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Capitulo |

1. Introduccidn

El cacao (Theobroma cacao L.) cultivo originario de América que ha sido
expandido en el mundo; es utilizado como materia prima para diversos productos
de la agroindustria. Tiene gran importancia en la economia de los paises
productores por ser un producto muy cotizado (Angulo, 2009), por lo cual, ha
sido apreciado mundialmente no solo por su distintivo sabor, sino también por
sus beneficios nutritivos, esta importancia lo ha transformado en un producto

apetecido; debido a sus diferentes presentaciones (Egas, 2010).

La historia del cacao y su expansion en el mundo tuvieron como efecto el
nacimiento de un nuevo mercado; ya sea con los mayas, los aztecas o los
europeos siendo los primeros en la comercializacién del cacao. Esta especie
vegetal provoco una mayor demanda por lo que su siembra hizo que se extienda

a través de tres continentes: Africa, América y Asia (Hipernova, 2012).

El cacao es un fruto originario de América del Sur, aparecié por primera vez hace
4 000 afios al este de los Andes, especificamente al Sur del Lago Maracaibo y
el rio Magdalena. Se cree que la difusion del cacao al resto del continente se
llevé por medio: del ser humano, los animales y factores meteorolégicos como el
viento (Attanasia, 2007).

Ecuador se encuentra entre los mayores productores de cacao y el primero de
cacao fino o de aroma, aportando el 50 % de la oferta que alimenta este pequefio
pero importante segmento del mercado mundial (Loor y Sornoza, 2011; EL
TELEGRAFO, 2013). Las exportaciones de cacao en Ecuador, al finalizar el 2014
dieron volimenes totales de 235 000 t, las cuales se distribuyeron en: envios al
exterior de granos de cacao, de productos semielaborados y productos
terminados. En el primer semestre del afio 2015 dio un total de 109 000 t
exportadas, siendo superior en el mismo periodo del 2014 con un valor de 27
000 t (ANECACAO, 2015; LIDERES, 2015).

En la region amazonica el cacao se cultiva desde hace siglos, conservando las

practicas ancestrales de siembra por lo que la calidad del grano es distinguible
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debido a que las plantaciones estan libres de pesticidas vy fertilizantes (Andes,
2014). Las comunidades indigenas amazoénicas alcanzan un promedio de 1,5 ha
dedicadas al cultivo de cacao, la nacionalidad kiwcha con el 88 %, y otras
nacionalidades: Secoya, Shuar Huaorani y Cofan representan un 12 % (Ordofiez
et. al., 2011).

El cultivo de cacao requiere un habitat himedo con temperaturas que varien de
18 a 32 grados y lluvia abundante. El arbol de cacao necesita estar bajo la
sombra de arboles que le ayudan a preservar la humedad necesaria para su
crecimiento y que al mismo tiempo permiten la entrada de luz solar (ICCO, 2007).

En la produccion de este cultivo, es necesario realizar buenas préacticas
culturales que eviten la aparicion de enfermedades, siendo la moniliasis
(Moniliophthora roreri) (Cif y Par) Evans et al. de mayor importancia econémica
debido al dafio que causa en el cultivo del cacao, se caracteriza por dafiar frutos
en cualquier estado de desarrollo, afecta a todas las especies de los géneros
Theobroma y Herrania. Esta enfermedad también es denominada: monilla,
pudricion acuosa, helada, mancha ceniza. Se creia que se origind en Ecuador y
que de ahi pas6 a Colombia, Peru, Bolivia y Venezuela. Recientes estudios
demostraron que el centro de origen radica en Colombia (Arévalo et al., 2004;
Phillips-Mora, 2006).

En la Amazonia se ha ido incrementado la produccién de cacao, la misma que
se ha visto afectada por M. roreri, convirtiéndose en un grave problema para los
productores de la regioén, por lo cual es indispensable realizar el estudio de este
patdgeno y poder encontrar formas de control biol6gico del agente causal de esta
enfermedad a través de aislados, los cuales permitirAn caracterizar cultural,

morfologica y fisiol6gicamente al hongo.

El presente trabajo de investigacion estd enmarcado en las lineas de
investigacion de la Universidad Estatal Amazonica en la linea numero tres que
comprende la produccion de alimentos y sistemas pecuarios, sublinea A,

Agrotecnia y manejo integrado de los cultivos de interés regional.


http://www.ecured.cu/index.php/Ecuador
http://www.ecured.cu/index.php/Per%C3%BA
http://www.ecured.cu/index.php/Bolivia
http://www.ecured.cu/index.php/Venezuela

a. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar in vitro aislados de Moniliophthora roreri provenientes de tres
provincias amazonicas del Ecuador en base a sus caracteres culturales,

morfoldgicas y fisiologicas.

Objetivo especificos

e Determinar los caracteres culturales de las colonias de los aislados
de M. roreri.
e Evaluar los caracteres morfolégicos de los aislados de M. roreri.

e Caracterizar propiedades fisiolégicas de los aislados de M. roreri
b. Hipotesis

Mediante la caracterizacion cultural, morfoldgica y fisiologica de aislados
de M. roreri, procedentes de tres provincias amazonicas del Ecuador se
podra determinar la variabilidad de la respuesta de los aislados y a su vez

viabilizar alternativas para el control biolégico de este patdgeno



Capitulo II

2. Revision bibliografica

En la actualidad los productores mundiales de cacao son 45 paises de tres
continentes: Africa, Asia y América. En el afio 2011 del total de los granos
cosechados, el 74,8 % se cultivaron en Africa, el 13 % en Asia y el 12,2 % en
América (El Agro, 2014).

El cacao, planta originaria de las regiones tropicales de Centroameérica y
Sudamérica, experimentando cambios en su geografia desde los primeros afios
del siglo XX. Se cultiva en una banda geografica cerca del Ecuador debido a las
condiciones climaticas. Se extiende por Africa occidental, Sudeste de Asia,

partes de Centro y Sudamérica (Marques, 2014; United Cacao, 2015).

La ICCO destaca a los principales paises productores de cacao a nivel mundial:
Costa de Marfil, Ghana e Indonesia que constituyen un 70,7 %, otro 20 %
producido por los cuatro mayores productores: Brasil, Nigeria, Camerun y
Ecuador. Los otros contribuyentes relativamente poco significativos en el
mercado mundial son: Peru, Colombia, México, Republica Dominicana y Nueva
Guinea (Ramirez, 2008; United Cacao, 2015).

2.2 Origen del cacao

Algunos autores sefialan que el cultivo del cacao se inicié en México y América
Central (Guatemala y Honduras), esta plantaciéon forma parte de los recursos
floristicos de la cuenca amazénica de las regiones donde confluyen los rios
Orinoco y Amazonas, en el cual existen tipos genéticos de mucho valor (Batista,
2009; Torres, 2010).

En México, el pueblo azteca empleaba las almendras del cacao como monedas
y para la preparacion de bebidas. Creian que el arbol del cacao era de origen

divino y que su bebida conferia discrecion y sabiduria. Por eso Linneo asigno a
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la especie el nombre de Theobroma, que significa alimento de los dioses. En los
tiempos de Cristobal Colon, los mayas eran los verdaderos cultivadores de
cacao; perfeccionaron su cultivo, aprendieron a curar y conservar las semillas y

hacer una bebida agradable (Batista, 2009).

Segun Enriquez (2004) el cultivo del cacao tiene su origen en el noreste de
América del Sur, extendiéndose hacia el Norte por la costa pacifica que integra
paises como Colombia, Ecuador, Pera y Brasil, donde se ha encontrado una alta
variabilidad genética. Desde este lugar de origen, las especies se fueron
expandiendo y evolucionando en dos grupos de cacao correspondientes al tipo

Criollo y Forastero, con caracteristicas fenotipicas y genotipicas bien definidas.

2.3 Cacao en el Ecuador — Importancia econdmica

Segun Yanez (2011), Ecuador ha sido uno de los paises con mayor produccién
de cacao fino y de aroma. La actividad agricola dedicada a esta especie tiene
una historia relevante en la economia nacional; aportando asi al aparecimiento
de los primeros capitales y desarrollando sectores importantes como la banca,
la industria y el comercio. Ecuador produce cacao desde el afio 1780, llegando
en 1911 a ser uno de los mayores exportadores a nivel mundial, sus ventas

representaban entonces el 20 % del mercado global.

Ecuador produce mas del 70 % de la produccion mundial de Cacao Fino y
Aroma. Este tipo de cacao, tiene caracteristicas individuales distintivas, de
toques florales, frutales, nueces, almendras, especias que lo hace Unico y
especial, sobresaliendo con su ya conocido “sabor arriba”. Actualmente la mayor
parte del cacao exportado por el pais corresponde a una mezcla de Nacional y
Trinitarios introducidos en 1930 y 1940, y se define como Complejo Tradicional
(ANECACADO, 2013; LIDERES, 2014).

Segun ANECACAO (2015), el cacao tiene constante demanda y es reconocido
a nivel mundial, segun proyecciones para el afio 2015 con lo referente a la
produccion de cacao estaria alrededor de 260 000 t y 850 millones de délares

permitiendo un aporte a la economia y desarrollo del pais.



El volumen de exportaciones de este cultivo presenta variaciones de un afio a
otro dependiendo fundamentalmente de los niveles de produccién y factores
climaticos que afectan a la especie. Los principales sitios de consumo de cacao
ecuatoriano se encuentran en el mercado internacional con un 75 % de la
produccion total de cacao ya sea en granos, elaborados y semielaborados.
Alemania, Francia e Inglaterra abarcan el 40 % de la demanda total y los Estados
Unidos con el 33 % (ECUADOR COSTA AVENTURA, 2013).

El cacao se desarrolla en dos regiones del Ecuador: Costa y Amazonia
cultivandose dos tipos de cacao: Nacional y CCN-51, ocupando alrededor de 500
000 ha, de las cuales 110 000 ha se encuentran en manos de pequefos
agricultores con parcelas no mayores a cinco hectareas (Figura 1) (Guerrero,
2014; LA REPUBLICA, 2012).

La regibn amazonica constituye uno de los centros de origen del cacao, este
cultivo se encuentra de una forma silvestre en diversas zonas, distribuidas en las

seis provincias de esta region (ECORAE, 2001).

Figura 1. Pequefio productor amazonico de cacao.
Fuente: Propiedad del autor.



