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Resumen

La Moniliasis del cacao, causada por el hongo Moniliophthora roreri, es el principal problema
fitosanitario, por lo que es necesario profundizar en el conocimiento del agente causal y las diferencias
existentes entre poblaciones del hongo de diversa procedencia. Para lograr los objetivos de esta
investigacién, se realiz6 a partir de muestras recolectadas en diez fincas de produccién de cacao
Nacional ubicadas en cinco provincias de la Costa, se realizaron aislamientos que fueron evaluados e
identificados mediante criterios morfoldgicos (diametro, borde, coloracién y textura de las colonias; tipo
y tamafio de conidias, entre otros); fisiologicos (desarrollo a determinada temperatura, peso de micelio),
y patogénicos (tiempo de aparicion y severidad de sintomas), con la finalidad de iniciar la
caracterizacion de las poblaciones del hongo en el pais y contar con un banco de aislamientos para
investigaciones posteriores a diferentes niveles. Se utilizaron medios de cultivo sélido y liquido para
evaluar las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de 50 aislamientos obtenidos. La patogenicidad
fue evaluada inoculando frutos sanos con el método de las conidias secas durante un periodo de catorce
dias. No se encontraron diferencias morfologicas en el borde y textura de las colonias entre los
aislamientos estudiados, pero si variaciones en su coloracion, con tonalidades de color blanco, crema,
café claro, hasta el café oscuro. También el tamafio y la forma de las conidias presentaron diferencias,

distinguiéndose conidias globosas, subglobosas y elipticas. Se observaron variaciones en cuanto al
crecimiento de las colonias y el peso de micelio en los diferentes aislados, independientemente de su
procedencia, con la excepcion del 80% de los procedentes de areas de la provincia de Los Rios, que

presentaron una mayor velocidad de crecimiento en medio sélido.
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Abstract

The moniliasis of cacao, caused by the fungus Moniliophthora roreri, is the main problem, so is
necessary to deepen the knowledge of the agent and the differences between populations of the fungus
from various sources. To achieve the objectives of this research was carried out on samples collected in
ten cocoa production farms located in five provinces of the Coast, was carried isolates that were
evaluated and identified by morphological criteria (diameter, edge, color and texture of colonies; type
and size of conidia, etc.), physiological (development at a given temperature, weight of mycelium) and
pathogenic (time of onset and severity of symptoms), in order to initiate the characterization of
populations of the fungus in the country and have a bank of isolates for further investigation at different
levels. We used culture media and liquid to assess the morphological and physiological characteristics of
50 isolates. The pathogenicity was evaluated by inoculating healthy fruit with dry conidia method over a
period of fourteen days. No morphological differences were found on the edge and texture of the colonies
among isolates studied, but variations in color, with shades of white, cream, light brown to dark brown.
Also the size and shape of conidia differences, distinguishing conidia globose, subglobose, elliptical.
There were variations in the growth of the colonies and the weight of mycelium in different isolates,
regardless of their origin, with the exception of 80% of those from areas of the province of Los Rios, who
had a higher growth rate on solid medium.
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1. Introduccién

El cacao Nacional ecuatoriano se distingue por su
fino aroma frutal y floral. También denominado como
cacao “arriba”, debido a que se lo cultivaba en la zona
superior del Rio Guayas (rio arriba), constituye un
rubro de elevada importancia econémica para el pais,
altamente cotizado en el mercado internacional por su
calidad y caracteristicas propias. Sin embargo, sus
frutos son susceptibles a enfermedades, principalmente
a la Moniliasis causada por el hongo fitopatdgeno
Moniliophthora roreri (Cif & Par) Evans et al.

Esta enfermedad es la que mas afecta la produccion
cacaotera del pais, llegando a producir pérdidas
econdmicas del 80% de la produccién total esperada
[1].

La Moniliasis a pesar de ser una de las principales
enfermedades en el cultivo de cacao, en nuestro pais
existe muy reducida informacion sobre el

conocimiento del agente causal de esta enfermedad,
siendo el principal problema la falta de conocimiento
acerca de la biologia, patogenicidad y epidemiologia
del agente causal en Ecuador.

2. Marco tedrico

Enfermedades fungosas en los frutos

El cacao como cualquier vegetal, es susceptible a
enfermedades a la accion de microorganismos que
alteran su desarrollo y en nuestro pais es una de las
principales causas para la baja productividad [2]. Las
principales enfermedades fungosas que afectan a los
frutos de cacao en el Ecuador son: Escoba de bruja,
Pudricién parda y Moniliasis, siendo esta Gltima una
de las principales enfermedades para el cultivo de
cacao.

