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Dedico el presente trabajo a todas las personas, y pueda ser el
inicio para fomentar la investigacion en enfermedades
fitopatoldgicas en productos agricolas de importancia econémica
como el cacao, y de esta forma poder aportar hacia el avance
del desarrollo rural.



AGRADECIMIENTOS

Siento un eterno agradecimiento hacia nuestra Madre Tierra, a quien considero
gue siempre me ha cuidado, y justamente por ello, me incliné hacia esta rama de la
ciencia, al cuidado de las plantas, como una semilla. Todos somos una semillay como
tal, estamos en diferentes procesos de desarrollo y tenemos que ser resilientes, mas

aun cuando nos encontramos ante los efectos del cambio climatico.

Seguidamente, doy gracias a mi madre quien me trajo a este mundo, y desde
sus diversas imposibilidades me brind6 su abrigo y, siempre quiso que fuera mas que

ella, y como mujer marcar la diferencia, como una nueva generacion.

También, un eterno agradecimiento a mis asesores de tesis el Biol. Marcos
Espadas, quien me brindd todo su apoyo, dedicacion y su valioso tiempo, para que
pueda concluir con esta fase de mi formacion. Asimismo, agradezco a la Biol. Ana
Alice Eleuterio, quien desde mi primera casa de estudios de UNILA, me inculco la
disciplina, responsabilidad. De igual forma un reconocimiento especial a la Dra. Gloria

Zita, quien compartio sus conocimientos los cuales los valoro y estimo.

Asimismo, una eterna gratitud a la Universidad Nacional Autbnoma de México
—UNAM, la cual es mi segunda casa maravillosa de estudios y quien en todo momento
me brindo todo el apoyo. Por consiguiente, a todos los estudiantes, que me dejaron

grandes ensefianzas y se tejieron grandes lazos de amistad.

Termino agradeciendo infinitamente a todas las personas que colocaron su
granito de arena y creyeron en mis suefios. Personas maravillosas que, sin conocerme
bien, me estrecharon su corazén, algunas mas que una familia, y les estaré

eternamente agradecida.

Versdo Final Honol ogada

14/ 12/ 2023 11:43



Versdo Final Honol ogada
14/ 12/ 2023 11: 43

“Nosotros solo estamos de paso por esta Tierra, por ello
debemos dejar buenas semillas para las préximas generaciones,

también debemos vivir el hoy, llamado presente, porque hoy

estamos, y mafiana quien sabe...”

Rox Borda



BORDA MAMANI, Roxana. Hongos asociados al signo de Moniliophthora roreri en el
cultivode cacao (Theobroma cacao L.): municipio de Huimanguillo-INIFAP, Tabasco -
México. 2023. 91 p. Trabajo de conclusion de curso (Desarrollo Rural y Seguridad
Alimentaria) — Universidade Federal da Integracéo Latino-Americana, Foz do Iguacu,
2023.

RESUMO

Theobroma cacao L., o cacau, € uma cultura perene dos trépicos da América. A
principal limitacdo da producdo € a doenga conhecida como monilia ou podridao
congelada, causada por um fungo basidiomiceto parasita que afeta principalmente as
vagens, causando danos internos e externos. O agente causador é o fitopatdgeno da
espécie Moniliophthora roreri. Esta distribuido em toda a América do Norte, América
Central e América do Sul, sendo encontrado em 14 paises. Devido a agressividade
do fitopatdgeno, o impacto das perdas causadas pela monilia varia de 5% a 100% da
producdo de cacau. No entanto, existe uma diversidade de microflora fangica
associada ao signo de M. roreri, formada por micoparasitas, antagonistas, que
possuem potencial de control bioldgico para M. roreri. O objetivo do estudo foi isolar e
identificar os fungos associados ao signo de M. roreri, a partir da coleta do campo,
mediante os dois primeiros postulados de Koch. Foram obtidos sete géneros
associados ao signo de M. roreri, que sdo: Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium,
Penicillium, Clonostachys, Acremonium e Trichoderma. Além disso, cinco dos géneros
associados ao signo, Colletotrichum, Cladosporium, Fusarium, Penicillium e
Trichoderma, também foram encontrados no sinal e sintoma da doenca. Esses
géneros sao reportados como hiperparasitas, antagonistas com potencial de control
biologico para M. roreri.