Segun Ayala (2008), la clasificacion botanica mas aceptada de cacao es:
Reino: Plantae (plantas)

Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares)

Divisién: Magnoliophyta (plantas con flores, angiospermas)

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)

Subclase: Dilleniidae

Orden: Malvales

Familia: Sterculiaceae

Subfamilia: Byttnerioideae

Género: Theobroma
Especie: T. cacao
2.4 Botanica del cacao (T. cacao) segun Enriquez (2010)

El cacao especie diploide (2n = 20 cromosomas), puede alcanzar alturas de
hasta 20 m o mas cuando crece libremente, presenta un ciclo vegetativo
perenne. Es una especie aldgama se estima que su polinizacion cruzada esta
por encima del 95 %. Crece y se desarrolla usualmente bajo sombra en los

bosques tropicales humedos de América del Sur.

2.4.1 Morfologia

2411 Tallo

El tallo es recto, que alcanza de 80 a 120 cm de altura, se desarrolla en formas

variadas de acuerdo a las condiciones ambientales y de manejo.

24.1.2 Raiz

La raiz principal es pivotante (penetra hacia abajo) y puede alcanzar entre 120 a

150 cm, en suelos sueltos puede llegar hasta dos metros. Las raices secundarias



(hacia los lados), el mayor volumen (entre 85 a 90 %) se encuentra en los

primeros 25 cm de profundidad.

2.4.1.3 Hojas

Las hojas son simples, enteras y con una distinta pigmentacion, presentan
pigmentacion color verde, el mismo que varia desde verde palido a café claro a
veces con tonalidades rojizas de acuerdo a la edad de la planta. El tamafio varia
mucho, con una alta respuesta al ambiente; con menos luz es mas grande, con
mas luz, mas pequefia. El peciolo de la hoja del tronco es largo (7 a 9 cm) con

un pulvinus bien marcado.

2.4.1.4 Flores

Las flores del cacao son pequefias muy conspicuas, coloreadas, hermafroditas,
pentdmeras, es decir, que estan constituidas de cinco sépalos, pétalos,
estaminodios, estambres, y loculos por ovario, son completas (todos sus
verticilios florales) y perfectas (con androceo y gineceo). Las flores aparecen y
se desarrollan en cojines florales situadas en el tronco en forma solitaria o en

grupos, su diametro oscila entre 1 — 1,5 cm.

2.4.1.5 Frutos

Los frutos son drupas grandes, le sostiene un pedunculo no muy largo pero
robusto. Tienen cinco l6culos y cada loculo tiene dos partes formadas por lomos
0 un surco interno. Su forma es variada: redondeados, amelonadas y alargadas.
Tiene cascara gruesa de diferentes espesores y resistencia a la ruptura.
Presentan diversa coloracion desde casi blancos con fondo blanco a verdes con
fondo blanco y verde hasta colores morados fuertes y fondo blanco o verde.
Cada fruto es caracteristico de cada arbol y se usa para clasificar e identificar la

planta.
2416 Semillas

Las semillas son de forma oblonga y varian mucho de tamafio. Algunas son
redondeadas, aplanadas y acorazonadas. Tienen un recubrimiento o cuticula
gue protege a los cotiledones tienen los nutrimentos para la proxima planta, y en

la parte exterior esta el mucilago (parte dulce mucilaginosa que permite la
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fermentacion de las semillas). El color de las semillas es variable desde un

blanco ceniciento, blanco puro, hasta morado oscuro y todas las tonalidades.

2.5 Principales variedades de cacao

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

del cacao. En la actualidad el centro de dispersion se localiza entre los 20° de
latitud norte y 20° de latitud sur (Ayala, 2008).

Segun Paredes (2009), el cacao esta clasificado en cuatro tipos:

Cacao criollo: se caracteriza por tener mazorcas alargadas, sus colores
en estado inmaduro son verdes y rojizos, tornandose amarillas vy
anaranjadas rojizas en su estado maduro (Figura 2). Se desarrollan en
zonas especificas abarcando el norte del Ecuador (Esmeraldas),
Colombia, Venezuela, Centroamérica hasta las selvas tropicales de

México.

Figura 2. Mazorcas tipo criollo en estado inmaduro
Fuente: Paredes, (2009)

Cacao forastero amazonico: Sus mazorcas son de forma redondeadas
con una coloracion verde en estado inmaduro y amarilla en estado maduro
(Figura 3). Evolucionaron en la cuenca alta del rio Amazonas,
encontrandose de modo silvestre en la Amazonia de Ecuador, Colombia,
Perd, Venezuela y Brasil. Desde ahi se distribuyé al Africa, sudeste

asiatico y Oceania.



Figura 3. Cacao forastero en estado maduro.
Fuente: Navarro y Mendoza (2009).
e Cacao trinitario: Se caracteriza por la diversidad de formas y coloracion
de sus mazorcas con tonos verdes Yy rojizos, e inclusive una mezcla de
ambos (Figura 4). Este tipo de cacao es el resultado del cruce entre el

cacao Trinitario y Forastero propagado en la cuenca del rio Orinoco.

Figura 4. Mazorcas de cacao Trinitario
Fuente: Navarro y Mendoza (2009).

Se considera que el cacao del Ecuador es un cuarto tipo genético, teniendo
en cuenta sus caracteristicas propias y Unicas de aroma y sabor, las cuales
se diferencian de los tres grupos mencionados y se denomina Cacao
Nacional Fino de Aroma (Batista, 2009).
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e Cacao nacional de Ecuador: Las mazorcas son amelonadas, presenta
estrangulaciones en el apice y la base con surcos y lomos poco
profundos, el color interno de las almendras es violeta palido o lila, aunque
también se pueden observar semillas blancas (Figura 5). De este tipo de
cacao se obtienen los mejores chocolates del mundo por su sabor y aroma

floral.

Figura 5. Mazorca de cacao Nacional.
Fuente: Propiedad del autor.

2.6Principales plagas y enfermedades del cultivo de cacao

El cacao, como cualquier vegetal, es susceptible a la acciébn microorganismos
gue alteran su desarrollo al mismo tiempo que pueden sufrir dafios considerables
a causa de los insectos y en nuestro pais es una de las principales causas para
la baja productividad (Soria, 2001).

2.6.1 Plagas

En Ecuador algunos de los insectos que atacan al cacao no constituyen un
problema econdémico grave, pero pueden convertirse en tal sino se lo combate
oportunamente. Por tal motivo, se debe cuidar y prevenir que los insectos
dafiinos no se expandan y multipliquen hasta convertirse en una plaga severa

(Saunders y Enriquez, 1989).

Segun Enriquez (2010), algunas de las principales plagas mas importantes son:
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2.6.1.1 Afidos

Insectos pequefios de color oscuro, estdn agrupados en colonias; atacan los
brotes, las hojas y las flores; también atacan los frutos jovenes. Es comun

encontrarlos en plantas jovenes hasta los seis y siete afios de edad.
2.6.1.2 Acaros

Arafiitas, habitualmente de color rojo o marrén; se localizan en el envés de la
hoja. Atacan los brotes jovenes produciendo atrofia, malformacion y defoliacion

de los brotes terminales.
2.6.1.3 Céapsidos del cacao. (Monalonion braconoides Walker)

Dafa las mazorcas y las yemas terminales; provocan deformaciones en las
mazorcas al atacarlas y poner sus huevos. El dafio principal es la muerte
regresiva de las ramas jovenes. Esta plaga esta relacionada con la escasez de

sombra, por esta razén se recomienda un buen uso de la misma.
2.6.1.4 Chinches

Son insectos chupadores, viven en colonias, en el pedunculo de la mazorca,
provocando lesiones parecidas a chancros o llagas oscuras de poca

profundidad.
2.6.1.5 Barredor del tallo (Steirastoma breve Sulzer)

Hay dos tipos de estos insectos que afectan al cacao. El ataque de la mayoria
de estos insectos es secundario. Algunas especies pueden matar las plantas
cuando estas son jovenes (menores de un afio de edad). La hembra raspa la
corteza tierna en la parte terminal y pone sus huevos, al desarrollarse la larva
penetra en el tallo, alcanza su estado de pupa después de varios meses

provocando la muerte de las plantas jovenes o las ramas afectadas.
2.6.1.6 Hormigas o zompopas (Atta sp.)

Son de la familia Formicidae y la mayoria son del género Atta, estos insectos

defolian la planta cortando porciones semicirculares tipicas, facilmente
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identificables; una planta joven puede ser defoliada completamente en poco
tiempo. En plantas adultas las partes méas vulnerables o susceptibles son los

brotes nuevos.
2.6.1.7 Trips

Estos insectos se localizan en las hojas y su ataque es fuerte. Atacan los frutos,
éstos presentan un matiz herrumbroso, impidiendo la identificacion de la

madurez de las mazorcas, pues no se distingue el cambio de color.
2.6.2 Enfermedades

Los problemas fitosanitarios provocan enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos los cuales se han convertido en uno de los factores principales
para una disminucion de la produccion de cacao y la baja calidad del producto
final (Hebbar, 2007). Esta problematica se ha incrementado, debido a la falta de
manejo adecuado en los cultivos y por los cambios ambientales provocados por

acciones antrépicas (Fondo Nacional del Cacao, 2011).

2.6.2.1 Escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa Aimée & Phillips-

Mora)

Originaria del norte de Sur América, entre la Guyana (Surinam) y Brasil en la
zona amazonica. Es causada por el hongo M. perniciosa que afecta los tejidos

en crecimiento de la planta (Enriquez y Soria, 1977; ICA, 2012).

Esta enfermedad puede ser transmitida por las partes vegetativas de la planta
asi también por medio de la mazorca. Los sintomas mas frecuentes aparecen en
los puntos de crecimiento de ramas, cojines florales y frutos. Las escobas de
ramas presentan inicialmente un desarrollo vigoroso y excesivo con
acortamiento de entrenudos, las hojas parecen normales excepto por el grosor

del peciolo (Enriquez, 2010; Villavicencio, 2010).
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2.6.2.2 Mal de machete (Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted)

Es una enfermedad del tronco de las ramas del cacao producida por el hongo C.
fimbriata. Puede ser trasmitido por herramientas sin desinfectar o por un insecto

del género Xileborus, coledptero perforador del tronco (ICA, 2012).