Moniliasis

En Ecuador esta enfermedad aparecié en el afio
1914, en Quevedo, provincia de Los Rios [2]. En
1925, Rorer describi6 al agente causal de la moniliasis
como un hongo del género Monilia. En 1931, Obando
creyd que la enfermedad era causada por el hongo
Monilia fructigena. En 1933, Ciferri y Parodi
describieron las caracteristicas  fisioldgicas vy
morfolégicas del hongo y lo denominaron Monilia

roreri. En 1978, Evans y colaboradores, redescribieron
al hongo M. roreri; luego de observaciones al
microscopio electrénico, determinaron la presencia de
una septa doliporo en el micelio vegetativo, indicando
afinidad con la clase Basidiomycetes, y describieron el
desarrollo de las conidias en forma basipétala, por lo
que propusieron ubicar al agente causal de la
moniliasis en el género Moniliophthora. A partir de
ese trabajo, el hongo se denomina Moniliophthora
roreri (Cif. y Par) Evans et al.

Ubicacion de los grupos genéticos, rango de
hospedantes y de adaptacion de la enfermedad

A nivel internacional se han identificado cinco
grupos genéticos principales del hongo, tres son
endémicos y estan localizados dos en la Cordillera
Central y Oriental de Colombia y uno 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 Per(; y el otro en el Occidente
de Colombia, Centro de Ecuador y América Central
[3]. El rango de adaptacion de la enfermedad se
encuentra en una altitud entre 0 - 1520 m.s.n.m., con
una precipitacion promedio de 780 - 5500 mm y una
temperatura promedio de 18 a 28 °C. Las esporas
requieren de agua libre o de una humedad relativa
cercana al 100% para su germinacion.

Sobrevivencia del patogeno.

El patégeno permanece en el estado de conidias,
gue son de forma globosas, subglobosas y elipticas (8-
20 x 5-14 pm) [4] en los frutos infectados que se
encuentran adheridos a las plantas. Las esporas
germinan sobre la mazorca y penetran via intercelular
directamente a través de la epidermis, a cualquier edad
de la mazorca; posteriormente el patégeno se torna
intracelular, momento en el cual comienzan los
sintomas de la enfermedad [5].

Sintomas y signos de la enfermedad
¢ Sintomas externos
Las mazorcas con edad menor a un mes presentan

maduracién prematura, marchitez y secamiento. Los
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frutos de uno a tres meses presentan deformaciones o
abultamientos; mazorcas de dos a tres meses presentan
puntos verde oscuro o deformaciones. Luego de los
primeros sintomas aparece la mancha color marrén o
chocolate, a los pocos dias sobre la mancha café
aparece el micelio y luego las esporas de color crema
[6,7].

e Sintomas internos

El dafio interno es aln mas grave que el dafio
externo, porque se pierden casi todas las almendras,
sin importar la edad del fruto, debido a la
descomposicion de los tejidos.

Manejo de la enfermedad
Dentro del manejo integrado para el control de la
moniliasis del cacao se considera:

Précticas culturales.

a)Podas suaves y frecuentes, que ayuden a mantener
los troncos y ramas principales libres de brotes,
chupones o hijos y de ramillas perjudiciales.

b)Regulacion del sombrio permanente.

¢) Adecuado sistema de drenaje.

d)Deshierbes frecuentes y oportunas, para facilitar la
libre circulacion del aire.

e)Eliminar dos veces por semana en los meses de
lluvia los frutos afectados por la moniliasis que se
encuentren en la plantacion.

Practicas fitosanitarias.

Estas practicas buscan disminuir la fuente de
inéculo de las enfermedades y reducir el nimero de
plagas, la cual considera la remocion de tejidos
enfermos que deberan ser eliminados con las ramas
indeseables al momento de poda.

Otras posibilidades de control
e Control quimico

El uso de fungicidas ha sido sugerido para
controlar la moniliasis del cacao en diversos lugares,
sin embargo son poco efectivos y costosos, lo cual

determina que este método sea poco apropiado.

¢ Control bioldgico

Entre los hongos antagonistas se encuentran
miembros de los géneros Gliocladium y Trichoderma
[8]. Segun el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) existen gusanos de una polilla
no identificada que se alimenta de M. roreri [9].

Importancia econémica de la enfermedad

La Moniliasis ha provocado, en casi todos los
paises donde ha llegado, el abandono de muchas
plantaciones, ya que se puede perder hasta el 80% de
la produccion [10].