é
é

Palavras-chave: Controle biologico, fungos hiperparasitarios, podriddo congelada.
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RESUMEN

Theobroma cacao L., el cacao, es un cultivo perenne de los trépicos de América. La
principal limitante de la produccion es la enfermedad conocida como la monilia o
podredumbre helada, un basidiomiceto parasito, fangico que afecta principalmente a
las mazorcas del cacao, causando dafio interno y externo. El agente causal es el
fitopatdgeno de la especie Moniliophthora roreri. Se encuentra distribuida a nivel de
Norteamérica, América Central y Sur, siendo reportado en 14 paises. Debido a la
agresividad del fitopatdgeno, el impacto de las pérdidas causadas por monilia oscila
entre el 5% hasta el 100% de la produccion del cacao. Sin embargo, existe una
diversidad de microflora de hongos asociada al signo de M. roreri, denominados como
micoparasitos, antagonistas, que cuentan con el potencial de control biolégico para M.
roreri. El objetivo del estudio fue aislar e identificar los hongos asociados al signo de
M. roreri, a partir de la colecta en campo mediante los dos primeros postulados de
Koch. Se obtuvieron siete géneros asociados al signo de M. roreri los cuales son:
Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium, Penicillium, Clonostachys, Acremonium y
Trichoderma. Sin embargo, los géneros Trichoderma, Fusarium, Colletotrichum,
Cladosporium y Penicillium también se encontraron tanto en el signo como en el
sintoma de la enfermedad. Estos géneros se encuentran reportados como
hiperparasitos, antagonistas con potencial de control biolégico para M. roreri.

Palabras-clave: Control bioloégico. Hongos hiperparasitos, Podredumbre helada.
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1. INTRODUCCION

El presente trabajo de tesis se llevo a cabo durante la movilidad académica del
afo 2019, en la Universidad Nacional Autbnoma de México, FESC-4 Cuautitlan Izcalli,
México. Durante mi instancia llevé materias como Fitopatologia, Extension Rural,
Apicultura, entre otras. Mucho antes de llevar a cabo la movilidad lleve la materia de
Agroecologia y me interesé el tema de los controladores bioldgicos, los enemigos
naturales para ciertas plagas que afectan a los cultivos, debates sobre el uso de
agrotoéxicos, la produccién agroecologica y la produccion intensiva que también se
tocaba en otras materias. Asi que empecé a ver que materias mas podria llevar para
complementar sobre los controladores y buscar alternativas, soluciones para el control
de las plagas y enfermedades que afectan a los cultivos agricolas. Por otra parte,
también tenia curiosidad sobre la roya del café que de los afios 90 a 2000 en mi
localidad afecto al cultivo, y se perdieron hectareas de produccion. Mi familia'y yo, por
ejemplo, abandonamos el cultivo, y otras se quemaron. En esos tiempos era nifia y no
entendia la gravedad del problema.

Esos recuerdos, curiosidad y necesidad volvi a encontrar en Brasil, cuando
estudiaba y aun mas preocupante sobre el uso de los agroquimicos y los dafios que
causan a los ecosistemas. Por ello, cuando busqué la movilidad académica, también
tenia que cumplir ese detalle, que me puedan ayudar alla, por ello elegi las materias
mencionadas. La UNAM y los profesores me apoyaron y por ello, viajé a la Practica
de Campo IV de la Carrera de Ingenieria Agricola, al Sur la parte tropical, de donde
visitamos el estado de Chiapas, Tabasco, donde se hizo las colectas de las parcelas
de investigacion del INIFAP. El Dr. Azpeitia, quien trabaja con mejoramiento genético
de cacao, me apoyo en la colecta. Las muestras fueron trabajadas desde enero del
2020 hasta noviembre del mismo afio, en plena pandemia del COVID-19. Tuve gran
apoyo por parte de la UNAM y a disposicion el Laboratorio de Fitopatologia, porque
cuando se trabaja con microorganismos no puede quedar paralizado y se tenia que
continuar y alcanzar los objetivos, y solo asi se logré concluir con el TCC.