Los sintomas de la enfermedad consisten en perforaciones y la presencia de
aserrin, por lo general se localizan en el tronco y las ramas primarias del arbol.
En el momento que la infeccion es transmitida por las herramientas se presentan
en cualquier parte del arbol. Cuando la enfermedad aparece 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 (Alarcén
et al., 2012).

2.6.2.3 Mazorca negra (Phytophthora palmivora Butter)

Esta enfermedad fue reportada por primera vez en el afio de 1727 en la isla
Trinidad. Se encuentra distribuida en todos los paises que cultivan cacao. Las
pérdidas causadas por este hongo a nivel mundial son del 10 al 20 %. Es
considerada la enfermedad mas importante en un 80 % de los paises
productores de cacao. Es causada por el hongo P. palmivora, ataca plantulas y
diferentes partes del arbol de cacao, como cojines florales, chupones, brotes,
hojas, ramas, tronco y raices; el principal dafio lo sufren las mazorcas. Se forma
una mancha de color café oscuro que puede llegar a cubrir todo el fruto
(ACORDAR, 2009; Villavicencio, 2010).

2.7 Moniliasis (Moniliophthora roreri)
2.7.1 Importancia economica

La monilla también denominada “helada”, pudricidon acuosa de la mazorca” y
‘enfermedad de Quevedo”, causada por M. roreri es la enfermedad mas
destructiva del cacao (Figura 6). En una plantacion de cacao sin presencia de

ayuda técnica la moniliasis puede destruir hasta un 95 % de los frutos, su ataque
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es a menudo tan fuerte que afecta la produccion del grano de cacao. De Ecuador
y Colombia se ha informado sobre pérdidas que van desde el 16 hasta el 80 %.
La severidad del ataque de monilla varia de lugar a lugar y de afio en afio de
acuerdo con las condiciones del clima (Phillips, 2003; ACORDAR, 2009;
Enriquez, 2010).

Figura 6. Mazorca infectada con moniliasis.
Fuente: Propiedad del autor.

2.7.2 Origen y distribucion geogréfica

En Ecuador en el afio 1916, fue descrita por primera vez la moniliasis por J. B.
Rorer (1918). En la region costera (Los Rios - Quevedo) de Ecuador, fue el lugar
considerado por aproximadamente cien afios como punto de origen de esta
enfermedad, pero investigaciones efectuadas por Phillips-Mora (2006)
demuestran que la enfermedad se origind en la zona de Sopetran (Antioquia,
Colombia) a finales del siglo XVIIl. La enfermedad se encuentra en todos los
paises cacaoteros de Suramérica, como son: Colombia, Ecuador, Peru,
Venezuela y Surinam; hasta el 2012 sélo Brasil no reporta la presencia de este
patdgeno afectando sus plantaciones. También se encuentra en Panam@, Costa
Rica, Nicaragua, Honduras, Guatemala, Belice y desde el 2008 se ha afectado
plantaciones de cacao de México, a donde llego introducida posiblemente desde
Honduras (La Lima, 2012).
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2.7.3 Etiologia

El agente causal al comienzo llamado Monilla roreri por Ciferri y Parodi (1933)
y clasificado dentro del Phylum Ascomicota, describiéndola como un hongo
anamorfo debido a la carencia de estructuras sexuales y a sus semejanzas
morfolégicas con diferentes hongos fitopatégenos del género (Evans et al.,
2003). Sin embargo Evans et al. (1978), por medio de estudios de microscopia
electronica, hallaron la presencia de septo doliporo un evento Unico de
esporogénesis basipetal, resultado que motivé la creacion del nuevo género

Moniliophthora.
2.7.4 Taxonomia

Segun Bioscience (2004), la clasificacion de este patégeno es:
Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota

Clase: Basidiomycetes

Subclase: Agaricomycetidae

Orden: Agaricales

Familia: Marasmiaceae

Género: Moniliophthora

Especie: roreri

2.7.5 Nombres comunes

Enfermedad de Quevedo, Helada, Mancha ceniza, Moniliasis del cacao,

Pudricion de fruto, Pudricién acuosa del fruto.

2.7.6 Ubicacién de los grupos genéticos, hospedantes y adaptacion

Se han identificado cinco grupos genéticos del hongo, tres endémicos ubicados
en la cordillera central y oriental de Colombia y Ecuador, los dos grupos restantes

distribuidos ampliamente y se encuentran en fase invasiva, uno de los grupos se
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localiza en el oriente de Colombia y la periferia de Ecuador, Venezuela y Per;
el ultimo grupo en el Occidente de Colombia, centro de Ecuador y América
Central (Phillips-Mora y Wilkinson, 2007).

Segun Porras y Sanchez (1991), los sintomas varian con la edad del fruto, pero
la velocidad de desarrollo depende de las condiciones ambientales, basicamente

de la temperatura y de la susceptibilidad del clon o variedad de cacao.

2.7.7 Diseminacion de M. roreri

Vectores como el viento y la lluvia facilitan la diseminacién de las esporas de M.
roreri, ya que son los unicos propagulos infectivos. También requieren de agua
libre o de una humedad relativa cercana al 100 % para su germinacion (Suarez,
1971, Barros, 1977; Phillips-Mora, 2006).

2.7.8 Hospedantes

M. roreri ha sido reportada en frutos de los géneros Theobroma (T. cacao, T.
mammosum, T. bicolor, T. grandiflorum, T. gileri) y Herrania (Porras y Sanchez,
1991, Phillips-Mora et al., 2006).

2.7.9 Ciclo de vida del patégeno

El ciclo del patégeno dura entre 50 y 70 dias, desde la infeccion hasta completar
la esporulacion (Arévalo et al., 2004). Segun Evans (1981) indica que el ciclo de
vida del hongo inicia por la dispersién de las esporas asexuales infectivas de
M. roreri, las condiciones ideales para su desarrollo y germinacién estan en:

25 °C de temperatura con una precipitacion entre el rango de 40 a 1 000 mm/afio.

La aparicion de los sintomas va a depender de la edad del fruto infectado, en
sus primeros estados de crecimiento de la mazorca se desarrolla completamente
la enfermedad y en frutos con mas de cuatro meses de edad la infeccién
generalmente queda limitada a la corteza, presentando solamente los sintomas
iniciales y generalmente no causa dafio interno en la semillas (Figura 7)
(Rodriguez et al., 2005).

Se pueden considerar dos ciclos diferentes dependiendo si el indculo llega a las

mazorcas sanas a partir de frutos con infecciones recientes o de frutos infectados
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de ciclos anteriores que quedan momificados en el arbol (Yanez, 2004). Los
conidios se producen en cadenas en las superficies de las mazorcas enfermas
que siguen siendo verdes, 0 en las mazorcas que estan momificadas y de color

pardo-negro (Purdy, 1999).
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Figura 7. Ciclo de vida del patbgeno M. roreri
Fuente: Robles (2008).
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2.7.10 Descripcion morfologica del cultivo de M. roreri in vivo

Segun Evans et al. (1978) los conidios en germinacion, invaden la epidermis de
los frutos de cacao en cualquier etapa de crecimiento. Los tejidos
intercelularmente son penetrados por hifas entre las células del parénquima
cortical, estas hifas se presentan de forma hinchada con un didmetro de 4 -
7 um. Se pueden desarrollar hinchamientos en frutos jévenes, con sintomas
ausentes hasta la formacién de la lesién, que se manifiestan entre los 45 a 90

dias posterior a la penetracion.

En la fase necrotréfica, se manifiesta de forma rapida lesiones irregulares de
color chocolate a café oscuro, uniéndose en el transcurso de los dias hasta cubrir
toda la superficie de la mazorca. Un pseudostroma de coloracién blanco a crema

se desarrolla sobre el fruto en un lapso de tres a ocho dias después del comienzo
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de la lesion cubriéndose con una capa polvorienta de esporas que cambian su

coloracioén gris, canela o café (Evans et al., 1978).
2.7.11 Sintomatologia

La mayoria de las variantes bioldgicas de cacao se infectan con facilidad con
pudricion interna y externa Unicamente en frutos. La infeccidn inicia en etapas
jovenes del fruto, los pequefios son mas susceptibles a la infeccion y al crecer
expresan cierto nivel de tolerancia (Ampuero, 1967; Garrido y Solis, 2012).

En condiciones de campo, la enfermedad se ha encontrado sélo sobre frutos,
artificialmente se han logrado infecciones sobre plantulas y primeros estadios
foliares (Evans, 2007). En los frutos menores a dos meses la enfermedad se
manifiesta con formacién de pequefios abultamientos o gibas en la superficie de
la mazorca, después se desarrolla una mancha café y sobre esta mancha
aparece el micelio, a partir de los tres a siete dias comienzan aparecer esporas
de color crema, las cuales se dispersan con el viento. El hongo comienza a
infectar a frutos sanos o del mismo arbol, sélo en un centimetro cuadrado de la
superficie de un fruto afectado pueden contarse desde 7 hasta 43 millones de
conidios, siendo necesario un solo conidio para dar inicio a la enfermedad
(Figura 8) (Torres, 2010; Villavicencio, 2010).

Figura 8. Diversos sintomas de M. roreri en mazorcas de cacao. a) Mazorcas con abultamientos
0 gibas b) Fruto con mancha marrén o chocolatada c¢) Mazorca con mancha café y aparece
micelio d) Cubrimiento total de la mazorca con esporas de color crema.

Fuente: Navarro y Mendoza (2009).
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Sintomas externos

Los frutos menores a un mes presentan maduracion prematura, marchitez y
secamiento. Las mazorcas de uno a tres meses muestran abultamientos o
deformaciones frutos de edad de dos a tres meses presentan puntos verdes
oscuros. Después de los primeros sintomas brota una mancha color marrén o
chocolatada, a los pocos dias sobre la mancha café aparece el micelio y luego
las esporas de color crema (Hernandez et al., 1991; FEDECACAO 2006).

Sintomas internos
En la parte interna del fruto, la pulpa y los granos forman una masa compactada
dificil de separar. La masa se encuentra rodeada por una sustancia acuosa que

resulta de la descomposicion de los frutos (Garrido y Solis, 2012).

2.7.12 Epidemiologia

Las infecciones de esta enfermedad son favorecidas por condiciones
ambientales como alta humedad relativa y temperatura, transportandose
facilmente las esporas que se producen sobre mazorcas enfermas por el viento
y otros agentes, incluidas los seres humanos, hacia otras mazorcas donde

reinician la infeccion (Enriquez y Soria, 1978).

