por
ultimo dependiendo de la cantidad de estos, puedan enterrarse o trasladarse a

otro sitio (FEDECACAO, 2004).

Control bioldgico.- Actualmente se estan evaluando la efectividad de algunos
hongos antagonistas a los patdgenos, entre ellos a M. roreri. Entre estos

antagonistas se encuentran los géneros Gliocladium y Trichoderma. Los hongos
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endofiticos son habitantes de los tejidos internos de las plantas, sin causar dafio
aparente y existen en una relacidon que pueden ser consideradas como simbiosis
mutualistica. Se ha propuesto que muchos endofitos protegen a las plantas sus
hospedantes a través de la produccion de produciendo micotoxinas u otras

sustancias que suprimen patdgenos (SENASA, 2003).

Control quimico.- Debido a la arquitectura del arbol y ubicacion de las mazorcas se
puede obtener éxito en el control de la moniliasis, utilizando sulfato de cobre (2 kg
en siembras de alta densidad), realizando aplicaciones semanales durante tres
meses, a partir de los primeros picos de floracion y después dirigido a los frutos en

el periodo de mayor crecimiento (Crespo, 1997).

Con la aplicacion de productos quimicos se consigue reprimir la enfermedad de
manera significativa, demostrando los beneficios de los fungicidas en los frutos;
los fungicidas sistémicos muestran un mejor control de M. roreri en comparacion
con los de contacto, lo cual implica reducir el nUmero y los costos de aplicaciones;
al complementar las labores culturales con los controles quimicos, la produccién
de cacao sano se incrementa alrededor del 20%, mostrando resultados favorables

y significativos. (Ayala, et al., 2008).
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Capitulo Il
3. Materiales y métodos

3.1.Localizacion y duracion del experimento.

El trabajo experimental se realizé en el Laboratorio de Biologia de la Universidad
Estatal Amazdnica ubicada en el Km 1Y2 via Puyo-Tena, cantén Pastaza,

parroquia Puyo, provincia de Pastaza.
La ubicacion geogréfica fue levantada directamente con un GPS.

Coordenadas geograficas 1°27'42” S
78°01'53,6” O
Altitud 935 msnm

El experimento tuvo una duracién de 200 dias de trabajo en campo y analisis e
interpretacion de datos, correspondiendo al periodo de Julio del 2013 a Abril del
2014.

3.2.Condiciones meteoroldgicas.

Los datos meteorolégicos de la ciudad de Puyo registrados en la estacion

Veracruz durante el afio 2013 indican:

Temperatura media anual 20,6°C
Humedad relativa 89,3%
Evapotranspiracion 765,8 mm
Precipitaciéon anual 4500

En el laboratorio las condiciones fueron controladas con una temperatura estable

de 24°C y una humedad relativa de 85%.
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3.3. Materiales y equipos

3.3.1. Fisicos
Tijeras de podar, fundas Kraft, fundas plasticas, cajas Petri con dimensiones de
100 x 15 mm y 100 x 20 mm, Erlenmeyer de 500 y 1000 ml de marca CITOGLAS,
lampara de alcohol, sacabocados de 10 mm, embudo de malla artesanal, tijera de
podar, cuchillo, asa, vasos de precipitacion de 25 mly 250 ml (marca OBEROI k)
porta objetos (marca ALFALAB, modelo CAT. NO.7105) dimensiones de 76,2 X
25,4 mm (1”X3”), cubre objetos (marca B&C GERMANY), dimensiones 22 x 22
mm, probetas de 500 ml, frascos lavadores, termdémetros, bisturi # 20, calibrador
pie de rey, parafilm (marca BEMIS®), de dimensiones 4INx125 FT. ROLL, papel
filtro (marca Fisher Brand ®, dimensiones © 12,5 cm), lamparas de luz blanca,

Gentamicina MK 160 mg/2ml.

3.3.2. Biologicos (Material experimental)
Mazorcas de cacao con diferentes sintomas de la enfermedad tales como:
pequefios puntos aceitosos, con deformaciones o protuberancias, mazorcas
modificadas con manchas de color café (manchas chocolate) y mazorcas que

presenten un crecimiento micelial color blanco y con esporulacion de color crema.

3.3.3. Equipos
Microscopio estereoscopio marca MOTIC, modelo DM143, microscopio clinico
marca MOTIC, modelo Q720AD SERIES B1 con camara digital incorporada con el
software MOTIC IMAGES PLUS 2.0, modelo MULTI LANGUAGE Version, camara

de flujo laminar ESCO CLASS II, modelo TIPO INFINITY FC2-4A1, incubadora
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marca MEMMERT, modelo INB 400 , estufa, autoclavel121°C (con una presiéon de
0,7-1 bar) marca SHENAN, modelo LDZX-50FBS, cdmara de fotos marca
CANON, balanza analitica marca PIONEER OHAUS, modelo PA3102, plato
agitador marca IKA, modelo C-MAG HS 10 S1, medidor de pH marca,
refrigeradores de marca Indurama, computadora marca HP, cémara de

esporulacion con dos lamparas de luz negra modelo BLB40W 120V.

3.3.4. Medios de cultivo
Medio de cultivo semi sélido PDA Potato Dextrose Agar Cod: M0O96-5006, medio

de cultivo semi sélido VBMAA y Caldo de Papa Dextrosa (Cédigo: 254920)

3.3.5. Software estadistico
Las variables evaluadas fueron realizadas con el paquete estadistico IBM SPSS

Statistic version 21.0 para Windows.

3.4.Factor de estudio
El factor en estudio considerado para la investigacion fue la caracterizacion

cultural, morfolégica y fisiologica de aislados de M. roreri.