El abordar el tema de sanidad vegetal es fundamental para hablar sobre el
desarrollo rural y seguridad alimentaria, porque las pérdidas productivas y econémicas
sobre todo en los pequeiios productores son altas, y es una de las limitantes para la

agricultura familiar. Peor aun que no reciben asistencia técnica, ni transferencia de

15

Versdo Final Honol ogada

14/ 12/ 2023 11:43



tecnologia, como fue el caso de mi familia, que perdimos todo el cultivo y asi muchos
agricultores. Otro detalle fundamental es la soberania y seguridad alimentaria. Los
fitopatdgenos en especial los hongos son los principales que afectan en cada cadena
productiva desde las semillas, plantacion, cultivo y almacenamiento. Por ello,
considero que es crucial, abordar el tema de sanidad vegetal como una prioridad que
al momento de formular las politicas publicas de desarrollo rural y seguridad
alimentaria puedan resaltar este tema, y que los estados deben proponer campanas
de control y manejo, medidas fitosanitarias en todo el territorio y el fortalecimiento de
capacidades de los productores, que al final son los que sufren mas por el efecto que
deja en sus cultivos agricolas, debido a la pérdida en su producciéon y
econOmicamente.

El cultivo del cacao (Theobroma cacao L.) es afectado por enfermedades como
la mazorca negra, antracnosis, escoba de bruja, monilia (Hebbar, 2007; Bailey et al.,
2008). Esta ultima es una de las principales limitantes para la produccién, debido a la
agresividad e impacto econdmico y social que causa a los productores. La monilia es
una enfermedad fitopatégena principal (Ploetz, 2007), que afecta a los géneros de
Theobroma y Herrania, también es conocida como: moniliasis, pudricion acuosa,
podredumbre helada. Es un basidiomiceto parasito (Phillips et al., 2007) de la familia
Marasmiaceae, que invade so6lo vainas de cacao, causa dafio interno y externo en las
mazorcas (Phillips; Wilkinson, 2007; Baez et al., 2014; Freile et al., 2018). La
enfermedad es causada por la especie de Moniliophthora roreri (Evans et al., 1978).

El centro de origen de la enfermedad es Ecuador y Colombia (Evans et al.,
2013). Actualmente, se encuentra reportada en 14 paises de América Latina (Phillips,
2017). Las pérdidas causadas por la enfermedad en Costa Rica son del 100% (Krauss
et al., 2003), Ecuador entre 20% y 80% (Evans, 1981), Colombia de 40% a 100%
(Jaimes; Aranzazu, 2010), Pera mayor al 50% (Organizacion Internacional del Cacao,
2017). A su vez, en México se ha reportado pérdidas del 5% hasta el 95% (Sagarpa,
2014), en el Estado de Tabasco afecta de 30% a 100%, afectando del rendimiento
(Barron et al., 2014), y en el Estado de Chiapas que es el mayor productor del pais,
se ve afectado al 100% del cultivo y destruye el 76.98% de la produccién (Senasica,
2018).

En los cultivos agricolas de importancia econdmica como el cacao, las pérdidas

econdmicas son afectadas principalmente por hongos. Por otro lado, en la agricultura
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el uso de los agroquimicos es caro econdmicamente para los productores, y también
no es favorable en aspectos ambientales, a comparacién del control bioldgico. A nivel
de control, se presentan cuatro tipos:

El Control cultural hace referencia a las actividades y acciones que los
agricultores pueden llevar a cabo, para el cual se deben seguir los siguientes pasos:
Disminuir los niveles de sombreamiento excesivos, buena distribucion de los arboles,
manejo de podas que disminuye la altura para un mejor manejo del cultivo,
implementacion del RE-SE, que significa tener las programaciones semanales de
remocion de frutos enfermos, fertilizacion del cultivo de acuerdo a su plan de nutricion
y finalmente en la cosecha se deja las cascaras separadas de las mazorcas enfermas,
para evitar la supervivencia del patdégeno.