La monilla, se desarrolla dentro de un rango de adaptacion de 0 a 1 520 msnm,
con precipitacion anual de 780 a 5 500 mm, temperatura promedio anual de 18
a 28 °C. Se le considera un patdgeno agresivo y excelente invasor de regiones
geograficas al presentar un alto potencial de dispersiéon y una amplia plasticidad
ecoldgica, es decir, resulta el nivel de adaptacién a diferentes ambientes (Evans
et al., 2002; Phillips, 2003; Phillips-Mora, 2006).

2.7.13 Descripcion del aislado M. roreri in vitro

Segun Evans et al. (1978) y Phillips (2003), M. roreri tiene un crecimiento lento
sobre el medio de cultivo agar extracto de malta. Las colonias del aislado llegan
a un diametro aproximadamente de 8 — 15 mm después de 15 dias, es inoloro
con borde levantado. Su tonalidad de color va cambiando de salmén palido a

rosa beige, finalmente se vuelve de color beige canela a arcilla, o café lanoso. A
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veces, el micelio en su inicio de crecimiento es suave a farinaceo, de color blanco
a crema. Con respecto a los caracteres morfoldgicos de este patdgeno, las hifa
son hialinas, de pared delgada, septada y ocasionalmente es irregular con
hinchamientos de 1,5 - 5 um de ancho. Los conidioforos ramificados dan lugar a
cadenas de conidios, estos son separables, con paredes gruesas, sus formas
son globosas o subglobosas, de 6,5 - 8,0 y de 15 - 25 um de didmetro, algunas
veces elipsoidales de 8 — 20 x 5 -14 pm, paredes de 2 um de grosor.

2.8 Métodos de control

La comprobada eficacia de M. roreri como fitopatégeno en cacao ha complicado
el manejo de la enfermedad. Su gran éxito radica en la notable capacidad de
producir millones de esporas altamente infectivas que son facilmente

diseminadas por el ambiente (Phillips et al., 2003).

El conocimiento de mecanismos de dispersion y germinacion de las esporas de
la enfermedad ha permitido implementar el manejo, buscando un conjunto de
técnicas y herramientas culturales, quimicas, biolégicas y genéticas, necesarias
para mantener las poblaciones del patdogeno a niveles inferiores al dafio
econdémico, medidas de control basadas en un manejo permanente y sistematico
a traves de todo el afio (FEDECACAO, 2012).

2.8.12 Control cultural

Las practicas de control cultural son fundamentales para que exista un ambiente
favorable al cacao y a la vez desfavorable al patdgeno, logrando la disminucién

de frutos enfermos y que la enfermedad avance en toda la plantacion.

Segun ACORDAR (2009), algunos de los trabajos del control cultural son los

siguientes:

a) Podas.-

Se debe realizar dos veces al afio, se podan los arboles de sombray cacao, para
controlar la humedad, permitiendo la penetracion de los rayos solares hacia las

ramas mas bajas y que exista una mayor circulacion de aire en el cacaotal.
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Poda sanitaria: consiste en la eliminacion de los frutos infectados con sintomas

de la enfermedad. En época de lluvia y alta humedad se cortan cada ocho dias

y en época seca cada 15 dias.

b) Regulacion de sombra.-

La sombra no debe ser mayor del 30 %, por lo que se debe regular para evitar la
humedad y asi no establecer condiciones favorables para la propagacion de la

enfermedad.
c) Fertilizacion.-

Se debe fertilizar a las plantas con abonos organicos (biofertilizantes), foliares y

al suelo.

d) Control de malezas.-

Se debe realizar tres veces al afo, ayudando a controlar plagas y enfermedades.
Esto incluye la eliminacion del musgo que crece sobre las ramas y el tronco

reduciendo el area de floracion y sirve de lugar para las esporas.

e) Sistema de drenaje.-

Construir canales de drenaje o zanjas de desagie para evitar el encharcamiento,
ayudando a bajar la humedad del suelo y reduce la humedad del aire en la

parcela.
f) Remocion de frutos enfermos.-

Los frutos cortados hay que enterrarlos 0 amontonarlos en un lugar y taparlos
con tierra u hojarasca. Lo importante es que los frutos enfermos no queden en el

arbol o en el suelo expulsando esporas.

2.8.13 Control quimico

Segun Arévalo (1992), el uso de fungicidas ha sido sugerido para controlar la

moniliasis del cacao en diversos lugares; sin embargo, en la mayoria de casos
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se considera que son poco efectivos y costosos, lo cual determina que este
método sea poco apropiado a su vez causando varios dafios en el ambiente y la
salud humana, con efectos nocivos para los diferentes organismos que habian
en el agroecosistema cacaotero motivo por el cual, no se recomienda su

aplicacion.

2.8.14 Control biolégico

Consiste en la manipulacién directa e indirecta por parte del hombre de agentes
vivos que tienen la capacidad de control sobre determinado agente fitopatégeno.
Esta manipulacién provoca un aumento de su capacidad de ataque sobre las
enfermedades (Yanez, 2004). Actualmente se esta evaluando la efectividad de
algunos hongos antagonistas a los patdgenos, entre ellos a M. roreri. Entre estos
antagonistas se encuentran miembros de los géneros Gliocladium y Trichoderma
(SENASA, 2003).

2.8.15 Control genético

Entre los cultivares de la especie T. cacao hay desigualdades en la
susceptibilidad a M. roreri, lo cual muestra que en esta especie existen fuentes
de resistencia al hongo. Aln no se ha descubierto un material inmune a M. roreri,
pero de las pruebas en Ecuador, Colombia, Costa Rica y Honduras, se conoce
que hay cultivares (clones o hibridos) que muestran menor nimero de frutos

infectados (Gonzalez y Robles, 2014).
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Capitulo Il

3. Materiales y métodos

3.1Localizacién y duracion del experimento.

El trabajo experimental se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Estatal Amazoénica, ubicada en el Km. 2 %2 Via Napo (Paso lateral)

canton Pastaza, provincia Pastaza.
La ubicacion geogréafica fue levantada directamente con un GPS.
Coordenadas geograficas: 1° 27’ 42” S
78°01'53,6” O
Altitud: 935 msnm

Con una duracion de 270 dias, en trabajo de campo y laboratorio, asi como la
obtencion de datos, tabulacién, analisis estadistico e interpretacion,

correspondiente al periodo de Noviembre 2014 a Julio 2015.

3.2 Condiciones meteorologicas.

En el laboratorio la temperatura fue controlada a 24 °C y una humedad relativa
del 85 %.

3.3 Materiales y equipos
3.3.1 Fisicos

Asas de inoculacion, atomizador plastico, bandejas plasticas, cajas de Petri con
dimensiones de 100 x 15 mm y 100 x 20 mm, calibrador digital (TRUPER®),
camara de Neubauer, cAmara de esporulacion, cubre - objetos (B&C GERMANY)
dimensiones 22 x 22 mm, cuchillo (TRAMONTINA), embudo de malla artesanal,
erlenmeyer (CITOGLAS) de 100, 500 y 1 000 mL, espatula metalica, fundas
Kraft, fundas plasticas, goteros de plastico, lampara de alcohol, marcadores
permanentes, micropipetas (SOCOREX) de 10 -100 pL y 100 - 1 000 uL, papel
aluminio, papel filtro (MACHEREY NAGEL), parafilm (American National), pinzas
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metalicas, porta-objeto (B&C GERMANY) dimensiones 76 x 26 mm, puntas
micropipetas (BOECO), probetas (GLASSCO) de 50 y 250 mL, registro de datos,
sacabocados 3,70, 4,30 y 10 mm, tapones, termometros, tijeras de podar
(PRETUL), vasos de precipitacion 50 y 250 mL.

3.3.2 Biolbgicos (Material experimental)

Mazorcas de cacao nacional con los diferentes sintomas de la enfermedad
como: mazorcas modificadas con manchas de color café, deformaciones o
protuberancias, pequefios puntos aceitosos y frutos con presencia de

crecimiento micelial color blanco y esporulacion de color crema.
3.3.3 Equipos

Agitador magnético con calefaccion (IKA®), autoclave vertical (DAIHAN
Scientific), balanza compacta (ADAM®), camara de flujo laminar (LABCONCO),
camara fotografica (SONY), cAmara de esporulacion con dos lamparas de luz
negra modelo BLB40W 120V, computadora de escritorio (ARI), estufa
esterilizadora (MEMMERT), estéreo-microscopio binocular con zoom (KRUSS),
incubadora (MEMMERT), pHmetro (ELICROM), microscopio trilocular 6ptico
(MEWJI) con camara (DINOLITE), refrigeradora (INDURAMA), ultracongelador
(DAIHAN Scientific).

3.3.4 Insumos
Agua destilada estéril, alcohol al 70 y 90 % (v/v), lactofenol, tween 80.
3.3.5 Medios de cultivo

PDA (Potato Dextrose Agar): dosis de 9,75 g en 250 mL de agua destilada

V8MAA: 50 mL jugo V8, 3,75 g agar, 3,75 g malta, 0,75 g CaCOs esto se afora
a 250 ml de agua destilada

PDB (caldo de papa dextrosa): 9,6 g en 400 mL de agua destilada.
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3.3.6 Software estadistico

El procesamiento estadistico de las variables fueron evaluadas con el paquete
estadistico IBM SPSS Statistic version 21.0 para Windows.

3.4 Factor de estudio

El factor en estudio considerado para el trabajo investigativo fue la

caracterizacion cultural, morfolégica y fisiologica de aislados de M. roreri.
3.5 Analisis estadistico

Para el analisis, comparacion y procesamiento de los datos se utilizo la prueba
no paramétrica de Kruska Wallis que se aplicd 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 desarroll6 el hongo, presencia de cristales, presencia de liquidos de
transpiracion, textura y elevacion del micelio se utilizé la estadistica descriptiva,

utilizando graficos de distribucion de frecuencia.
3.6 Variables

Las variables independientes de la investigacidon correspondieron a la
caracterizacion cultural, morfologica y fisiolégica de los aislados M. roreri,
mientras que las variables dependientes fueron velocidad de crecimiento del
micelio en la caja de Petri, el color del micelio, el color del reverso de la caja
Petri, textura, borde, los liquidos de transpiracion, presencia de cristales, forma
del borde, elevacién del micelio, conteo y tamafio de conidios, influencia de la

temperatura, pH y luz sobre el crecimiento micelial.
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Tabla 1. Descripcion de variables empleadas en la investigacion.