3.5. Andlisis estadistico
Para el analisis y comparacion de los datos se utilizo la prueba no paramétrica de
Kruska Wallis que se aplicé para la medicion de la velocidad del crecimiento radial
de M. roreri, el conteo de conidios y para la influencia de pH en el crecimiento
micelial de M. roreri, para determinar el color del micelio y el color del reverso de la

caja Petri en donde se desarrollé el hongo, presencia de cristales y elevacion del
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micelio se utilizd la estadistica descriptiva, utilizando gréficos de distribucion de

frecuencia.

3.6. Variables
Las variables independientes de la investigacion corresponden a la caracterizacion
cultural, morfolégica vy fisiolégica de aislados M. roreri, mientras que las variables
dependientes son velocidad de crecimiento del micelio en la caja Petri, el color del
micelio, el color del reverso de la caja Petri, los liquidos de transpiraciéon, forma,
conteo y tamafio de conidios tamafio de conidiéforos, tamafio de hifas, influencia
de la temperatura sobre el crecimiento micelial, influencia del pH en el crecimiento

micelial, influencia de la luz en el crecimiento micelial.
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Tabla 1 Variables empleadas en la investigacion.

Variables

Variables dependientes

_ _ Descripcion de la variable
independientes

Velocidad de crecimiento

de micelio de las cepas | Su valor se expresa en (mm.dia™)

de Moniliophthora roreri.

Color del micelio
Caracterizacion cultural

Color del reverso del Su valor puede ser blanco, durazno
micelio observado en la y cafe
caja Petri.

Presencia de liquidos de Se refiere a la presencia de

transpiracion cristales o exudados

Se refiere a la forma de los

Forma de conidios conidios esta puede ser elipticos,

L globosos o sub globosos
Caracterizacion _ __
o o Concentracion de conidios por 10
morfologica Conteo de conidios s
ml de agua.

Tamarfio de conidios,

L Su valor se expresa en um
conidioforos.

Influencia de temperatura

sobre el crecimiento Creceonoa20,25,30y35°C
micelial

Influencia de las

Caracteristicas condiciones de Crece o no en luz negra, blanca,

fisiologicas iluminacién en el fotoperiodo y oscuridad

crecimiento micelial

Influencia del pH sobre el | Crece o no enun pH de 4 a8 con

crecimiento micelial una escala de 0,05 y se expresa en

ar.
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3.7.Manejo del experimento

3.7.1. Andlisis de la zona de estudio.

La investigacion se llevo a cabo en 5 fincas de pequefios productores

pertenecientes a la Asociacion Kallari la cual esta formada por 21 comunidades,

850 familias y 5.000 beneficiarios del Cantdon Tena, en la Provincia de Napo

ubicado en la Regidbn Amazonica Ecuatoriana (Pérez, 2013) (Figura 4). Quienes

conducen una produccion organica mediante el manejo racional de los recursos

naturales, sin la utilizacion de productos de sintesis quimica, para brindar

alimentos sanos y abundantes, mantener e incrementar la fertilidad del suelo y la

diversidad biologica. En las cuales se realizO un muestreo dirigido a las

plantaciones de produccién de cacao Nacional (tabla 2), esta seleccion se realiz6

con la ayuda de la Corporacion Alemana (GiZ) Amazonia Norte localizada en la

provincia de Napo, cantén Tena. Como indica la tabla 2.

FINCA PROPIETARIO CANTON PARROQUIA SECTOR EDAD COORDENADAS GEOGRAFICAS
1 Sr. Carlos Pozo Tena Ahuano Colonia 7 afios | 77°34719'0 | 1°3"20'S
Bolivar
2 Sr. Cesar Tena Ahuano Ahuano 8 afios | 77°34”17'0 | 1°4"1'S
Dahua
3 Sra. Serafina Archidona | Archidona | San Pablo 6 afios | 77°51"26'0 | 0°56"20'S
Grefa
4 Sra. Norma Archidona | Archidona Centro 12 afios | 77°46”11'0O | 0°50"0'S
Tanguila Shiguango
5 Sra. Mariana Arosemena | Arosemena | Arosemena | 7 aflos | 77°53"12'0 | 1°14”23'S
Rodriguez Tola Tola Tola

Tabla 2 Fincas en las que se realiz6 la recoleccidon de las mazorcas de cacao.
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Figura 4Ubicacién de las fincas que se recolectaron las mazorcas con sintomas de la enfermedad.

3.7.2. Colecta de muestras
El trabajo de campo se inici6 con la recoleccion de 20 mazorcas por finca
mediante un muestreo sistematico, que presentaban sintomas de la enfermedad,
de acuerdo con los criterios de Ayala (2008), donde la presencia de pequefias
manchas de un color que sugiere una maduracién prematura en mazorcas que

aun no han alcanzado su desarrollo completo, frutos que en la superficie
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mostraron manchas pardas rodeadas por una zona de transicion de color
amarillento. En cuanto a los signos sobre la superficie se observé una especie de
felpa dura y blanca de micelio de M. roreri, sobre la cual se produjera gran
cantidad de conidios que dan a la masa un color crema o marrén claro y mazorcas
gue presentaron deformaciones o abultamientos, fueron seleccionadas en cada

zona de estudio. (Figura 5)

Figura 5 Mazorcas de caco mostrando diferentes sintomas de la enfermedad, a) Micelio sobre la
superficie de color blanco con borde irregular, b) manchas café con borde irregular donde va
avanzando la enfermedad, c) Mancha color café con pequefia presencia de micelio del hongo.
Mazorcas recolectadas en la finca del sector Colonia Bolivar del Sefior Carlos Pozo.