El segundo método es el control bioldgico, que segun Baker y Cook (1974), se
define como la reduccion de la densidad o de las actividades productoras de
enfermedades de un patdgeno o parasito, en su estado vivo o durmiente lograda de
manera natural o a través de la manipulacion del ambiente del hospedero o de
antagonistas del patdogeno o plaga que se quiere controlar. Es asi que, cuando
observamos la mazorca de cacao con el signo (enfermedad visible) la monilia, existe
una microflora de hongos denominados benéficos, antagonistas, hiperparasitos que
se encuentran asociados y desarrollandose junto al fitopatdégeno de M. roreri. Asi, la
diversidad microbiana presente en los cultivos como el cacao ofrece una gran variedad
de hongos con potencial antagonico para controlar las enfermedades de Theobroma
cacao (Bailey et al., 2008), entre ellos tenemos a las especies de Clonostachys rosea
y Trichoderma spp., reportados como micoparasitos (Krauss; Soberanis, 2001),
Verticillium spp. (Krauss et al.,, 2003, Aranzazu et al.,2010), Colletotrichum
gloeosporioides, Clonostachys rosea (Mejia et al., 2008), T. harzianum, reportado
como antagonista (Bolafios et al., 2016), Trichoderma ovalisporum, reportado como
micoparasito (Holmes; Samuels, 2006), Clonostachys rosea, Fusarium spp.,
Trichoderma spp. también como micoparasitos por Hoopen y colaboradores (2003),
T. ovalisporum y T. koningiopsis como epifito y endofitico (Yanez et al., 2017),
Clonostachys rossea, (Krauss y Soberanis,2001; Hidalgo et al., 2003), Trichoderma
longipis (Krauss y Soberanis.,2001), Trichoderma stromaticum (Krauss y Soberanis,
2002), Trichoderma theobromicola (Samuels et al., 2006).
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El tercer método es el control genético. En la actualidad existen genotipos
reportados como resistentes a la “moniliasis” como: ICS 95 (Trinidad y Tobago), UF
273 (Costa Rica), PA 169 (Peru), EET 233 (Ecuador) y EET 183(Ecuador) (Phillis-
Mora et al., 2009). Estos materiales fueron introducidos por el INIFAP en el afio 2006
a México (Azpeitia et al., 2009).

Tabla 01: Variedad de cacao, resistentes a moniliasis del cacao.

N.° Variedad % resistencia a moniliasis del cacao
1 Cha 74
2 Olmeca 86
3 Tabascoob 99
4 Caehui 90
5 Canek 80

Fuente: Autoria propia, modificado a partir de (INIFAP, 2022).

El cuarto método es el Control quimico, que de acuerdo al Modo y Mecanismo
de accion (FRAC, 2022), se encuentran reportados los siguientes fungicidas:
Azoxistrobin, (C3-Estrobirulinas) Trifloxystrobin, Oximinoacetatos, son fungicidas
sistémicos actian principalmente en la respiracion; Propiconazol, Tebuconazol,
triadimefon (G-1 triazoles) biosintesis de esterol en las membranas, y clortalonil (M-
cloronitrilos ftalonitrilos) tiene actividad de contacto multi-sitio. En frutos jovenes
(chilillos) con infeccion natural de campo, una aplicacion de azoxystrobin,
trifloxystrobin, (C-3 Estrobirulinas) tebuconazol o propiconazol (G1 triazoles) (0.8
[.LA.g./L), complementada con aplicaciones mensuales de hidréxido de cobre (7.5
I.A.g/L) por tres meses, disminuy6 significativamente la incidencia de la moniliasis del
cacao, (Torres et al., 2019).

En relacién a los cuatro métodos de control presentados para la moniliasis, el
presente trabajo busca sumar al control biolégico, puesto que es mas amigable con el
medio ambiente a comparacion del control quimico. Ademas, al aplicar el control
cultural y sumado a ello el control biolégico es mas eficiente poder manejar la

enfermedad y también son alternativas que los agricultores podrian acceder y
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finalmente contribuir ambientalmente. Ademas, los géneros reportados como
controladores biolégicos por la (FRAC,2022), cuentan con estudios comprobados.

Por consiguiente, la presente investigacion objetiva aislar e identificar los
hongos asociados al signo de Moniliophthora roreri en el cultivo de cacao (Theobroma
cacao L.), a partir de la colecta en campo. Para poder hacer una prospeccion de
hongos hiperparasitos y que puedan servir para las proximas investigaciones de
control biologico para la moniliasis del cacao.