En Ecuador, Ampuero (1967) sefiala que las
pérdidas estimadas van desde un 15% hasta un 80%
[11,12]. En Venezuela, Meza y Ledn (1972) y Capriles
sefialan pérdidas entre el 40 y 50% de la produccién
por su dafio [12].

En Colombia se han reportado pérdidas del 55% de
la cosecha [10]. En Costa Rica, Enriquez y Suérez
(1978) y Enriquez y colaboradores (1979) mencionan
que la produccién nacional en 1978 fue de 9.500
toneladas por afio y debido a la presencia de la
enfermedad, la produccion se redujo al 72% [12].

En Honduras, la produccién de cacao en 1997,
antes de la llegada de la moniliasis, fue de 4.500
toneladas de cacao; en 2003, por efecto de esta
enfermedad, la produccién tan solo alcanzé 900
toneladas [12]. En México a dos afios de su deteccion,
las pérdidas debidas a este patdégeno son de alrededor
del 50% [12].

3. Hipotesis y Objetivos

3.1 Hipdtesis

“Existe variabilidad entre los aislados del
patdgeno en las distintas zonas productoras de la Costa
Ecuatoriana”

3.2 Objetivo General

Caracterizar morfoldgica, fisiologica y
patogénicamente poblaciones  de Moniliophthora
roreri provenientes de fincas ubicadas en cinco
provincias de la Costa Ecuatoriana, como parte inicial
del estudio de las poblaciones del hongo en el pais.

3.3 Objetivos Especificos

e FEvaluar la evolucion de la enfermedad en las
zonas de estudio.

e  Caracterizar morfolégica y fisiolégicamente los
diferentes aislamientos en estudio.

e Evaluar la patogenicidad de aislamientos de M
roreri.

4. Materiales y Métodos

4.1 Andlisis de la zona en estudio

En las cinco fincas se evalué la evolucion de la
enfermedad en 10 arboles de cacao en cada finca de
forma completamente aleatoria; se recolecté 20 frutos
con los diferentes sintomas de la enfermedad, que
posteriormente fueron llevados al laboratorio para
continuar con el estudio.

4.2 Metodologia de campo

La metodologia de campo aplicada en este estudio,
considera procedimientos desde el reconocimiento de
sintomas hasta la obtencion de muestras para el
aislamiento del agente causal.
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Recoleccion e identificacibn de mazorcas con
sintomas de Moniliasis de las zonas en estudio

Un total de 20 mazorcas que presentaban
caracteristicas de la enfermedad, de acuerdo a los
criterios de Ampuero (1967), Suarez (1971), Barros
(1977) y Campuzano (1980), fueron seleccionadas en
cada una de las zonas de estudio.
Observacion macroscopica del crecimiento del
hongo

Por medio de observacién directa se pudieron
observar las caracteristicas morfolégicas del
crecimiento del hongo.

4.3 Protocolo para aislamientos de Moniliophthora
roreri

El protocolo utilizado en este estudio fue el
propuesto por Phillips-Mora (2006). La FIGURA 2.1
muestra graficamente los pasos fundamentales para la
obtencion de aislamientos puros de M. roreri.

| i

Muestra Preparacion de Desinfeccion de
recolectada muestras muestras

Elaboracionde medio

Colonia pura (15 dias) Siembrade
muestras de cultivo

FIGURA 4.3: Procedimiento para la obtencion de
aislamientos puros de M. roreri.

Desinfeccion de las muestras

Las muestras de mazorcas recolectadas en campo,
se colocaron en fundas de papel kraft; luego fueron
llevadas al laboratorio donde fueron fotografiadas,
analizadas segin sus sintomas y codificadas.
Seguidamente se seccionaron (semilla, mucilago, parte
interna sana, parte interna enferma, etc.) y colocaron
en hipoclorito de sodio al 10% para su desinfeccion.
Una vez transcurridos dos minutos, los fragmentos de
tejidos se enjuagaron tres veces, sumergiéndolos en
agua destilada estéril para eliminar los residuos de
hipoclorito, procediendo al secado de las muestras
antes de la siembra.
Siembra de las muestras

Las muestras ya desinfectadas se sembraron en
cajas Petri que contenian medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) y Agar Nutritivo (AN);
posteriormente se colocaron en una incubadoraa 27°C

en oscuridad para el crecimiento de Moniliophthora
roreri.