Las mazorcas se recolectaron en fundas de papel Kraft, que fueron trasladadas al
laboratorio, donde se tomaron fotos, se separaron segun sus sintomas y
codificadas de acuerdo a la finca de procedencia para su facil manejo e

identificacion.
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Con un sacabocado se obtuvo segmentos de mazorca con parte enferma y sana.
Se colocaron las muestras en un Erlenmeyer de 500 ml para lavarlas con agua
corriente durante 5 minutos utilizando un tamiz metélico, los fragmentos fueron
desinfectados en agitacion continua con alcohol al 70% durante 3 minutos y
nuevamente agitados en el Erlenmeyer con agua estéril por 2 minutos y luego
colocados en una cdmara humeda (caja Petri con papel filtro), también se realizd
la desinfeccion en agitacion continua con agua estéril durante 3 minutos antes de
ser colocados en una camara humeda. Asimismo, se tomaron segmentos de
mazorca que presentaban crecimiento micelial de color blanco y con esporulacion
de color crema en estos segmentos, los mismos se colocaron directamente en la

camara humeda sin ser desinfectados previamente. (Figura 6).

Figura 6 Desinfecciéon de las mazorcas recolectadas y montaje de camara hiumeda para un posterior
aislamiento

Los segmentos ya debidamente desinfectados y colocados en la cajas Petri se

identificaron acorde con la siguiente clasificacion Pn (pequefios puntos
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necrosados), Lg (lesiones puntiformes), Lgp (lesiones grasientas de color pardo,
gris 0 negras) y Cs (conidios sobre la superficie) estas muestras se las dejo a la
intemperie por unos 5 dias aproximadamente, transcurrido este tiempo se
identificaron los hongos filamentosos por medio del examen bajo el microscopio
clinico (MOTIC) y luego se los aisld, con la ayuda de una asa previamente
esterilizada. Bajo el microscopio estereoscopio (MOTIC) se realiz6 la siembra
directa en la caja Petri que contenian el medio de cultivo semi sélido PDA con una
dosis de 39 gr en 240 ml de agua destilada y 10 ml de Gentamicina, una vez
realizada la siembra se colocaron en la cdmara de luz negra para inducir su
esporulacion durante 15 dias para la identificacién de las estructuras morfolégicas
(conidios y conidioforos) eligiéndose el mismo cultivar para cada aislamiento
acorde a lo referido por Johnson, et al., (1946). Para la observacion de las
estructuras morfolégicas se us6 un microscopio clinico, con un aumento de 1000.

(Figura 7)

Figura 7 Identificacion y siembra en medio PDA.
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Para el establecimiento de las cepas, se tomaron conidios individuales los cuales
fueron colocados en placa Petri que contenian 10 ml del medio de cultivo PDA y
se incubaron a 25°C durante 15 dias, transcurrido este tiempo se seleccionaron

las que tenian M. roreri.

La identificacion de los aislamientos se realizO morfolégicamente, utilizando las

claves taxonémicas de Phillips, et al., (2006) y Evans (1981).

Se tomaron 10 muestras de cada finca cuyas mediciones se hicieron por duplicado
a nivel de laboratorio para comenzar la caracterizacion cultural, morfolégica y
fisiologica, a los 21 dias, se observaron nuevamente en el microscopio clinico y se
identificaron las cepas de M. roreri. Esta identificacion se realiz6 de acuerdo a la
finca, propietario y sector de procedencia de las mazorcas recolectadas. Las
colonias fueron purificadas realizando repiques consecutivos en cajas Petri con
medio semi sélido PDA, debido a que se evidencié cepas contaminadas por lo
cual se realiz6 una nueva identificacion, para el reconocimiento de cada uno de los

aislados asignandoles un nuevo codigo de acuerdo a la finca proveniente.

Tabla 3 Codificacién de las cepas proveniente de las fincas.

FINCA CODIGO DE LA
CEPA
Fincal CC-UEA-Mr1
Finca 2 CC-UEA-Mr2
Finca 3 CC-UEA-Mr3
Finca 4 CC-UEA-Mr4
Finca s CC-UEA-Mr5

Los aislamientos purificados fueron almacenados en incubadora a 26°C, durante

15 dias.
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3.7.3. Caracterizacion de los aislamientos de M. roreri.
Este estudio se realizd con el objetivo de caracterizar los diferentes aislados de M.
roreri  mediante la comprobacion de los caracteres culturales, morfoldgicos y
fisioldgicos acorde con los criterios establecidos por Phillips-Mora (2006) y Evans

(1987).

Figura 8 Aislamiento de M. roreri

3.7.4. Caracterizacion cultural
La caracterizacién cultural se realiz6 por medio de un andlisis cualitativo y
cuantitativo. Se evalud el crecimiento diario de los aislados de M. roreri en medio
de cultivo PDA acorde a lo referido por Evans (1987) y Phillips-Mora (2006) se
describieron las caracteristicas culturales como: Velocidad del crecimiento del
micelio, color del micelio, color del reverso de la caja Petri de la cepa que contenia

el micelio, presencia o no de liquidos de transpiracion.

50



Se repico cada aislado de M. roreri en cajas Petri que contenian 10 ml de PDA con
una dosis de 39 gr en 240 ml de agua destilada, se ajusté el pH a 5.6 y se
adiciono 10 ml de Gentamicina. Se incluyeron siete repeticiones por aislado, estas
se mantuvieron a 26°C en la incubadora hasta que la caja estuvo completamente

cubierta.