1.1 OBJETIVOS

e Realizar prospeccion de los hongos asociados al signo de Moniliophthora roreri
en (Theobroma cacao L.) a partir de la colecta en campo.

Objetivos especificos
e Aislar los hongos asociados por diferentes metodos a partir del signo.
e Realizar fichas electronicas del microbiota asociado a Moniliophthora roreri.
e Generar un cepario de hongos asociados a M. roreri, a partir del signo.
e Respaldar el cepario de hongos aislados por fichas electronicas.
e Disponer de material biolégico para posteriores investigaciones para control de
Moniliophthora roreri.

e Generar protocolo para el aislamiento de M. roreri.
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2. MARCO TEORICO

2.1 PRODUCCION DE CACAO A NIVEL MUNDIAL

La mayor produccion de cacao se encuentra en Africa, principalmente en los

paises de Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y Camerun, que aportan el 66% de la oferta

y como segundo lugar del continente asiatico, tal como se muestra en la (Figura 1) se

tiene a Indonesia que aporta el 17.5% (Sanchez et al., 2019).

Figura 1 — Principales paises productores de cacao a nivel mundial (tn) por afio

2500000

2000000

1500000

1000000

produccion en Tn

(I

%
7%,
)

(I

i
(i
(i
(i

)
Ca
o/
&,
&
”
pe
-~
=)
O,
<
N
(o)
Vs
7
7~

Principales paises productores de cacao a nivel mundial

Fuente: elaborado a partir de FAO (2019).

A nivel de América Latina y el Caribe, se encuentran Brasil, Ecuador, Peru,

Republica Dominicana y Colombia como mayores productores de cacao (Figura 2),

con una produccion de 239384 y 52743 toneladas anuales (FAO, 2019).
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Figura 2 — Produccion de cacao en grano a nivel de América Latina

= 2017

Fuente: elaborado a partir de FAO (2019).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de zonas tropicales, que se
encuentra presente en regiones de Ameérica central y sur. Es un arbol perenne, nativo
de los tropicos, que fue domesticado por las antiguas culturas como los Olmecas,
Mayas y Aztecas, ubicados en Mesoamérica. El impacto causado por Moniliophthora
roreri puede provocar hasta el 100% de pérdidas de la cosecha, que se refleja en los
aspectos socioeconomicos (Baez et al., 2014), y a esto afiaden Orea y colaboradores
(2017) que las pérdidas econdmicas son del 16% a 90% y en algunos casos es el
100%, cuando se tiene abandono del cultivo.

El panorama a nivel mundial del cultivo de cacao presenta pérdidas superiores
al 30% a causa de las enfermedades que afectan a la disminucion constante de la
productividad y reduccion en calidad (Krauss et al., 2013). Por esta razén, el
diagndstico de los hongos fitopatégenos asociados al cultivo de cacao (Theobroma
cacao L.) es relevante. A continuacion, en los siguientes paragrafos, se mencionan
los porcentajes de pérdidas ocasionadas principalmente por la enfermedad
denominada como la vaina o podredumbre heladas.

La enfermedad en Venezuela se reportd oficialmente por primera vez en la

region del rio Catatumbo, estado de Zulia, en 1941 (Phillips; Wilkinson, 2007). Para el
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afio de 1956, la presencia de M. roreri en Panama marc6 una expansion significativa
del hongo a través de Mesoamérica (Phillips; Wilkinson, 2007).

Costa Rica tuvo una reduccion del 65% en su produccion en un periodo de dos
afos posteriores a 1978 a causa de M. roreri, (Murillo; Gonzales, 1984). Segun
mencionan Krauss y colaboradores (2003), M. roreri “es la enfermedad mas severa
del cacao en Costa Rica, desde su aparicion en 1978. Las pérdidas reportadas por los
agricultores son hasta el 100% y abandono de fincas”.

Las pérdidas causadas por el hongo datan de 1909 en el sur occidente de
Ecuador (Evans, 1981). En los ultimos afios existen reportes de Moniliophthora roreri,
gue oscilan desde el 20 a 80% en la produccién, con relacién a la vaina negra causada
por Phytophthora (Freile et al., 2018; Hebbar, 2007). Adicionalmente, los cultivos son
susceptibles a la vaina helada y escoba de bruja (Jaimes; Aranzazu, 2010). En
consecuencia, la enfermedad en Colombia puede causar pérdidas entre el 40% y
100% de la produccion (Jaimes; Aranzazu 2010). A su vez, en el Peru, la monilia causa
dafo en las mazorcas y almendras, causando pérdidas en mas del 50%, lo que
también pone en riesgo el mantenimiento de material genético nativo (Organizacion
Internacional del Cacao, 2017).