Variables
Independientes

Variables
Dependientes

Descripcién

Caracteristicas
Culturales

Velocidad de crecimiento radial

Su valor se expresa en
(mm).

Color de micelio

Color de reverso

Su tonalidad de color puede
ser blanco, salmén y café.

Textura Su valor puede ser estriada,
afelpada y polvosa.
Borde Su valor puede ser regular e

irregular.

Presencia de cristales

Liquido de transpiracién

Se refiere a la presencia o
ausencia de los mismos.

Elevacion

Su valor se expresa en
(mm).

Caracteristicas
Morfolbgicas

Forma de conidios

Identificacion a la forma de
los conidios esta puede ser
globosas, sub globosas y
elipsoidales.

Tamario de conidios

Su valor se expresa en
(um).

Conteo de conidios

Numero de conidios por 10
mL H20 de agua estéril.

Caracteristicas
Fisioldgicas

Influencia de
sobre el crecimiento micelial

temperatura

Crece o no a 15, 20, 25, 30
y35°C

Influencia de las condiciones
de iluminacién el crecimiento

micelial.

Crece 0 no en luz natural,
blanca, negra y oscuridad

Influencia del
crecimiento micelial

pH sobre el

CreceonoenunpHde6a
7,5 conunaescaladeO,5
y se expresa en g/ caja de
Petri

27




3.7 Manejo del experimento

Analisis de la zona de estudio.

La presente investigacion se llevo a cabo en seis fincas de pequefios productores
de cacao (Tabla 2), quienes se encuentran distribuidos en tres provincias
amazoénicas que son Napo, Pastaza y Morona Santiago (Figura 9). Quienes
manejan una produccidon organica, lo cual es primordial para la investigacion

planteada. El muestreo se dirigio hacia las plantaciones de cacao Nacional.

Tabla 2. Fincas donde se realiz6 la recoleccion de las mazorcas de cacao Nacional.

FINCA | PROPIETARIO PROVINCIA CANTON PARROQUIA SECTOR EDAD
(afios)
1 Carlos Napo Tena Ahuano Colonia Bolivar 7
Pozo
2 Cesar Dahua Napo Tena Ahuano Ahuano 8
5 Mariana Napo Arosemena Arosemena Arosemena Tola 7
Rodriguez Tola Tola
6 Misahualli Napo Tena Misahualli - 7
7 Wilson Avilez Pastaza Arajuno Arajuno Hushifio las 8
pefias del pozo
8 Patricio Carrefio Morona Palora 16 de Agosto La Comanche 5
Santiago
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Simbologia

[ vimite internacional
[ Region Amazonica
| Regién Costa
[ Region Sierra
|7 ] Region Insular

A

Figura 9. Sitios de procedencia de las mazorcas de cacao Nacional. Proyeccion del
mapa UTM, Datum WGS 84, Zona 18 sur. A) Ecuador, B) Provincias amazénicas,
C) Lugares de procedencia de los frutos de cacao.

Aislamiento y obtencion de cultivos puros de M. roreri.

El trabajo de campo inici6 con la recoleccion de mazorcas de cacao nacional que
presentaban caracteristicas de la enfermedad, de acuerdo con los criterios de
Ayala (2008) y CORPORICA (2008), como: manchas amarillentas y verdes en
frutos menores de tres meses, mazorcas con deformaciones con apariencias de
gibas o jorobas, puntos negros y brillantes que se unen para formar una mancha
café, posteriormente se forma un manto blanco correspondiente a las esporas
del hongo que después se transforma en un polvillo de color crema, fueron

escogidas en cada zona de estudio (Figura 10).
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Figura 10. Mazorca de cacao Nacional con sintoma de Moniliasis.
Fuente: Propiedad del autor.

Los frutos se recolectaron en fundas de papel Kraft e identificadas
respectivamente, fueron trasladadas al laboratorio de Microbiologia donde se las
fotografié y analizé de acuerdo a sus sintomas fueron codificadas segun la finca
de procedencia para permitir un adecuado manejo e identificacion, se obtuvieron
fragmentos de 10 mm de didmetro de mazorca con una parte enferma y sana
mediante la utilizacion del sacabocado. Colocamos la muestra en un erlenmeyer
de 100 mL para lavarlo con agua corriente de la llave durante cinco minutos
usando un tamiz metalico, los discos fueron desinfectados en agitacién continua
con alcohol al 70 % durante tres minutos y nuevamente agitados en el
erlenmeyer con agua estéril por dos minutos y colocados en la caja de Petri con
papel filtro (cAmara humeda) (Figura 11). Luego se tomoé fragmentos de
mazorcas que muestran crecimiento micelial color blanco y con esporulacion
color crema estos fragmentos se colocaron en la camara humeda sin ser

desinfectados.
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Figura 11. Preparacion de cAmaras humedas.

Conformada las camaras humedas fueron identificadas de acuerdo a las
distintas formas de los segmentos como: Pn (puntos necrosos), Mch (manchas
chocolatadas), Mac (manchas aceitosas), Tn (tejidos necrosados), Snd
(segmentos no desinfectados), estas muestras se las colocoé al ambiente del
laboratorio aproximadamente por cinco dias, después se identificaron los hongos
filamentos con la utilizacion del microscopio estereoscopio. Se procedi6 a aislar
el hongo con un asa estéril, se efectud la siembra directa en la caja de Petri
debidamente rotulada en ocho divisiones con medio de cultivo sélido PDA, se
colocaron en la incubadora a una temperatura de 26 °C para inducir la
esporulacion durante 15 dias, se realizé placas que consta en hacer un raspado
con un asa estéril sobre el micelio colocamos sobre el porta objeto previamente
con presencia de una gota de lactofenol y se colocé el cubre objeto sobre la
muestra (Anexo 1), con la utilizacién del microscopio clinico se permitira la
identificacion de las estructuras morfologicas, segun lo mencionado por Johnson
et al. (1946).

Segun Agrios (1996), para obtener colonias puras se realizan siembras en PDA,
lo que consta repicar del borde de crecimiento del micelio del aislado en estudio.
Para la multiplicacion del hongo de las colonias puras se realizaron siembras en
cajas de Petri con medio semi-sélido VBMAA (Anexo 2) las cuales se incubaron
a 26 °C durante 15 dias, pasado ese tiempo se escogieron las que presentaban
caracteristicas tipicas de M. roreri.
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Para la identificacion de los aislamientos se realizé6 morfolégicamente, utilizando

las claves taxondmicas de Evans (1981) y Phillips et al. (2006).

Se realizaron 10 repeticiones por aislado de cada finca para comenzar la
caracterizacion cultural, morfolégica y fisiolégica, a los 21 dias se observo
nuevamente en el microscopio clinico y se identificaron los aislados de M. roreri.
La codificacion se realizo de acuerdo a la finca (Tabla 3). Las colonias fueron
purificadas realizando repiques continuos en cajas de Petri con medio semi-

sélido VBMAA debido a la contaminacion de algunos repiques de los aislados.

Tabla 3. Codificacion de aislados provenientes de las seis fincas.

FINCA CODIGO DEL AISLADO

Finca 1 UEA-Mrl1.6
UEA-Mr1.16
UEA-Mr1.29

Finca 2 UEA-Mr2.7
UEA-Mr2.12
UEA-Mr2.15

Finca 5 UEA-Mr5.3
UEA-Mr5.16
UEA-Mr5.17

Finca 6 UEA-Mr6.10

UEA-Mr7.13
UEA-Mr7.16
Finca7 UEA-Mr7.17
UEA-Mr7.20
UEA-Mr7.28

UEA-Mr8.9
Finca 8 UEA-Mr8.10
UEA-Mr8.11
UEA-Mr8.19
UEA-Mr8.20
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3.7.1 Determinacion de los caracteres culturales de las colonias de los

aislados de M. roreri

La caracterizacion cultural se efectué por medio de un analisis cualitativo y
cuantitativo. Evaluando el crecimiento diario de los aislados de M. roreri en medio
de cultivo semi solido VBMAA conforme a lo referido por Evans et al. (1978) y
Phillips et al. (2006), se describieron las caracteristicas culturales como la
velocidad de crecimiento del micelio, color del micelio, color del reverso del
micelio, textura, elevacion, tipo de borde, presencia de cristales y liquidos de

transpiracion.

Se repic6 cada aislado de M. roreri en cajas de Petri que contenian 18 mL de
medio de cultivo semi solido VBMAA, esterilizados en una autoclave a 121 °Cy
1 atm por 15 minutos, segun Phillips et al. (2006) y Villavicencio (2010). Se
elabord 10 repeticiones por aislado completamente selladas y codificadas, se
colocaron a 26 °C en la incubadora hasta que el hongo complet6 su crecimiento

micelial (Figura 12).

Figura 12. Siembra de aislados de M. roreri en medio semi-sélido VBMAA.
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Diariamente se registré las diferentes variables establecidas para el hongo en
estudio (Anexo 3). Por medio de observacion visual se determiné el color del
micelio, color de reverso de la caja, presencia de liquido transpiracion, presencia
de cristales, textura, elevacion del micelio (mm) y borde, ademas se midio la
velocidad de crecimiento (mm) de las colonias por cada aislado con la ayuda del

calibrador pie de rey (Figura 13).

Figura 13. Registro y medicién de caracteres culturales de colonias de M. roreri.

3.7.2 Evaluacion de los caracteres morfolégicos de los aislados de M.

roreri

Se realiz6 la siembra de los aislados en medio de cultivo semi so6lido VBMAA,
donde se efectud cuatro repeticiones por aislado luego fueron ubicadas en la
incubadora a una temperatura de 26 °C durante 15 dias, de acuerdo a lo indicado
por Phillips et al. (2006) y Villavicencio (2010).

A partir de los 15 dias se iniciaron las evaluaciones utilizando el microscopio
trinocular 6ptico (100X), con camara incluida Dino-Lite con el software
DinoCapture 2.0, modelo MT4300H, con el que se diferenci6é sus estructuras y

dimensiones (um).