Las mediciones fueron registradas diariamente. Se tomd el crecimiento de las
cepas de M. roreri. Se determind por observacion visual el color del micelio, color
de reverso de la placa, presencia de liquido transpirado, presencia de cristales,
elevacion del micelio (mm) de las colonias por cada aislado diariamente con la
ayuda del calibrador pie de rey. El color de la superficie de las colonias se

determind también por observacion visual.

El parametro color demostré tonalidades de blanco a crema hasta café oscuro, se

califico siguiendo lo especificado en trabajos realizados por Villamil, et al., (2012).

Figura 9 Medicion caracteristicas culturales
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3.7.5. Caracterizacion morfoldgica
Se repicaron las cepas en medio de cultivo semi soélido VBMAA el cual se
compone de agar 10 gr, CaCO3 1,5 gr, maltosa 5 gr, jugo V8 5 ml, esto se aforé a
500 ml de H,O destilada, la solucién se trasvaso a un Erlenmeyer de 1000 ml para
la esterilizacion en la autoclave a 121°C y 1 atm por 15 minutos, segun Phillips -

Mora, et al., (2006) y Villavicencio (2010).

Se realizaron tres réplicas por cepa que fueron colocadas en la incubadora a
temperatura de 26°C durante 15 dias segun lo considerando por otros autores que

han utilizado este medio Phillips-Mora, et al., (2006) y Villavicencio (2010).

A partir de los 15 dias se iniciaron las evaluaciones con el microscopio clinico
invertido, se tomaron imagenes digitales con la camara (software MOTIC IMAGES
PLUS 2.0 ML, modelo MULTI LANGUAGE Version) se usé un aumento de 1000,
mediante esta técnica se determinaron las dimensiones (um) de conidios y

conidioforos.

Para la caracterizacion morfolégica se observaron los microcultivos de cada
aislado y se tuvieron en cuenta los criterios descritos por Evans (1987), para la
identificacidon morfolégica, se midié el largo y ancho por la zona mas gruesa (um)

de 15 estructuras tomadas completamente al azar de cada una de las cepas.

Para el conteo de las conidios se adicion6 10ml de agua estéril por cepa en cada
caja Petri, inmediatamente después de depositar el agua en el medio de cultivo,
las cajas se agitaron en forma circular, en el sentido y en contra de las manecillas

de reloj, hasta que la suspension se dispersé completamente en el medio, se
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tomaron 20 pl con la pipeta y se colocaron en la Cadmara de Newbauer, para
determinar la caracterizacion final de conidios por ml. La férmula para el calculo de

la concentraccion utilizada fue utilizada fue la reportada por Bastidas, 2009.

C= nuamero de celdax10000

numeros de cuadros+disolucion

Figura 10 Medicion de caracteristicas morfolégicas

3.7.6. Caracteristicas fisioldgicas

3.7.6.1. Influenciade pH en el crecimiento de micelial de M. roreri.
Este ensayo se realiz6 con el objetivo de determinar la influencia del pH de

incubacién sobre crecimiento de M. roreri.

Se utiliz6 un medio liquido compuesto por Caldo de Papa Dextrosa (PDB Cod:

254920) con una dosis de 3,6 gr en 150 ml de agua destilada, que se dispensé en
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un Erlenmeyer de 500 ml y esteriliz6 en autoclave a 121 °C y 1 atm por 15
minutos. En este medio se sembraron discos de micelio con la ayuda de un
sacabocados de 4 mm de didmetro, el ajuste del pH se realiz6 antes de
esterilizarlo, se modificaron con NaOH con una concentracion de 0,001 Molar,
manejandose un rango de pH desde 4 a 7,5 con una escala de 0,5 entre pH, se
realizaron 5 réplicas por cada cepa se mantuvo en la incubadora a una
temperatura de 26°C durante 21 dias. Posteriormente se cosecho el micelio y se

determiné la masa fresca y la masa seca del micelio de la cepa.

Figura 11 Cepas del pH para determinar su influencia sobre el crecimiento micelial de M. roreri.

3.7.6.2. Influencia de latemperaturaen el crecimiento micelial de
M. roreri.
Este ensayo se realizé con el objetivo de determinar la temperatura de incubacion

mas favorable para el mejor crecimiento de M. roreri.

54



Se utiliz6 el medio de cultivo semi solido PDA similar a los procedimientos
anteriores, con 3 réplicas por cada cepa, las cuales fueron mantenidas a una
temperatura de 5 °C en el congelador del refrigerador, entre 10 °C y 15 °C en la
parte inferior del refrigerador, mientras que en la incubadora fueron colocadas en
el rango térmico de 20 °C, 25 °C y 30 °C y en la estufa fueron incubadas a 35 °C

evaluando su crecimiento mediante la observacion diaria de las cepas.

Las temperaturas determinadas en cada equipo fueron monitoreadas por un
periodo de 15 a 20 dias para seleccionar la zona éptima de conservacion de las
cepas, estas temperaturas fueron evaluadas mediante la utilizaciéon de
termometros, hasta estar seguros que las zonas seleccionadas correspondian a

las temperaturas planificadas para el ensayo.

Figura 12 Diferentes temperaturas utilizadas acorde con la posicion del refrigerador.
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3.7.6.3. Influencia de diferentes condiciones de iluminacion en el
crecimiendo micelial de M. roreri.
Este ensayo se realizd con el objetivo de determinar las condiciones de

iluminacién favorables para el crecimiento de M. roreri.