Los primeros reportes sobre la podredumbre helada en Guatemala en 2002
(Phillips; Wilkinson, 2007), Belize en 2004 (Phillips et al., 2006a), y en México, cuenta
con el primer reporte sobre la monilia en el afio 2005 (Phillips et al., 2006b). La
produccion de cacao en México se concentra en tres estados, Tabasco, Chiapas y
Guerrero, con 70%, 29% y 1% de la produccion nacional, respectivamente.

Sin embargo, el cultivo presenta problemas de plagas y enfermedades, como
la monilia, que puede causar pérdidas de 5% hasta el 95% de las cosechas (Sagarpa,
2014). No obstante, Chiapas reporta pérdidas de hasta el 100% de las cosechas de
acuerdo con la regién y condiciones climaticas. Para el afio de 2018, en los estados
de Chiapas y Tabasco, se identificaron enfermedades como la moniliasis, mancha
negra, antracnosis, donde se destacé que Moniliopthora roreri, es una limitante para
la sobrevivencia del cacao criollo en Chiapas, ya que afecta al 100% del cultivo y

destruye el 76.98% de la produccion (Senasica, 2018).

2.3 PRINCIPALES ENFERMEDADES FUNGICAS DEL CACAO
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Las principales enfermedades asociadas al cultivo de cacao son la vaina negra
causada por el género de Phytophthora, la escoba de bruja por Crinipellis perniciosa
o Moniliophthora perniciosa y la vaina helada por Moniliophthora roreri (Bailey et al.,
2008; Hebbar, 2007). Esta ultima cuenta con su centro de origen en América del Sur,
especificamente en los paises de Ecuador y Colombia (Evans et al., 2013). Ademas,
son las enfermedades mas devastadoras del cacao (Aime; Phillips, 2005). Por esta
razén, este patdgeno es considerado a nivel mundial como el principal problema
fitosanitario que enfrenta la produccion de cacao (Ploetz, 2007), a nivel de hongos

fitopatogenos.

2.3.1 Descripcion de Moniliophthora roreri

La especie M. roreri es uno de los patdgenos mas importantes del cacao. El
agente causador, que antes se conocia como Monilia roreri Cif., y solo después se
descubrié que era un basidiomiceto (Evans et al., 1978). De acuerdo con la
descripcion de Halliday (1980), a nivel cultural el crecimiento en medio de cultivo con
agar de malta es lento, colonia de 8-15 mm de diametro después de dos semanas
como lana o felpa; primero salmén ocraceo palido o piel de gallina rosada, después

como a piel de canela a color arcilla 0 marron a piel de albaricoque.

2.4 CONTEXTUALIZACION HISTORICA DE Moniliophthora roreri

El agente causal de la vaina helada, antes de 1917, era desconocido y severo,
y dafiaba el cultivo de cacao. En consecuencia, Ecuador realizd la invitacion al
micbélogo James Birch Rorer, quien, en 1918, envio las muestras al Dr. Ralf E. Smith
de la Universidad de California, y determiné que el hongo pertenecia al género de
Monilia (Barros, 1980). Posteriormente, en el afio 1933, Ciferri y Parodi confirmaran la
identificacion hecha por Smith y Rorer, y la caracterizaran y le asignaran el nombre de
Monilia roreri Cif., clasificado como un hongo imperfecto (anamorfo o asexual)
perteneciente al filo Ascomycota (Ciferri; Parodi, 1933 apud Barros, 1980).