Para las mediciones de conidios se realizaron microcultivos donde se hizo la
toma de segmentos de micelio, tanto del borde como centro del aislado, con un
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asa estéril y colocada en porta-cubre objetos se observé en el microscopio
trinocular optico con un aumento de 100 X y se tuvieron en cuenta los criterios
descritos por Evans (1978), para la identificacion morfolégica, se midié largo y
ancho (um) de 20 conidios tomadas completamente al azar de cada una de los

aislados (Figura 14).

Figura 14. Elaboracion de microcultivos y medicion de conidios.

Para la realizacion del conteo de los conidios se prepar6 una solucién de agua
destilada estéril y una gota de Tween 80 (10 mL/aislado), esta solucién se coloca
dentro de la caja de Petri, después se agitan las cajas en forma circular, en el
sentido y en contra de las manecillas de reloj hasta que la suspension se
dispers6 completamente en el medio, se procedi6 a tomar 10 pL con la

micropipeta y colocar en la camara de Newbauer (Figura 15).

Segun Bastidas (2009), la formula utilizada para el célculo de la concentraccién

de conidios es:

namero de celda*10000

numeros de cuadros*disoluciéon
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Figura 15. Proceso para el conteo de conidios en la camara de Neubauer. 1) Colocamos la
disolucion de agua destilada estéril con una gota de Tween 80 (10 mL/aislado). 2) Agitamos
la caja en forma circular en sentido y contra de las manecillas del reloj. 3) Con la micropipeta
se absorbe 10 pL y se coloca en la cAmara de Neubauer. 4) Se observa en el microscopio con
el obietivo (10 X).

3.7.3 Caracterizacion de propiedades fisioldgicas de los aislados de M.

roreri

Para este estudio se utilizé el aislado UEA-Mr8.9 proveniente de la finca 8,
correspondiente a la provincia de Morona Santiago debido a que presenté mayor

crecimiento micelial en la caracterizacion cultural de M. roreri.

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

Se realizé con el proposito de determinar el pH de incubacién mas favorable para

el crecimiento de M.roreri.

Se utilizé el medio liguido PDB esto se dispens6 en dos Erlenmeyer de 500 mL,
el pH fue modificado antes de esterilizarlo con hidroxido de sodio (NaOH) con
una concentracion 0,01 molar, luego se distribuy6 en erlenmeyer de 100 mL con
una concentracion de 50 mL, fueron esterilizados en el autoclave a 121 °Cy 1
atm por 15 minutos. Se dejé enfriar el medio para posteriormente realizar la
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siembra de discos de micelio de 4,30 mm de diametro en la camara de flujo

laminar con el asa de inoculacion (Figura 16).

Figura 16. Crecimiento micelial del aislado UEA-Mr8.9 en medio liquido PDB.

Para este ensayo se utilizd una escala de 0,5 en un pH de 6 a 7,5 se realizaron
10 repeticiones por tratamiento se ubicé en la incubadora a una temperatura de
26 °C durante 21 dias, tiempo transcurrido se realiz6 a la cosecha del micelio y
obtener la masa hiumeda y masa seca (mg) del micelio de cada repeticion con la

utilizacion de papel filtro.
Influencia de la temperatura en el crecimiento micelial de M. roreri.

Este segundo ensayo se desarroll6 para determinar la temperatura de

incubacion adecuada para el crecimiento de M.roreri.

Se empled el medio de cultivo semi sélido VBMAA donde se sembr6 el hongo en
estudio con 10 repeticiones, con los diferentes tratamientos 15 °C se mantuvo
en el refrigerador, mientras que en la incubadora se colocd a una temperatura
de 20 y 25 °C (Figura 17), en la estufa a 30 y 35 °C, se fue evaluando por una
duracion de 15 a 20 dias su crecimiento micelial (Anexo 4) y controlando su
temperatura con termémetros de mercurio por medio de la observacién diaria de

las colonias.
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Figura 17. Aislado UEA-Mr8.9 conservada a 25 °C en la incubadora.

Influencia de la luz en el crecimiento de micelial de M roreri.

Este ensayo se realiz6 con la finalidad de determinar el tipo de luz mas propicia
para el crecimiento de M. roreri. Se inocularon discos de 4,30 mm en medio semi-
sélido VBMAA con 10 repeticiones del aislado, los cuales fueron evaluados en
diferentes condiciones de iluminacién: luz blanca, natural, negra (figura 18) y
oscuridad los aislados se midieron hasta que el micelio completé su crecimiento

en la caja de Petri (Anexo 5).

N7

—

Figura 18. Aislado UEA-Mr8.9 en medio semi solido VBMAA, creciendo en luz negra colocada en
la camara de esporulacién modelo BLB40W 120V.
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Se obtuvieron 20 aislados que se correspondieron a los caracteres culturales,

morfologicos y fisiolégicos de M. roreri procedentes de seis fincas, de tres

Capitulo IV

4. Resultados y discusion

provincias amazonicas: Napo, Pastaza y Morona Santiago (Tabla 4).

Tabla 4. Sitios de procedencia de los aislados de M. roreri.

Finca

Provincia

Canton

Sector

Cddigo del aislado

Napo

Tena

Colonia Bolivar

UEA-Mrl.6
UEA-Mrl1.16
UEA-Mr1.29

Napo

Tena

Ahuano

UEA-Mr2.7
UEA-Mr2.12
UEA-Mr2.15

Napo

Arosemena
Tola

Arosemena Tola

UEA-Mr5.3
UEA-Mr5.16
UEA-Mr5.17

Napo

Tena

Misahualli

UEA-Mr6.10

Pastaza

Arajuno

Las pefias del Pozo

UEA-Mr7.13
UEA-Mr7.16
UEA-Mr7.17
UEA-Mr7.20
UEA-Mr7.28

Morona
Santiago

Palora

La Comanche

UEA-Mr8.9
UEA-Mr8.10
UEA-Mr8.11
UEA-Mr8.19
UEA-Mr8.20

4.1 Determinacion de los caracteres culturales de las colonias de

los aislados de M. roreri.

4.1.1 Crecimiento micelial de M. roreri.

El crecimiento micelial inicial de M. roreri fue de 4,30 mm con un crecimiento final
de 88 a 92 mm por caja de Petri completando el crecimiento entre los 12 a 18

dias. La velocidad de crecimiento radial de los aislados fue de 7,30 mm/dia,
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resultado que coincide con lo mencionado por Phillips et al. (2006) y Villavicencio
(2010).

La figura 19, indica que los aislados UEA-Mr8.9 y UEA-Mr8.10 procedentes de
Morona Santiago llenaron la caja de Petri en 12 dias, a los 15 dias lo hicieron las
colonias UEA-Mr5.3, UEA-Mr5.16, UEA-Mr5.17, UEA-Mr7.28 y UEA-Mr8.11, y
entre 16 a 17 dias los aislados UEA-Mr7.13, UEA-Mr7.16, UEA-Mr7.17, UEA-
Mr7.20, UEA-Mr8.19, UEA-Mr8.20 vy finalizaron el crecimiento micelial a los 18
dias los aislados UEA-Mrl.6, UEA-Mrl1.16, UEA-Mrl1.29, UEA-Mr2.7, UEA-
Mr2.12, UEA-Mr2.15 y UEA-Mr6.10, lo que coincide con lo informado por
Villavicencio (2010), quien reporta que a los 15 dias se desarrollaron aislados de

M. roreri en medio VBMAA en la region costera de Ecuador.

Desarrollo de crecimiento micelial de M. roreri
e UEA.Mr1.6

100,00 e UEA.Mr1.16
90,00 UEA.Mr1.29
. UEA.Mr2.7
< 70,00 em— UEA.Mr2.15
S e EA.Mr5.3
% 60,00 e EA.Mr5.16
T 50,00 e EA.Mr5.17
ko] e JEA.Mr6.10
£ 40,00 c—UEA.Mr7.13
[0}
£ 30,00 e EA.Mr7.16
S UEA.Mr7.17
8 20,00 UEA.Mr7.20
10,00 UEA.Mr7.28
UEA.Mr8.9
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Figura 19. Desarrollo del crecimiento micelial de los 20 aislados de M. roreri en medio de
cultivo semi sélido VBMAA a 26 °C.

De acuerdo a la figura 20, demuestra que de los 20 aislados de M. roreri, siete
de ellos presentaron mayor velocidad de crecimiento micelial, donde a los 12
dias se presento un rapido desarrollo micelial correspondiente a UEA-Mr8.9 y
UEA-Mr8.10, en comparacion de los aislados UEA-Mr5.3, UEA-Mr5.16, UEA-
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Mr5.17, UEA-Mr7.28 y UEA-Mr8.11 que lo hicieron a los 15 dias en condiciones

similares.

Aislados de M. roreri que presentaron mayor velocidad de
crecimiento
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p<0,05(n=10)
Figura 20. Aislados de M. roreri que presentaron mayor velocidad de crecimiento micelial.

4.1.2 Color de anverso y reverso del micelio de M. roreri.

Las colonias de este hongo fitopatégeno, tienen una considerable variabilidad en
cuanto a los tonos de coloracion del micelio que varian del blanco, salmoén, hasta
el café (Phillips et al., 2006), por lo que este parametro no permite asegurar con
certeza que los fenotipos de los aislados obtenidos pertenezcan a una misma

especie.

Se observé en los aislados variedad en las tonalidades de los colores segun el
progreso de los dias en el desarrollo del crecimiento micelial de M. roreri,
manifestandose colores como: blanco, salmén y café debido a la formacién de

conidios con masa conidial pulverulenta (Tabla 5).

Existio variacion en las tonalidades de los colores del micelio de los aislados en
estudio, segun la edad de las mismas, se pudo observar una coloracién blanca
en todo su desarrollo micelial en los aislados provenientes de Napo, mientras
gue los aislados procedentes de Pastaza y Morona Santiago se evidencié un
cambio de color comenzando con una coloraciéon blanca, luego con una
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coloracion salmon y finalizé con una tonalidad de color café coincidiendo con lo
mencionado por Arbelaez (2010) y Villamil et al. (2012) (Figura 21).

Color del anverso micelial de los aislados de M. roreri
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Figura 21. Color del micelio de los aislados de M. roreri.