Se repicaron las cepas en medio de cultivo semi sélido PDA con una dosis de 39
gr en 240 ml de agua destilada y 10 ml de Gentamicina, con 3 réplicas de cada
cepa las cuales fueron evaluadas en condiciones de iluminacion con luz blanca
para ello se colocaron las cepas en un cajon con una lampara de 200W, mientras
gue para la luz negra se colocé una lampara modelo BLB40W 120V en la camara
de esporulacién. La oscuridad se evalud en la estufa apagada y el fotoperiodo se
determiné dentro del laboratorio, las cepas fueron medidas diariamente hasta que

el micelio complete su crecimiento en la caja Petri.

Figura 13 Diferentes condiciones de iluminacién, a) fotoperiodo, b) luz blancay c) luz negra.
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Capitulo IV

4. Resultados y discusion

Se obtuvieron aislados correspondientes a la especie M. roreri (tabla 4) ademas
se identificaron los géneros de hongos anamorfos: Cylindrocladium sp.,
Aspergillus sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp. y Moniliophthora roreri (Figura
14); los cuales presentaron las mismas caracteristicas durante el desarrollo,

concordando con lo reportado por Suarez (2004).

Tabla 4 Identificacion de cepas M. roreri.

Cdédigo Resultados

CC-UEA-Mr1 Moniliophthora sp.

CC-UEA-Mr2 | Fusarium sp.
Colletotrichum sp.
CC-UEA-Mr3 Moniliophthora sp.

CC-UEA-Mr4 | Aspergillus sp.
Cylindrocladium sp.
CC-UEA-Mr5 Moniliophthora sp.
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Figura 14 Géneros de hongos anamorfos aislados a partir de sintomas tipicos de M. roreri. a)
Aspergillus, b) Moniliophthora, c) Cylindrocladium y d) Colletotrichum.

4.1.Caracteristicas culturales
Las caracteristicas culturales de las cepas fueron similares para todos los aislados
en el medio de cultivo PDA coincidiendo con las referencias de otros autores que

han utilizado este medio Philips-Mora (2006).

4.1.1. Crecimiento micelial de las cepas de M. roreri
La velocidad de crecimiento micelial de los aislados fue 2,48 mm/dia
aproximadamente, (Grafico 1). La cepa CC-UEA-Mr5.2 y CC-UEA-Mr5.1
presentaron un mayor crecimiento diario, seguidas de las cepas CC-UEA-Mr3.2 y
CC-UEA-Mr5.3 quienes mostraron un crecimiento similar entre si, difiriendo

significativamente con las demas cepas.
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Grafico 1 Comportamiento de la velocidad de crecimiento radial de M. roreri en medio PDA.
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Prueba no paramétrica de Kruskall Walis para <0,05

Existen diferencias significativas en el crecimiento micelial en mm de las cepas,
siendo las cepas CC-UEA-Mr3.2, CC-UEA-Mr5.1, CC-UEA-Mr5.2 y CC-UEA-Mr5.3
las que alcanzaron mayor crecimiento a los 15 dias con relacion a las demas

(Gréfico 2).

Grafico 2 Comportamiento de crecimiento de M. roreri en medio semi sélido
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Prueba no paramétrica de Kruskall Walis para <0,05.

Coincidiendo con los resultados informados por Philips-Mora (2006) vy
Villavicencio (2010). Los cuales difieren de los obtenidos por Villamil, et al., (2012)
guienes demostraron que M. roreri a los tres dias de incubacién presentdé una
velocidad de crecimiento mas lenta pues sus aislados cubrieron toda la caja Petri

a los 48 dias.

4.1.2. Color del micelio de la cepay el reverso de la caja Petri de M.
roreri en medio semi solido PDA.
Inicialmente las tonalidades de los colores observados en las cepas fueron
caracteristico de M. roreri, apreciandose una considerable variabilidad, pues se
detectaron colores como: blanco, durazno hasta el café oscuro, debido a la
formacion masiva de conidios con masa conidial pulverulenta similar a lo descrito
por Evans (1987). No se observo pigmentacion en el medio de cultivo semi sélido
(PDA) en ninguna de las cepas evaluadas. En todos los casos las colonias de las

cepas crecieron en forma radial con bordes regulares (Grafico 3)

Las tonalidades de los colores del micelio observadas en las cepas variaron segun
los dias de crecimiento (Gréfico 4). Las colonias de las cepas provenientes de la
finca de Arosemena Tola CC-UEA-Mr5.2 y CC-UEA-Mr5.3 presentaron la
tonalidad de durazno en el micelio y en el reverso. Las cepas obtenidas en las
parroquias Ahuano y Archidona presentaron mayor variabilidad en la tonalidad de
colores siendo la cepas CC-UEA-Mr3.2 quien presento las tonalidades de blanco a

durazno y café en el micelio y el reverso, coincidiendo con la cepa CC-UEA-Mrl.2
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con las tonalidades del reverso. La cepa CC-UEA-Mrl1.1 y CC-UEA-Mr3.1

presentaron las tonalidades de blanco y durazno al reverso.

Las cepas mostraron considerable variabilidad cultural en cuanto a las tonalidades
de colores del micelio y del reverso de la caja Petri, que variaron desde el blanco,
durazno hasta el café, por lo que este parametro no es un buen marcador cultural

para diferenciar fenotipos entre cepas.
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Tabla 5 Color de cepas de Mroreri los 10 dias de crecimiento en PDA

Codigo de la finca

Color del micelio

Color del Reverso de la

caja Petri de la cepa

CC-UEA-Mr1.1

CC-UEA-Mr1.2

CC-UEA-Mr3.1

CC-UEA-Mr3.2

CC-UEA-Mr5.1

CC-UEA-Mr5.2

CC-UEA-Mr5.3
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Grafico 3 Color del micelio de las cepas de M.roreri en medio semi sélido PDA.
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Grafico 4 Color del reverso de la caja Petri de las cepas de M-roreri en medio semi sélido PDA.
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4.1.3. Bordes y Texturas
Todas las cepas al finalizar su crecimiento presentaron borde regular y textura
pulverulenta, caracteristica descrita por Phillips-Mora (2006). Al igual el micelio fue
aterciopelado, superficial y compacto. Debido a la homogeneidad no se encontrd

diferencia significativa entre cepa.