En estudios posteriores, se observaron la formacion de conidios concatenados,
formados por brotes en el 4pice (basipetales), y presencia de septos doliporo en el
micelio, confirmando su afiliacion a los basidiomicetos. Por esta razon, se clasifico

para un nuevo género Moniliophthora roreri (Cif.) H. C. (Evans et al.,1978). De acuerdo
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con estudios moleculares y citologicos, Crinipellis perniciosa (escoba de bruja) y
Moniliophthora roreri comparten semejanzas (taxones). Con base a esta justificacion,
se propuso transferir M. roreri al género Crinipellis, generando la nueva combinacién
Crinipellis roreri (Cif.) (Evans et al., 2002; Aime; Phillips, 2005), como la sinonimia de
Moniliophthora roreri.

M. roreri es un “Basidiomiceto parasito, perteneciente a la familia
Marasmiaceae, cuenta con un rango de hospederos limitados como las especies del
género Theobroma y Herrania” (Phillips; Aime; Wilkinson, 2007), se reproduce por
esporas, Y el principal mecanismo de dispersion es a través del viento. El grado de
severidad de su efecto sobre plantas cultivadas depende de las condiciones
climaticas. El patdogeno invade solo vainas de cacao y especies relacionadas de
Theobroma y Herrania, causando dafo interno y externo (Phillip; Wilkinson, 2007;
Baez et al., 2014; Freile et al., 2018). Es la principal limitante para la produccion de
cacao enlos paises de Latino América (Jaimes; Aranzazu, 2010; Bolafos et al., 2016).

2.5 DISTRIBUCION DEL FITOPATOGENO

Actualmente, el patdogeno se encuentra presente en 14 paises de América
Latina (Tabla 1): Honduras, Guatemala, Nicaragua, Jamaica, Costa Rica, Ecuador,
Panama, Perq, El Salvador, Venezuela, Colombia, Bolivia, Belice y México (Phillips,
2017).

Tabla 2 — Distribucién geografica del patégeno a nivel de América Latinay las

fechas en que fueron reportados por primera vez en cada pais.

Primer
Pais reporte Referencia
CABI / EPPO (2011); Fundacion Mundial del
Cacao (2005); Phillips-Mora y col. (2006); EPPO
Belice (2020)
Enriquez y Suarez (1978); CABI / EPPO
Costa Rica 1978 (2011); EPPO (2020)
El Salvador 2012 Phillips-Mora y col. (2012)
Guatemala 2002 Phillips-Mora et al. (2007)
Porras y Sanchez (1988); CABI / EPPO
Honduras (2011); EPPO (2020)
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Jamaica Johnson vy col. (2017); CIPF (2016); EPPO (2020)
Phillips-Mora y col. (2006a); CABI / EPPO
México 2005 (2011); EPPO (2020)
Lopez y Enriquez (1980); CABI / EPPO
Nicaragua 1980 (2011); EPPO (2020)
CABI (sin fecha); Miranda (1986); CABI / EPPO
Panama 1956 (2011); EPPO (2020)
Phillips-Mora y col. (2012); Phillips-Mora y
Bolivia col. (2015); EPPO (2020)
Phillips-Mora (2003); Barros N. (1977); CABI /
Colombia 1817 EPPO (2011); EPPO (2020)
Phillips-Mora (2003); Suarez (1987); CABI /
Ecuador 1985 EPPO (2011); EPPO (2020)
Phillips-Mora (2003); Hernandez et
Peru 1988 al. (1990); CABI / EPPO (2011); EPPO (2020)
Capriles de Reyes (1978); Phillips-Mora (2003);
Parra y col. (2009); CABI / EPPO (2011); EPPO
Venezuela 1941 (2020)

Fuente: Autoria propia, modificado a partir de (CABI, 2020).

2.6 HONGOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE CACAO (Theobroma cacao L.)

El &rbol de Theobroma cacao L., es un cultivo perenne de zonas tropicales, el
cual se encuentra distribuido en América Latina. Al desarrollarse en dichas regiones,
donde se encuentran una gran diversidad de microorganismos (microflora), algunos
denominados benéficos, interactian con el cultivo y otras denominadas como
saprobios facultativos y parasitos que causan dafio en el hospedero. Asi, la diversidad
microbiana presente en los cultivos como el cacao ofrece una gran variedad de hongos
con potencial antagonico para controlar las enfermedades que los afectan. Estos
microbios endofiticos y epifitos son Unicos para el biocontrol, como son las especies
de Trichoderma, que son considerados organismos de suelo, asociados a las raices
de las plantas (Bailey et al., 2008).