Una vez identificado el patdgeno de interés, los
cultivos fueron transferidos a un medio especifico
(VBMAA: Jugo V8-Maltosa-Asparagina-Agar) para
medir el crecimiento diario y el peso micelial en
medio liquido (V8BMA+PDB), utilizando 10 aislados
por cada una de las provincias y realizando cinco
repeticiones por cada uno de los aislados. Las pruebas
de caracterizacion se realizaron utilizando discos de
micelio que fueron cortados con un sacabocados de
7mm de didmetro.

Crecimiento en medio liquido

Para el crecimiento de M. roreri en medio liquido
se utilizd VBMA (Jugo V8-Maltosa-Asparagina) +
PDB (Caldo de Papa Dextrosa). Esta mezcla de
medios se dispensé en frascos de vidrio y fueron
esterilizados en una autoclave a 121°C y 15Ib./pulg2
por 25 minutos. Discos de micelios de las cajas en
medio solido fueron obtenidos con la ayuda de un
sacabocados de 7mm; depositados en el medio liquido
y puestos en una zaranda con una agitacion a 120 r.p.m
bajo oscuridad a 26°C para su crecimiento.

4.4 Caracterizacién morfol6gica del hongo

Las 50 colonias del hongo que se obtuvieron
fueron evaluadas periddicamente en base a
caracteristicas morfoldgicas como color y borde de las
colonias, tipo de micelio (textura) y su crecimiento,
realizando cinco repeticiones por cada aislamiento. El
parametro color fue calificado siguiendo lo
especificado en trabajos realizados por Phillips-Mora
(2006), en el que describe los colores de las colonias
de M. roreri (TABLA 1).

TABLA 1: Rango de colores para evaluar a los
aislamientos morfolégicamente con respecto al
color de las colonias.

NUMERO COLOR

1 café claro

2 café claro — blanco

3 café oscuro - café claro —
blanco

4 crema- café oscuro - café claro
— blanco

5 café oscuro — blanco

6 café oscuro - crema — blanco

7 crema- café claro- blanco
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Seleccién de muestras por el color y textura

De las 50 muestras obtenidas en cada una de las
zonas evaluadas, se eligieron crecimientos del hongo
M. roreri de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas
diversas que presentaron, basada en las observaciones
diarias de color y textura de la colonia, realizando
cinco repeticiones por cada uno de los aislados.

Forma y tamafio de conidias

La evaluacion de la forma y tamafio de las conidias
se realiz6 a partir de los microcultivos obtenidos en
medio sdlido VBMAA sobre laminas porta-objeto. El
medio de cultivo fue depositado en las laminas; se
realiz6 la inoculacién con esporas del hongo y
posteriormente se colocé en una incubadora a 27°C en
oscuridad.

El tamafio de conidias de los 50 aislamientos
obtenidos se determind midiendo el largo y ancho de
10 conidias escogidas completamente al azar,
utilizando un micrémetro ocular. La féormula aplicada
para determinar el tamafo real de las conidias en un
lente de 40X fue la siguiente:

{9 campo visual objetivo = @ campo visual ocular/ magnificacion

4.5 Caracterizacion fisiolégica del hongo

Esta caracterizacion se basd en el crecimiento
diario del hongo, evaluado por el peso de micelio
cuando se empledé medio liquido a 26°C y por el
didmetro de las colonias al utilizar medio sélido a
27°C.

Crecimiento en medio liquido.

El micelio que crecié en medio liquido a 26°C, se
pes6 a los 21 y 30 dias. A las dos horas se obtuvo el
peso himedo y a las cuarenta y ocho horas el peso
seco. Para realizar el andlisis de los datos se utiliz6 los
promedios del peso seco de cada aislamiento.
Produccion y conteo de conidias

La produccién de conidias fue utilizada para el
estudio de la patogenicidad de los 50 aislamientos. Su
proceso se realiz6 en medio sélido después de 15 dias
de crecimiento de los aislamientos. Para el conteo de
las conidias se prepard una solucién en agua destilada
estéril y se determind el nimero de conidias en la
suspension. Este conteo se realiz6 en una camara de
Neubauer donde se colocd 20 pl de la solucion
conidial y con ayuda de un microscopio de luz se
conto las conidias contenidas por ml. Se determin6 una
concentracion de 1 X 106 conidias/ml por cada una de
las muestras, las que se utilizaron para el proceso de
inoculacién.

Medicion de crecimiento del hongo en placa.

El crecimiento radial de cada uno de los
aislamientos se evalué en cajas Petri con medio
VBMAA mantenidas a 27°C en oscuridad. Las
mediciones del crecimiento de M. roreri fueron
registradas diariamente durante 15 dias, tiempo en que

el hongo alcanz6 su crecimiento completo en la caja
Petri.