4.1.4. Presencia de cristales y liquido de transpiracién en M. roreri
En todas las cepas se observé la presencia de liquido de transpiracion variando
aunque en cantidades de pequefias gotas muy frecuentes y gotas de mayor
tamafio, menos frecuentes. En todos los casos fueron transparentes los liquidos

transpirados.

Todas las cepas presentaron cristales durante su crecimiento, considerando que
en la cepa CC-UEA-Mrl.2 se observaron cristales durante todo el crecimiento.
Para la cepa CC-UEA-Mr3.1 los cristales se apreciaron en los primeros dias de
crecimiento con una frecuencia del 20%, de igual manera se evidencio en la cepa

CC-UEA-Mr3.2; para el resto de cepas posee un valor intermedio.

Grafico 5 Presencia de cristales en cepa de M. roreri
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4.1.5. Elevacion de micelio en M. roreri.
Todas las cepas presentaron elevacion en las colonias, considerando que en la
cepa CC-UEA-Mr5.1 la elevacion fue aumentando progresivamente de 0 a 2 mm
con una frecuencia de 30%, de 2 a 6 mm con una frecuencia de 40% y de 6 a 10
mm con una frecuencia de 30%. Para la cepa CC-UEA-Mr3.1 la elevacion fue de 2
a 6 mm con una frecuencia de 90% y de 6 a 10 mm con una frecuencia de 10%;

para el resto de cepas la elevacidén posee un valor intermedio.

Grafico 6 Elevacién de micelio de cepas M. roreri en PDA alos 21 dias
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M. roreri es un hongo variable respecto a sus caracteristicas culturales,
considerando el predominio de los conidios como estructuras infectivas en

condiciones naturales (Evans, et al.,2003). Durante el desarrollo de la enfermedad
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se encuentran dos fases siendo la primera fase biotréfica y la segunda la fase
hemibiotréfica (Tiburcio, et al.,, 2010), lo cual implica una amplia variabilidad
genética debido a que dichas estructuras son el resultado del proceso de
reproduccion (Evans, et al., 2003) donde tiene lugar eventos recombinatorios
producto del ciclo parasexual de los hongos anamorfos y a la recombinacion
meidtica que ocurre en el mismo. Este evento de variacion genética, puede
explicar las diferencias observadas respecto a los caracteres culturales de M.

roreri.

4.2.Caracteristicas morfologicas
Las caracteristicas morfolégicas de las colonias fueron similares para todos los
aislados en el medio de cultivo semi solido VBMAA, coincidiendo con los
resultados de otros autores que lo han utilizado, Philips-Mora (2006), Villavicencio

M. (2010).

M. roreri, crecié rapidamente en medio de cultivo semi sélido VBMAA. Las cepas
alcanzaron un diametro de 60-80 mm a los 15 dias después de sembrarlas, las
tonalidades de los colores observados en las cepas tiene una considerable
variabilidad ya que fueron: blanco a crema-durazno debido a la formacion de
conidios, con aspecto pulverulento similar a lo descrito por (Philips-Mora 2006), las
cepas crecieron en forma circular y con bordes regulares (Figura 16).

Caracteristicas similares a las cepas que crecieron en medio de cultivo PDA.
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Figura 15 Cepas con medio de cultivo VBMAA

Las hifas fueron hialinas, con paredes delgadas, septadas y algunas veces
levemente irregular, raramente ramificadas. Los conidioforos fueron ramificados
dando lugar a cadenas maduras de conidios. Los conidios fueron facilmente
separables y con paredes gruesas similares a lo informado por Evans, et al.,

(1987).

Figura 16 Hifas, conidios y conidi6foro de la cepa CC-UEA-Mrl.1. Microfotografia con un aumento de
1000
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4.2.1. Formas de conidios y numero de conidios por cepa
La mayoria de las cepas produjeron conidios globosos, subglobosos y elipticos

(Figura 18,19 y 20).
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Figura 18 Cepa CC-UEA-Mr1.2 conidios elipticos. . Microfotografia con un aumento de 1000.

Figura 19 Cepa CC-UEA-Mr5.3, conidios globosos. Microfotografia con un aumento de 1000.

68



La forma de las conidios obtenidos en el medio de cultivo semidlido VBMMA,

coincidieron con lo reportado por Evans (1987).

La concentraccion de esporas evaluadas a las 15 dias de sembrarlas en 10 ml de

agua destilada fue de 4,604x10° en la cepa CC-UEA-Mr1.1.

4.2.2. Tamafio de conidioféros y conidios: largo y ancho
Las caracteristicas de las conidios y conidiéforos de las cepas se correspondieron

con las descritas por Evans (1987) para la especie de M. roreri.
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Figura 20 Conidios de M. roreri producidos en medio de cultivo semi sélido VBMAA, a los 15 dias de
incubacion a 26°C.

El ancho promedio de los conidios en todos los aislados fue de 1,69 pm. Sin
embargo, Evans (1987), describi6 valores entre 8-15 um. En la tabla 6 se muestra
caracteres como longitud de los conidios y conidioforos de todos las cepas
obtenidas. Los valores medios no coincidieron con los descritos por la literatura

citada anteriormente.