Los colores del reverso de los aislados fue variando a medida del avance de los
dias sobre el crecimiento micelial, resultando tonalidades de color desde blanco
a salmon, finalizando en café. De los 20 aislados, UEA-Mr8.11 y UEA-Mr8.19
procedentes de Morona Santiago (Palora) presentaron una coloracién café,
mientras que los aislados restantes se observd la tonalidad de color salmon

coincidiendo con lo reportado por Evans et al. (1978) (Figura 22).

Color del reverso de los aislados de M. roreri
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Figura 22. Color del reverso de las colonias de aislados de M. roreri.
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Tabla 5. Color del micelio de las colonias en el anverso y reverso de los 20 aislados de M. roreri,
en medio de cultivo semi sélido VBMAA a 26°C incubados durante 18 dias.

Color del anverso del

micelio

Color del reverso de la
caja de Petri

Color del anverso del

micelio

Color del reverso de la
caja de Petri

UEA-

Mrl.6

UEA-Mr2.12

UEA-Mrl1.16 UEA-Mr5.3

UEA-Mr1.29 UEA-Mr5.16

UEA-Mr2.7 UEA-Mr5.17

UEA-Mr2.15 UEA-Mr6.10
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Continuacién de la Tabla 5.

Color del anverso del

micelio

Color del reverso de la
caja de Petri

Color del anverso del

micelio

Color del reverso de la
caja de Petri

UEA-Mr7.13

UEA-Mr8.9

UEA-Mr7.16 UEA-Mr8.10

UEA-Mr7.17 UEA-Mr8.11

UEA-Mr7.20 UEA-Mr8.19

UEA-Mr7.28 UEA-Mr8.20
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4.1.3 Bordes

Todas las colonias de los aislados presentaron bordes regulares, coincidiendo
con lo mencionado por Phillips et al. (2006), Villavicencio (2010) y Mosquera
(2014) y difiriendo por Arbelaez (2010) quien destaco al borde plumoso como

el mas representativo en un estudio realizado en Colombia.

4.1.4 Textura

Se observo diversas texturas en las colonias, los aislados procedentes de Napo
(Colonia Bolivar) presentaron textura estriada correspondiente al 15 %, la
textura afelpada con 35 %, los aislados de Napo (Ahuano, Arosemena Tola y
Misahualli); siendo la textura polvosa predominante con un 50 % en las
colonias de Pastaza (Arajuno) y Morona Santiago (Palora) (Figura 23). Estos
resultados se diferencian con el estudio de Arbelaez (2010), quien obtuvo una

textura afelpada con el 79,3 % de las colonias de los aislados en Colombia.
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# Afelpada mPolvosa = Estriada

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

R
s
s

‘b\Q)%’\‘L‘fJ%'bQ)’\Q‘b,\‘b’\q/Qrfp QD
®®®®&$®$$®®®®®®®$$$$
<</ F S FF LS FFFFFFTFFEEFFFE
FFFEEF VIS IS LE L

Distribucién de frecuencia, Estadistica descriptiva (n=10)
Figura 23. Textura del micelio de colonias de aislados M. roreri.

45



415 Presenciade cristales

Esta variable se presencié en la mayoria de los aislados procedentes de la
provincia de Napo a excepcion del aislado UEA-Mr1.6, en todo su proceso de
crecimiento. En el caso de Pastaza y Morona Santiago, no se observé la
presencia de cristales en su desarrollo (Figura 24). Estos resultados coinciden
con lo descrito por Mosquera (2014), quien al realizar un trabajo similar observo
la presencia de cristales en todos los aislados de M. roreri, procedentes de la

provincia del Napo — Ecuador.

Presencia de cristales en aislados de M.roreri
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Figura 24. Presencia de cristales en aislados de M. roreri.

4.1.6 Presenciade liquidos de transpiracién

No se observo presencia de liquido de transpiracion en 17 aislados, excepto en
las colonias de los aislados UEA-Mr1.6, UEA-Mr1.16 y UEA-Mr1.29 procedentes
de Napo (Ahuano), en donde se observaron gotas pequefias (muy frecuentes) y
grandes (menos frecuentes) (Figura 25). En la mayoria de los aislados los
liquidos de transpiracion fueron transparentes. Esto se diferencia con lo indicado
por Mosquera (2014), quien reporta liquidos de transpiracion en todos los

aislados de su investigacion.
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Presencia de liquido de transpiracion en aislados de M. roreri
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Figura 25. Presencia de liquido de transpiracion en aislados de M. roreri

4.1.7 Elevacion del micelio

En esta variable, las colonias de los aislados UEA-Mrl1.6, UEA-Mr2.12, UEA-
Mr2.15, UEA-Mr5.3, UEA-Mr5.16 y UEA-Mr6.10 procedentes de Napo
presentaron una elevacion en un rango de 0 a 2,5 mm los aislados UEA-Mr1.29
y UEA-Mr5.17 mostraron elevacién de 2,6 a 5,0 mm durante los primeros 15 dias
de crecimiento, 12 aislados restantes no presentaron elevacion (Figura 25).
Estos resultados se diferencian con lo mencionado por Evans et al. (1978),
quienes determinaron en la descripcion taxonémica de M. roreri una elevaciéon

del diametro de 8 a 15 mm en un periodo de crecimiento de 15 dias.
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Figura 26. Elevacion de micelio de aislados de M. roreri en medio de cultivo semi sélido
VBMAA a 26°C.
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4.2 Evaluacion de los caracteres morfolégicos de los aislados de M.

roreri.

Los caracteres culturales de las colonias fueron similares para todos los aislados
sembrados en medio semi sélido VBMAA coincidiendo con lo referido por autores
quienes han utilizado este medio para describir estos caracteres morfoldgicos.
Luego de 15 dias de haber inoculado los aislados tuvieron un desarrollo rapido
alcanzando un didmetro de 80 a 92mm (Phillips et al. 2006; Arbelaez, 2010;
Villavicencio 2010).

4.2.1 Formade conidios y mediciones

En todos los aislados se presencié mayoritariamente esporas de forma globosas
(7 — 9 um de diametro), sin embargo, también se encontraron formas
subglobosas (12 — 16 um de diametro) y elipticas (8 — 20 x 5 -14 um), obtenidas
a partir de la conformacién de microcultivos (Figura 27), coincidiendo con lo

reportado por Evans et al. (1978).

Las formas de las esporas fueron globosas, subglobosas y elipticas coincidiendo
con lo informado por Evans et al. (1978) y Suérez (2004), quienes describieron
las formas de las esporas de M. roreri desde globosas a elipsoidales y por

Holliday (1970), quien caracteriz6 a las esporas con formas globosas, sub-

globosas o elipsoidales.

Figura 27. Tipos de esporas. a) globosa b) subglobosa c) eliptica.

No se pudo observar diferencias significativas entre aislados de M. roreri en

cuanto al tamafio de las esporas. Presentaron un promedio en todos los aislados
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de 8,60 um. Las caracteristicas de las esporas de los aislados correspondieron
con las mencionadas por Evans et al. (1978), Phillips et al. (2006), Villavicencio

(2010) para la especie de M. roreri, quienes describieron valores entre 8-15 pum.

En la Tabla 6, se muestra las dimensiones de ancho y largo promedio de las
esporas producidas por los aislados de M. roreri.,donde se observa que el
aislado UEA-Mr5.3 presentd el mayor valor de ancho con 8.93 um, y el menor
valor fue de 7,34 um correspondiente al aislado UEA-Mr2.7. En relacion al mayor
valor promedio de largo corresponde a UEA-Mr8.9 con 10.78 um, y el aislado de
menor valor promedio fue UEA-Mr2.7 con 7,42 um de largo.

Tabla 6. Dimensiones promedio de las esporas producidas por aislados de M.roreri.

Aislados Ancho de las esporas Largo de las
(um) esporas (um)
UEA-Mr1.6 7.527+0.161 efg 7.771%0.152efg
UEA-Mrl.16 7.834+0.133 cdefg 7.967+0.133efg
UEA-Mr1.29 7.666%0.167 defg 7.679+0.175fg
UEA-Mr2.7 7.340+£0.137 g 7.428+0.148 g
UEA-Mr2.12 7.419+0.137 fg 7.537+£0.136 g
UEA-Mr2.15 7.342+0.137 g 7.458+0.128 g
UEA-Mr5.3 8.930+0.206 a 9.811+0.337abc
UEA-Mr5.16 8.587+0.175 abcd 9.750+0.411abc
UEA-Mr5.17 8.687+0.206 abc 9.460+0.331abcd
UEA-Mr6.10 7.407+0.156 fg 7.657+0.169fg
UEA-Mr7.13 7.922+0.220 bcdefg 8.196+0.246defg
UEA-Mr7.16 8.477+0.192 abcde 8.840+0.218cdefg
UEA-Mr7.17 8.704+0.171 abc 9.027+0.187cdef
UEA-Mr7.20 8.330£0.212 abcdef 8.731+0.206cdefg
UEA-Mr7.28 8.564+0.235 abcd 9.453+0.274abcd
UEA-Mr8.9 8.663+0.218 abc 10.781+0.605 a
UEA-Mr8.10 8.786+0.256 ab 10.557+0.603 ab
UEA-Mr8.11 8.719+0.213 abc 9.229+0.266bcde
UEA-Mr8.19 8.112+0.158 abcdefg 8.803+0.219cdefg
UEA-Mr8.20 8.678+0.201 abc 9.110+0.185bcdef

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren por la prueba de C de Dunnett para
p=<0.05.
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4.2.2 Concentracion de conidios

La concentracion de conidios a los 15 dias fue de 1.02 x 10® esporas /mL?
(figura 28) este resultado coincidié con lo reportado por Villavicencio (2010),
quien utilizé agar extrato de malta al 2 %, determind que la concentracion de
esporas fue de 1,00 x 108 esporas/ mL™. Estos resultados difieren con Arbélaez
(2010), que alcanzé la produccion de esporas en un rango muy amplio entre
valores de 3,63 x 108 y 7,09 x 10° esporas/ mL.

Figura 28. Observacion de concentracion de conidios en cAmara de Neubauer.

4.3 Caracterizacion de propiedades fisiologicas de los aislados de M.

roreri.

El aislado UEA-Mr8.9 procedente de la provincia de Morona Santiago (Palora)
perteneciente a la finca 8 (Sector La Comanche) fue el que presentdé mayor
crecimiento micelial en la caracterizacion cultural de M. roreri por lo que se

escogio para la continuidad de los ensayos en esta caracterizacion.