4.6 Prueba de patogenicidad

Se emplearon dos mazorcas por aislamiento,
utilizando para las inoculaciones un total de 100
mazorcas pequefias de aproximadamente 10 cm de
largo de cacao “Nacional”

La inoculacion dirigida se realiz6 utilizando el
método de conidias secas (Phillips-Mora, 1987), las
mismas que fueron adheridas a la cabeza con un
alfiler, depositandola en una zona de la mazorca de
aproximadamente  dos  centimetros  cuadrados,
humedecida con agua estéril. Las mazorcas inoculadas
fueron colocadas en wuna céamara humeda para
favorecer la germinacion de las esporas. Se evalué la
severidad externa, siguiendo lo recomendado por
Sanchez (1982), mediante una escala sintomatolégica
de 0 a 5, cuyas caracteristicas se describen a
continuacion:

Grado 0= Ningun sintoma aparente

Grado 1= Pequefios y pocos puntos aceitosos

Grado 2= Puntos aceitosos bien definidos y
abundantes, mas deformacion o madurez irregular
Grado 3= Necrosis sin esporulacion

Grado 4= Necrosis mas esporulacion en un area menor
de la cuarta parte de la superficie necrotica

Grado 5= Necrosis mas esporulacion en un &rea mayor
de la cuarta parte de la superficie necrética.

4.7 Protocolo para conservacion del hongo

La conservacion de los 50 aislamientos obtenidos
se realizd a través del método de liofilizacion. A partir
de las colonias puras de los aislamientos obtenidos y
caracterizados, se prepararon suspensiones de micelio
de 2 ml de agua destilada estéril por cada caja Petri, y
fueron colocadas en frascos para liofilizar. Previo a la
liofilizacion se procedié a realizar una precongelacién
a - 36 °C por un periodo de 27 min. Luego se inici6 el
proceso de liofilizacion a una presiéon de 133 x 10-3
mbar y una temperatura de - 50°C; se concluyé el
proceso transcurridas 20 horas, con una presion de 46
x 10-3 mbar y una temperatura de - 48°C.

Posteriormente se retird los frascos del
liofilizador, se envas6 su contenido en tubos de 15ml y
se colocaron en un congelador de — 80 °C.

4.8 Anélisis estadisticos

Para caracterizar los diferentes aislamientos
obtenidos de las provincias estudiadas, se utilizaron
métodos de estadistica multivariada, tales como
Analisis de Conglomerado, Componentes Principales y
Regresion Polindmica. Para determinar si existen
diferencias significativas entre los parametros
evaluados, se realizo el analisis de varianza (ANOVA)
y el test de Tukey. Previo a ello se realizaron las
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pruebas de normalidad (Kolmogorov Smirnov) y la
homogeneidad de varianzas (Levene). Para ello se
utilizé el Software INFOSTAT, version Estudiantil y
el SPSS versién 12.0.

5.  Resultados y Discusion

5.1 Evaluacion de la evolucion de la moniliasis
en las zonas de estudio

En la FIGURA 5.1 se resume el estatus sanitario de
las areas evaluadas en las fincas monitoreadas.

En todas las fincas el porcentaje de mazorcas
infectadas fue superior al 25%. Las areas evaluadas en
la provincia de Guayas presentaron los menores
porcentajes de infeccion, difiriendo significativamente
(P<0,05) de las restantes. Los mayores porcentajes de
infeccion de mazorcas fueron encontrados en las fincas
de las provincias de Los Rios, Esmeraldas y Manabi,
cuyos resultados no difirieron significativamente entre
si (P<0,05).
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FIGURA 5.1: Analisis comparativo del estatus
sanitario con respecto a la infeccion de M. roreri en las
diferentes fincas, basadas en el porcentaje de mazorcas

enfermas.

El mayor porcentaje de mazorcas enfermas
encontrado en las reas evaluadas de las provincias de
Los Rios y Esmeraldas, puede deberse a condiciones
ambientales propicias para el desarrollo de la
enfermedad en la zona de estudio (temperaturas
extremas, humedad, exposicion a la luz ultravioleta,
etc.,) tal como sefiala Porras y Sanchez (1991), asi
como también a las condiciones de las plantaciones en
el momento de la evaluacion (control inadecuado de
malezas, plantas de cacao mal podadas, etc.).