Su puede observar diferencias entre cepas en cuanto a la longuitud de los

conidios y conidi6foros. Esta se manifest6 con independencia del lugar de
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procedencia ya que cepas de una misma localidad difirieron significativamente.
Los valores extremos en las dimensiones de los conidiéforos estuvieron dados por
las cepas CC-UEA-Mrl1.1 (11,12 pm) y CC-UEA-Mr5.2 (8,27um). Villavicencio
(2010), determiné que los conidios maduros de M. roreri (obtenidos in vitro),

variaron en la longitud y ancho.

Tabla 6 Tamafo de los conidi6foros y conidios

Cepa Conidioforos Conidios
Longitud (um) Ancho (um) Largo (um) Ancho (um)

CC-UEA-Mr1.1 11.12 1.90a 2.75 1.36b
CC-UEA-Mr5.1 7.50 1.60b 3.17 192a
CC-UEA-Mr5.2 8.27 1.97 a 2.62 1.64 ab
CC-UEA-Mr5.3 6.72 1.60b 2.97 1.83a
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Figura 21 Conidi6foro de M. roreri en medio de cultivo semi sélido VBMMA a los 15 dias de incubacién
a 23°C. Microfotografia con una magnificacién de 200X, de la cepa CC-UEA-5.3.
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4.3. Caracteristicas fisiologicas

4.3.1. Influencia de la temperatura de incubacién en el crecimiento
micelial de M. roreri

Al evaluar el crecimiento micelial en PDA utilizando seis temperaturas de
incubacion diferentes se determiné que en las temperaturas de 20°C a 30°C se
observo la presencia de micelio de M. roreri, sin embargo, a la temperatura de
25°C, el crecimiento micelial obtenido fue superior. Este resultado resalta la
importancia de conocer la temperatura de incubacion favorece el crecimiento
micelial en condiciones controladas, catalogandolo como un patdégeno psicrofilo

facultativo.

Para la produccion in vitro de micelio de M. roreri se ha utilizado diferentes
temperaturas de incubacion, Villamil, et al., (2012) obtuvieron un crecimiento
micelial con el empleo del medio de cultivo PDA a 25°C, que coinciden con los

resultados de esta investigacion.

En base a este resultado, se seleccion la temperatura de 26°C para el desarrollo

del resto de los experimentos.

4.3.2. Influencia de diferentes condiciones de iluminacion en el
crecimiento micelial de M. roreri

En todas las condiciones de iluminacién utilizadas, se observd un crecimiento

micelial de M. roreri. Sin embargo, la produccién de micelio que se obtuvo en

oscuridad fue superior con diferencias significativas respecto a las demas tipos

condiciones de iluminacion evaluadas (tabla 6).

71



Respecto a las diferentes condiciones de iluminacion utilizadas en este estudio en
la literatura cientifica consultada, no existen trabajos debido a que mayormente
han manejado solo la temperatura de incubacion mas no las condiciones de

iluminacion.

Este resultado de igual modo indicé la necesidad de considerar el factor de
iluminacion pues tiene influencia sobre el crecimiento de micelio en condiciones

controladas.

Tabla 7 Crecimiento micelial de la cepa CC-UEA-Mr5.1 en diferentes condiciones de iluminacién.

Condiciones de iluminacién Crecimiento micelial (mm)

Fotoperiodo 181b
Luz blanca 0,62 c
Luz negra 1,16 bc
Oscuridad 2,61la

EE +,844

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren segun la Prueba de

Tukey HSD para<0,05

4.3.3. Influencia de diferentes pH en el crecimiento micelial de M.
roreri.

El rango entre 4,5 a 7 de los pH utilizados, se observé el crecimiento micelial de

M. roreri, Sin embargo los mayores valores se apreciaron en el pH 6,5 seguido por

los pH 7,5, los cuales tuvieron diferencias significativas con los otros valores

evaluados en la cepa CC-UEA-Mr5.3 (Gréfico. 8).

En condiciones controladas M.roreri crece y esporula facilmente con un rango de

pH entre 4,5 a 7, 5. Para el desarrollo micelial el pH esta entre 5,0 y 6,5; mientras
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gue para la formacion de conidios requiere pH 7,5. Para este parametro no se

reportan resultados con los cuales se pueda hacer una comparacion.

Grafico 7Crecimiento micelial de la cepa CC-UEA-Mr5.1 en diferentes pH

4,5 5 55 6 6,5 7 7,5

pH medio de cultivo liquido PDB
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Prueba no paramétrica de Kruskall Walis para <0,05.
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Capitulo V

Conclusiones

Se obtuvieron siete aislados cuyas caracteristicas culturales, morfolégicas y
fisioldégicas se correspondieron con la especie M. roreri.

En la caracterizaciéon cultural de M. roreri no se encontré diferencia en
cuanto a borde y textura de las colonias.

De las cepas investigadas cuatro de ellas demostraron crecimiento 6ptimo
en medio semi sélido PDA a los 15 dias con una velocidad de crecimiento
radial de 2,48 mm/dia, sus elevacion variaron de 0 a 20mm.

Las colores observados en cada una de las cepas de M. roreri variaron
segun los dias de crecimiento, a pesar de esta caracteristica, no se debe
considerarse como un parametro para diferenciar fenotipos entre cepas
debido a que esta especie reporta una gran variabilidad.

Se observo conidios globosos, subglobosos y elipticos en las cepas de M.
roreri y variacion en el tamafio que evidencia heterogeneidad entre cepas.
Las cepas CC-UEA-Mr5.1; CC-UEA-Mr5.2 y C-UEA-Mr5.3 son las que
mayor crecimiento y desarrollo presentaron durante la investigacién siendo
cepas de una misma finca ubicada en Arosemena Tola, considerando que
la incidencia de la enfermedad en dicha plantacion se encontraba en
niveles altos.