4.3.1 Influencia del pH en el crecimiento micelial de M. roreri

Se utiliz6 para este parametro el medio de cultivo liquido PDB, donde se
presencié crecimiento micelial expresado en masa seca (mg). El pH 6,5 resulté
el méas favorable para un mejor crecimiento con una masa seca de 8.2 mg; en el

pH 7,0 de 0.51 mg de masa seca, para pH 6,0 resulté con un valor de 0.42 mg
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de masa secay el pH 7,5 (0.35 mg), los cuales tuvieron diferencias significativas
entre si (Figura 29). Esto coincide con lo descrito por Villegas (1979), que al
realizar un estudio similar en Colombia, determiné que M. roreri puede crecer
en un rango de pH entre 3,5y 8,0, donde el desarrollo micelial mas abundante

fue enun pH 5,0y 6,0.
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Figura 29. Influencia del pH sobre el crecimiento micelial en medio PDB.

4.3.2 Influencia de la temperatura en el crecimiento micelial de M.
roreri.

El aislado UEA.Mr.8.9, fue evaluado en cinco diferentes temperaturas de
incubacion (15, 20, 25, 30 y 35 °C), donde se determind que hubo crecimiento
micelial constante con temperaturas de 20 y 30 °C. Mientras que a los 15
y 35 °C, existio un crecimiento lento debido que entre los 6 a 10 dias se detuvo
el crecimiento micelial. Continuamente a la temperatura de 25 °C se determiné
una velocidad de crecimiento de 7,30 mm/dia, convirtiéndose en una
temperatura 6ptima con respecto a los demas tratamientos. Este parametro
permitié destacar la importancia de la temperatura de incubacion que beneficia

al crecimiento micelial de M. roreri en condiciones controladas.

Segun Villamil et al. (2012), en la produccién de micelio de M. roreri in vitro en
medio de cultivo PDA se obtuvo un crecimiento micelial favorable a una

temperatura de 25 °C, resultados similares al presente trabajo.
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Con referencia a la investigacion realizada por Evans et al. (1978), en la
descripcion de las caracteristicas morfoldgicas de M. roreri, determinaron que
las temperaturas de crecimiento Optimo fueron de 25 a 26 °C con una
temperatura maxima de 33 °C, dando respuestas semejantes con la

investigacion en estudio.

Tabla 7. Influencia de la temperatura sobre el crecimiento micelial de M. roreri en el aislado

UEA-Mr8.9
Dias
Temperatura 3 6 9 12
15 7.20 e 7.20d 10.75d 10.90d
20 35.90b 26.10b 25.50¢ 27.00 c
25 25.05¢ 39.80 a 44,70 a 4550 a
30 44.80 a 40.60 a 36.30b 34.00b
35 14.55d 13.80 ¢ 10.25d 10.10d

Rangos promedios con letras diferentes en una misma columna difieren segun la prueba de
Kruskal Wallis complementada con la prueba de Mann-Whitney para p<0.05.

4.3.3 Influenciade laluz en el crecimiento micelial de M. roreri

Se evaluaron distintas condiciones de iluminacion (luz natural, blanca, negra y
oscuridad), donde se utilizo el aislado UEA-Mr8.9 observando un crecimiento
micelial de M. roreri. La tabla 8, nos muestra que en oscuridad se obtuvo una
mayor velocidad de crecimiento micelial con un valor de 7,30 mm/dia, a su vez

luz negra fue el tratamiento que demostré un crecimiento micelial mas lento.

Los resultados coinciden con Rumbos et al. (2005) quienes indican que este
patdogeno crece lento y de forma irregular en condiciones de luz ambiente
(alternancia luz-oscuridad), luz fluorescente continua y en ciclos alternos de
fluorescentes y oscuridad. El parametro iluminacion es un factor importante que
se debe considerar fundamental en la influencia sobre crecimiento micelial en

condiciones controladas.
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Tabla 8. Influencia de la luz en el crecimiento micelial del aislado UEA-Mr8.9

3 6 9 12 15
Tratamientos
Oscuridad 31.85a 34.90 a 35,50 a 35.50 a 35,50 a
Luz blanca 18.20 b 17.00b 21.30 b 21.10b 23.60 b
Luz natural 11.50 ¢ 145b 8.50¢c 19.90 b 17.40c
Luz negra 20.45b 15.85b 16.70 bc 550c 5.50d

Rangos promedios con letras diferentes en una misma columna difieren segun la prueba de
Kruskal Wallis complementada con la prueba de Mann-Whitney para p<0.05 (n=10).
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Capitulo V

5. Conclusiones

1. Se obtuvieron 20 aislados de la especie M. roreri procedentes de seis
fincas correspondientes a las provincias de Napo, Pastaza y Morona

Santiago.

2. Los aislados alcanzaron una velocidad de crecimiento de 7,30 mm/dia,
siendo UEA-Mr8.9, UEA-Mr8.10 los que presentaron mayor crecimiento,
observandose tonalidades de coloraciéon desde blanco, salmén hasta
café, con una textura polvosa predominante con un 50 % en las colonias

de los aislados de M. roreri.

3. Se observo tres formas de conidios: globosas, subglobosas vy elipticas,
con un tamaifio promedio 8,60 um entre todos los aislados.

4. La temperatura de 25 °C, el pH 6.5 y la oscuridad favorecieron el

crecimiento del micelio de M. roreri, en el aislado UEA-Mr8.9
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6. Recomendaciones

1. Para futuras investigaciones con M. roreri se recomienda utilizar el
aislado UEA-Mr8.9, debido a su mejor respuesta en la caracterizacion

cultural.

2. Conservar los aislados a corto o largo plazo, lo que facilite trabajos sobre

el hongo de M. roreri.

3. Realizar una caracterizacién cultural, morfolégicas y fisioloégicas de
nuevos aislados para conocer las distintas variables que pudiera existir

entre los mismos, procedentes de diversas partes del pais

4. Se recomienda la continuidad de la investigacion de los aislados, a través
de la caracterizacibn molecular, lo que permitirA una identificacion

especifica del patdgeno.
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7. Resumen

La presente investigacion consistio en caracterizar cultural, morfoldgica y
fisiologicamente aislados de Moniliophthora roreri in vitro procedentes de la
Amazonia ecuatoriana. Se recolectaron frutos de cacao nacional con
sintomas de moniliasis producidos de manera orgénica, procedentes de las
provincias de Napo (Ahuano, Arosemena Tola y Misahualli), Pastaza
(Arajuno) y Morona Santiago (Palora). Se realizaron aislamientos del
patdbgeno donde fueron evaluados e identificadas mediante caracteres
culturales (velocidad de crecimiento radial, color de micelio y color de reverso
de la caja de Petri, textura, borde, presencia de liquidos de transpiracion,
elevacion y presencia de cristales), caracteristicas morfolégicas (forma,
tamafio y concentracién de conidios) y caracteres fisiologicos (influencia de
las condiciones de iluminacion, temperatura y pH sobre el crecimiento
micelial de M. roreri) con el propoésito de viabilizar alternativas para el control
bioldgico del patégeno. El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Estatal Amazoénica. Para los diferentes
ensayos se utilizaron medios de cultivo semi sélido (PDAy VBMAA) y liquido
(PDB). En relacién a las caracteristicas culturales no hubo diferencia
significativa en el borde, pero existi6 cambios en las tonalidades de color
iniciando con blanco, pasando a salmon y café, con diferente textura como
polvosa, estriada y afelpada. También el tamafio y forma de conidios se
distinguieron, reconociendo a tres tipos de esporas como globosas,
subglobosas y elipsoidales. Se establecido pH 6.5 como el éptimo para el
crecimiento micelial de M. roreri con una temperatura de 25 °C, permitiendo

un mejor desarrollo micelial en oscuridad.

Palabras claves: aislados, cacao, crecimiento micelial, conidios, medios de

cultivo.
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8. Abstract

This research was focused on cultural, morphological and physiological
characterization of Moniliophthora roreri under in vitro conditions. It is a
phytopathogenic fungus of cacao fruits, isolated from the Amazonian
Ecuador. National cacao fruits with symptoms of thrush produced organically
were collected from the provinces of Napo (Ahuano, Arosemena Tola and
Misahualli), Pastaza (Arajuno) and Morona Santiago (Palora). The pathogenic
isolates were assessed and identified by the cultural (radial growth rate, color
of mycelium and color back of the Petri dish, texture, edge, presence of liquid
perspiration, elevation and presence of crystals), morphological (shape, size
and concentration of conidia) and physiological characteristics (influence of
lighting conditions, temperature and pH on the mycelial growth) for the
purpose of making viable alternative for the biological control of the pathogen.
The experimental work was performed in the laboratory of Microbiology at the
Amazon State University. For different assays, semi solid (PDA and VBMAA)
and liquid culture media (PDB) were used. In relation to cultural characteristics
there was no significant difference in the edge, but there were different color
shades starting from white, passing salmon and coffee, with different texture
and dusty, striated and velvety. Also the size and shape of conidia were
varying, recognizing three types of spores as globose, subglobose and
ellipsoidal. The optimal pH and temperature for the mycelia growth of M. roreri
were 6.5 and 25 °C, respectively, allowing a better mycelial growth in
darkness.

Keywords: isolates; cocoa; conida; mycelia growth; culture media
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10. Anexos

Anexo 1. Elaboracion de placas para la observacion de estructuras morfolgicas de M. roreri.




Anexo 2. Preparacion de medio de cultivo semi solido VBMAA.




Anexo 3. Planilla de toma de datos de los diferentes caracteres culturales.

CARACTERISTICAS CULTURALES DEL AISLADO

HORA FECHA COLOR DE REVERSO | COLOR DE MICELIO VELOCIDAD TEXTURA | BORDE OBSERVACIONES
(mm)




Anexo 4. Registro de toma de datos de las diferentes temperaturas (15, 20, 25, 30 y 35 °C).

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

TEMPERATURA

Aislado:

Fecha: Velocidad (mm)

Fecha:

Velocidad (mm)




Anexo 5. Hoja de registro de los diferentes caracteres fisiolégicos. Variable de iluminacion (luz natural, blanca, negra y oscuridad).

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS - LUZ Aislado:

Fecha: Velocidad (mm) Fecha: Velocidad (mm)