5.2 Sintomas y signos de la enfermedad
evaluadas en las zonas de estudio

Los sintomas y signos caracteristicos de la
enfermedad en las diferentes &reas evaluadas se
presentan en la FIGURA 5.2.1, mientras que el
porcentaje en que cada uno de estos fue encontrado se
muestra en la FIGURA 5.2.2

FIGURA 5.2.1: Muestras de mazorcas con sintomas y

signos de Moniliasis encontrados en las evaluaciones

en campo; (a) Deformaciones; (b) Mancha chocolate;
(c) Esporulacién; (d) Momificacion.

Porcentaje de dafio (%)

/" Momificacion
.~ Esporulacion
/' Mancha..

/ Deformaciones

FIGURA 5.2.2: Porcentaje de dafio de la enfermedad
Moniliasis evaluado a través de sintomas y signos
caracteristicos en mazorcas, obtenidas en las diferentes
fincas de las cinco provincias.

5.3 Caracterizacion Morfolégica
Color de micelio

La FIGURA 5.3.1 muestra el agrupamiento de las
colonias de acuerdo a las tonalidades de colores que
presentaron los aislamientos procedentes de las fincas
muestreadas. En la provincia de Los Rios se ubicaron
en un solo grupo; en ellos el color de las colonias fue
el crema-café claro- blanco y no se observd mucha
variacion en cuanto a las tonalidades del color.

La mayoria de los aislamientos de las fincas
muestreadas en la provincia de Esmeraldas presentaron
la tonalidad de color café claro-blanco, excepto para el
aislamiento E9, que presentd tonalidades de café
oscuro-blanco a café oscuro-café claro, y se agrupé
junto a los aislamientos provenientes de las fincas
muestreadas de las provincias de Manabi y Guayas,
asi como a los aislamientos 06, 09, 010 (fincas de la
provincia de El Oro). En general, los aislamientos
obtenidos en &reas de la provincia de El Oro presentan
mayor variabilidad en la tonalidad de colores,
observandose para el aislamiento O1 mayor cantidad
de colonias con color café oscuro-café claro-crema-



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL
CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA

blanco; los aislamientos 02, O3, 05, O7, con colores
que van del café oscuro-café claro a café oscuro-café
claro-crema-blanco; los aislamientos 04, 08
presentaron colores muy diferentes a los demas
aislados, al mostrar tonalidad de colores de café-claro
a café oscuro-café claro-crema-blanco.
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FIGURA 5.3.1: Biplot obtenido del Andlisis de
Componentes Principales para la caracterizacion del
micelio segun la coloracion en los diferentes
aislamientos de M. roreri procedentes de fincas
ubicadas en cinco provincias de la Costa Ecuatoriana.
Se incluyen los colores analizados por categorias.

Las colonias de M. roreri tienen una considerable
variabilidad morfolégica en cuanto a tonos de
coloracién del micelio que varian del blanco, crema,
hasta el pardo (Phillips-Mora, 2006), por lo que este
pardmetro no es un marcador morfolégico para
diferenciar fenotipos entre los aislados. Sin embargo,
el aislamiento O4 vari6 en la tonalidad de los colores
predominantes que muestran los demds aislamientos,
lo que sugiere una posible variacién morfoldgica con
respecto a los demas aislamientos.

Borde y textura

Todas las colonias obtenidas presentaron borde
regular y textura pulverulenta (FIGURA 5.3.2),
caracteristica morfologica descrita por Phillips-Mora
(2006) y Pérez (2008). Debido a la homogeneidad de
estos parametros morfoldgicos, no se encontraron
diferencias significativas entre los aislados.

FIGURA 5.3.2: Aislamiento E5 de M. roreri con
borde regular y textura pulverulenta, en medio
V8MAA a los 15 dias.

Forma de conidias
La FIGURA 5.3.3 muestra las formas de conidias que
fueron globosas, subglobosas y elipticas

BN
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FIGURA 5.3.3: Forma de las conidias en los
diferentes aislamientos de M. roreri. (a) Aislamiento
M1, conidias globosas; (b) Aislamiento E5, conidias
subglobosas; (c) Aislamiento R3, conidias elipticas.

La forma de las conidias obtenidas en medios de
cultivos solidos coincide con las reportadas por Evans
(1978) y Suérez (2004), quienes describen la forma de
conidias de M. roreri desde globosas a elipsoidales y
por Holiday (1970), el que caracteriza a las conidias
como variables con forma globosa, sub-globosa o
elipsoidal.