Con la caracterizacion cultural, morfologica y fisiologica de M. roreri se
podra contar con una coleccion de aislados que seran de gran utilidad para

apoyar programas de mejoramiento genético del cacao en la busqueda de
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genotipos resistentes al agente causal de la moniliasis en los cacaotales

amazonicos.

6. Recomendaciones
e Realizar pruebas de caracterizacion patogénica y molecular que permita
identificar la variacién genética y la agresividad entre los aislamientos.
e Continuar con las investigaciones para lograr obtener una coleccion de
aislados monosparicos de M. roreri procedentes de la Amazonia.
e Acondicionar el laboratorio para facilitar y optimizar el desarrollo de

investigaciones futuras y que estas prosigan sin dificultades.
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7. Resumen

El presente trabajo constituye el primer reporte sobre el estudio de la
caracterizacion cultural, morfologica y fisiologica in vitro en la region Amazdnica
del Ecuador del hongo Moniliophthora roreri (Cif & Par) Evans, et al., agente
causal de la Moniliasis del cacao (Theobroma cacao L.). A partir de mazorcas
recolectadas en 5 fincas de produccion de cacao Nacional organico ubicadas en la
provincia de Napo, canton Tena, parroquias Ahuano, Archidona y Arosemena
Tola, pertenecientes a la Asociacion Kallari .Se realizaron aislamientos que fueron
evaluados e identificados mediante caracterizacion cultural (velocidad de
crecimiento, color del micelio, color del reverso de la caja Petri de la cepa,
presencia de liquidos de transpiracion), morfolégica (tamafio de conidios y
conidioforos, forma y conteo de conidios ) y fisiol6gica (Influencia de temperatura,
pH y las condiciones de iluminacion sobre el crecimiento micelial de M.roreri) con
la finalidad de contar con un banco de aislados monosporicos para el control
biol6égico en futuras investigaciones. Los experimentos se realizaron en el
laboratorio de Biologia de la Universidad Estatal Amazonica. Para los ensayos se
utilizaron medios de cultivo semi sélido (PDA y VBMAA) y medio de cultivo liquido
PDB. No se encontraron diferencias culturales en el borde y textura de las colonias
entre las cepas, pero si variaciones en su coloracion, con colores de blanco,
durazno a café. También el tamafio y la forma de conidiéforos y conidios
presentaron diferencias, distinguiéndose conidios globosos, subglobosos vy
elipticos. Se determiné la temperatura 6ptima para el desarrollo de M. roreri siendo

de 25°C, al igual que el pH de 6,5 para la formacién de conidios y la condicién de

76



iluminacion adecuada que requiere para su crecimiento, como es el caso de
oscuridad. Se observaron variaciones en cuanto al crecimiento de las colonias en

los diferentes aislados, independientemente de su procedencia.
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8. Summary

The aim of paper was to study cultural, morphological and physiological of
characterization in the Amazon region of Ecuador Moniliophthora roreri fungus ( Cif
& Par ) Evans, et al., Causal agent of Moniliasis cacao (Theobroma cacao L.).
From cobs harvested at five farms producing organic Nacional cacao located in the
province of Napo, Canton Tena, parishes Ahuano, Archidona and Arosemena
Tola, belonging to the Kallari Association. Isolates were assessed and identified by
culture characterization were performed (growth rate, color mycelium, reverse
color, liquid perspiration), morphology (size of conidia and conidiophores conidia
form and count) and physiological (Influence of temperature, pH and the lighting
conditions on mycelial growth) order to initiate the characterization of fungal
colonies in the region and have a bank isolated. These experiments were
performed in the laboratory of Biology, Universidad Estatal Amazonica. For assays
semisolid culture media (PDA and VBMAA) and PDB liquid medium were used. No
cultural differences in the edge and texture of colonies between strains, but
changes in coloration, with shades of white, peach coffee found. Also the size and
shape of conidiophores and conidia showed differences, distinguishing globose,
subglobose, elliptical conidia. The optimum temperature for development of M.
roreri, as the pH for the formation of conidia and the appropriate illumination
condition which requires for its growth was determined. Variations in the growth of

the colonies in the different isolates, regardless of their origin were observed.
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10. Anexos

Anexo 1 Planilla para las caracteristicas culturales

CARACTERISTICAS CULTURALES DE LA CEPA

HORA

FECHA

COLOR DE REVERSO

COLOR DE MICELIO

VELOCIDAD

CRECIMIENTO

TEXTURA

BORDE

OBSERVACIONES
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Anexo 2 Planilla para la medicion de las caracteristicas morfoldgicas

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

CEPA CARACTERISTICAS DESARROLLO (mm) OBSERVACIONES

Diametro de los Conidioforos

Tamano de los Conidioforos

Longitud de los conidios

Diametro de los conidios

Diametro de los Conidioforos

Tamano de los Conidiéforos

Longitud de los conidios

Diametro de los conidios

Diametro de los Conidioforos

Tamano de los Conidiéforos

Longitud de los conidios

Diametro de los conidios

Diametro de los Conidioforos

Tamano de los Conidioforos

Longitud de los conidios

Diametro de los conidios

Diametro de los Conidioforos

Tamaino de los Conidiéforos

Longitud de los conidios

Diametro de los conidios

Diametro dauims®

de las mazorcas de cacao
de M. roreri

Anexo 3 Recoleccién
con caracteristicas




Anexo 4 Cepa infectada con hongos anamorfos

Anexo 5 Aislamiento de M. roreri en medio de cultivo semi sélido PDA
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