Tamafio de conidias: largo y ancho

En el tamafio de conidias, se obtuvieron aislados
con diferentes tamafios en cuanto a largo y ancho. La
mayoria de los aislados presentaron las dimensiones
descritas por Evans (1978), los aislados M3, O5, M6,
01, 09, E5, M8, 06, M10, 010, G8, G4, 03, G3
presentan menores valores en el largo y ancho de sus
conidias (FIGURA 5.3.4).
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FIGURA 5.3.4: Comportamiento del tamafio
(largo y ancho) de conidias en los diferentes
aislamientos de M. roreri procedentes de fincas
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localizadas en cinco provincias de la Costa
Ecuatoriana.

Segun estudios realizados en otros hongos por
Adaskaveg y Hartin (1997), se considera que el
tamafio de las conidias es una caracteristica que puede
variar tanto en condiciones de campo como en
condiciones controladas.

5.4 Caracterizacién fisiol6gica
Crecimiento en medio liquido evaluado mediante el
peso de micelio

En la evaluacion realizada se muestra los
resultados del crecimiento de los aislamientos de las
fincas muestreadas en las diferentes provincias en
medio liquido (FIGURA 5.4.1), evaluado a través del
peso del micelio a los 21 y 30 dias de incubacion. Al
analizar estos resultados se evidencian diferencias en
el comportamiento del desarrollo de los aislados bajo
estudio a través del tiempo. A los 21 dias los
aislamientos E7 y E9 mantienen su maximo desarrollo
seguidos por los aislamientos 02, 06, 04, R1, E5, RS,
03y E®6.

Al evaluar los aislados en el lapso de 30 dias se
puede evidenciar que la mayoria de los aislamientos de
la provincia de Guayas tienen una mayor masa
micelial, excepto el aislamiento G2 que posee menos
peso, seguidos por los aislados M1, M9, M10 y M6;
en cuanto a las muestras de fincas de Manabi, estos
mantienen su masa micelial similar a los de los 21
dias. EI mismo comportamiento se observa para los
aislamientos R4, R6 y O8.
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FIGURA 5.4.1: Biplot obtenido del Analisis de
Componentes Principales para la caracterizacion del
peso de masa micelial de aislamientos de M. roreri en
las diferentes fincas de las cinco provincias a los 21y
30 dias en medio liquido.

Crecimiento en medio solido

El comportamiento del crecimiento de los
aislamientos en cada una de las fincas muestreadas en
las provincias estudiadas se resume en la FIGURA
5.4.2 Los aislamientos E6, E7 y los aislamientos de

Los Rios, excepto los aislados R1 y R8, mostraron un
crecimiento mayor al de los demés aislamientos a
partir del primer dia de evaluacion, en contraposicion a
los aislados de fincas del Guayas y El Oro, cuyo
crecimiento fue el mas bajo, al igual que los
aislamientos M4 y M6. Los demdas aislamientos
mantuvieron un comportamiento homogéneo.
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FIGURA 5.4.2: Dendograma obtenido del analisis

de conglomerado, aplicando el método del promedio y

distancia Euclidea para evaluar el comportamiento del

crecimiento de las colonias de M. roreri en un periodo
de quince dias en medio sélido.

La variabilidad presente en los aislamientos
pudiera ser una indicacién de variabilidad en las
poblaciones de este patégeno, aspectos en los cuales
debe continuar profundizandose.

5.5 Caracterizacion Patogénica
Prueba de patogenicidad

En la FIGURA 5.5 se observa que en el primer
periodo de evaluacion, a los ocho dias después de la
inoculacion, los aislamientos E5-1, E5-11, E6-1, E7-I,
E8-Il, E10-1I, M8-1, G9-I, O9-1 y O9-11, mostraron una
mayor virulencia en comparacion con los demas
aislamientos, evidenciando su capacidad para producir
enfermedad y sintomas mas severos (necrosis mas
esporulacion en un area mayor de la cuarta parte de la
superficie necrdtica) en una mayor cantidad de
mazorcas. En la evaluacion realizada a los once dias,
la cantidad de mazorcas evaluadas con sintomas
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correspondientes a los grados 4 y 5 fue superior en la
mayoria de los aislamientos, excepto para E3-I, E4-I,
M2-11, M3-11, M6-I1, G1-1l, G3-1l, G4-1, G6-1, G6-II,
G10-11, O2-1 y O7-l, que mostraron una menor
virulencia en comparacion con los demds aislados
(Grados 2 y 3). No se consider6 la evaluacion
realizada a los catorce dias porque los sintomas
expresados en las mazorcas por los aislamientos
inoculados, se comportaron uniformemente en el
transcurso de los dias y no se observé diferencias entre
ellos.
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FIGURA 5.5: Comportamiento de la
patogenicidad de aislamientos de M. roreri,
basado en inoculaciones dirigidas del hongo en
mazorcas sanas de cacao Nacional. Evaluacion de
los sintomas de la enfermedad mediante una
escala de severidad externa (grados 0 a 5),
realizada a los 8 y 11 dias después de la
inoculacion.

La virulencia de los aislamientos observados por
medio del dafio producido en los frutos inoculados
puede explicarse por caracteristicas fisioldgicas del
hongo, en los cuales se evidencié que existieron
aislamientos mas agresivos que otros en los
determinados periodos de evaluacion.

5.6 Agrupamiento de los aislados en relacién a
parametros morfolégicos y patogénicos evaluados

Los aislamientos obtenidos de las fincas
muestreadas en las cinco provincias se agruparon en
conjuntos diferenciales en cuanto a los pardmetros
evaluados de tamafio de conidias, crecimiento de
colonias y severidad externa de la enfermedad.

La FIGURA 5.6 muestra la agrupacién de los
aislamientos. En el andlisis se evidencid ciertas
coincidencias para algunos aislamientos, es decir, en
algunos casos el tiempo de aparicion de los sintomas
coinciden con el crecimiento de las colonias, como los
aislados R5, R6, R7, R10 y E6 que poseen el mayor

crecimiento en medio sélido y el tiempo de aparicién
de los sintomas en la prueba de patogenicidad fue mas
rapido. De la misma manera que al observar
aislamientos con menores crecimiento de las colonias
su tiempo de aparicion de sintomas es mas tardio,
como el aislamiento O1. También se puede explicar
que el tamafio de sus conidias (largo y ancho) no esta
relacionado con el crecimiento de las colonias de M.
roreri al observar a los aislamientos que se mantienen
homogéneos para los parametros de evaluacion que se
encuentran agrupados.

Se destacaron los aislamientos O1, O5, M3 y M6,
los cuales, de acuerdo a los resultados obtenidos
indican la posibilidad de variaciones en las
poblaciones de M. roreri en el pais, aspecto que, por
su interés, debe continuar investigandose.
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FIGURA 5.6: Biplot obtenido del Analisis de
Componentes Principales considerando los
parametros evaluados de crecimiento de colonias,
tamafio de conidias y severidad externa de la
enfermedad entre los aislados obtenidos en fincas
de las cinco provincias de la Costa.

6. Conclusiones y Recomendaciones
Conclusiones

e  En el estudio morfolégico de las colonias de M.
roreri, no se encontraron diferencias en cuanto a
borde y textura

e  Las tonalidades de color observados en cada uno
de los aislamientos de M. roreri variaron segin
los dias de crecimiento; sin embargo, no debe
considerarse como un parametro para diferenciar
fenotipos entre los aislados ya que esta especie
reporta una gran variabilidad morfolégica para
esta caracteristica.

e Se presentd varias formas de conidias en los
aislamientos de M. roreri y variaciones en el
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tamafio que evidencian de alguna manera
heterogeneidad entre los aislamientos.

e No existio relacién entre el crecimiento de las
colonias y la patogenicidad para la mayoria de
los aislados; sin embargo, existieron aislamientos
que presentaron una aparente relacion.

e Los aislamientos E5-1, E5-1I, E6-I, E7-1, E8-II,
E10-11, M8-I, G9-I, O9-1 y O9-11 después de la
inoculacién en mazorcas fueron los que
presentaron mayor agresividad a los ocho dias de

evaluacion, diferenciandose de los demas
aislamientos.
e La mayor \variabilidad existente en los

aislamientos O1, 05, M3 y M6, indican que
podrian existir variantes entre los aislamientos
nacionales de esta especie.

Recomendaciones

Debido a la ausencia de resultados sobre
caracterizacion  morfolégica y  fisioldgica de
Moniliophthora roreri en el pais, el presente trabajo es
una parte inicial del estudio de las poblaciones del
hongo en diferentes areas, por lo cual se recomienda
continuar y profundizar estas investigaciones con un
mayor nimero de aislamientos procedentes de todas
las zonas donde se cultiva el cacao y las principales
variedades cultivadas.

A nivel de laboratorio, profundizar en la
caracterizacion  morfolégica y fisioldgica de
aislamientos del hongo, introduciendo diferentes
temperaturas y medios de cultivo, para determinar
posibles diferencias en el comportamiento de los
aislamientos de M. roreri.

Realizar pruebas de caracterizacion molecular que
permitan identificar si existen variaciones genéticas
entre los aislamientos obtenidos.
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