Sin embargo, Theobroma cacao L. presenta pérdidas en el rendimiento en
diversos paises productores de cacao, debido a las principales enfermedades como
la escoba de bruja, y la podredumbre helada, esta Ultima catalogada como la principal

limitante en el cultivo (Jaimes; Aranzazu, 2010). Estas enfermedades son inducidas
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por hongos fitopatdgenos como el caso de la monilia, por el basidiomiceto del género
de Moniliophthora roreri, el cual afecta soélo las vainas y almendras del cacao.

Al realizar el diagnéstico de un cultivo, sobre todo en partes donde presenta
sintomas y signos, podemos encontrar con una gama de microflora de hongos que
estan en proceso de competencia por nutrientes, colonizar y reproduccién. La mayor
diversidad de microorganismos se encuentra presente en el suelo (McSpadden;
Fravel, 2002), y hay relativamente pocos agentes de biocontrol (BCA) de patdgenos
epifitos en comparacion con los BCA que son transmitidos por el suelo.

Por consiguiente, el presente trabajo objetiva aislar e identificar los hongos
asociados al signo de Moniliophthora roreri en el cultivo de cacao (Theobroma cacao
L.). A partir de esta investigacion, pretende generar material biolégico para posteriores
investigaciones, que contribuyan en el manejo y control biolégico de la monilia o
podredumbre helada. A continuacion, en los siguientes parrafos, se mencionan, con
base a estudios cientificos, aquellos hongos que estan reportados como hongos
antagonistas, hiperparasitos y micoparasitos con potencial de control biolégicos para

Moniliophthora roreri o Crinipellis roreri.

2.6.1 Hongos endofitos

Los hongos endofiticos cumplen funciones importantes como la simbiosis,
produccion de compuestos, confieren resistencia a los fitopatdgenos y produccion de
fitorreguladores, y actian en el proceso de adaptacion de la planta con su medio y
desarrollo. Pueden ser encontrados en las hojas, ramas, raices, semillas. Entre los
hongos reportados como endofiticos aislados de diversas partes del mundo esté:
Acremonium spp., reportado como antifangico, Gliocladium spp., Penicillium spp., y
Streptomyces spp., antimicrobianos, Aspergillus clavatus, citotoxico (Peixoto et al.,
2004). Difieren de los hongos denominados como micoparasitos, que se caracterizan
por parasitar principalmente las hifas del patégeno.

En otros reportes, se identificaron a nivel morfolégico y por secuenciacion del
acido desoxirribonucleico (ADN), los siguientes géneros: Acremonium spp..,
Blastomyces spp.., Botryosphaeria spp., Cladosporium spp., Colletotrichum
gloeosporioides, Cordyceps sobolifera, Diaporthe phaseolorum, D. helianthi, Fusarium
spp., F. chlamydosporum, F. oxysporum, F. polyphialidicum, Geotrichum spp.,

Gibberella zeae, G. fujikuroi, G. moniliformis, Gliocladium spp., G. catenulatum,
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Lasiodiplodia theobromae, Monilochoetes spp., Nectria haematococca, Pestalotiopsis
microspora, Phomopsis spp., Pleurotus ostreatus, Pseudofusarium purpureum,
Rhizopycnis vagum, Syncephalastrum spp., Trichoderma spp., Verticillium spp., V.
luteo-album, Xylaria spp. (Rubini et al., 2005).

A su vez, en Panama los ensayos a nivel de campo se evaluaron con tres
hongos endofiticos, Colletotrichum gloeosporioides, Clonostachys rosea Yy
Botryosphaeria ribis. Estos antagonistas fueron aislados de hojas y frutos del cacao.
Para el caso de la pérdida de vainas causado por Moniliophthora roreri y Phytophthora
spp. Se empled tratamiento con C. rosea, el cual redujo en 10% la incidencia de vainas
de cacao con lesiones esporulantes causadas por Moniliophthora roreri. Ademas, se
observO un mico parasitismo por parte de Trichoderma, en los micelios de
Moniliophthora roreri (Mejia et al., 2008).

Las investigaciones in vitro a partir de los aislamientos de hongos asociados al
cultivo de cacao con potencial de control bioldgico evidencian la importancia de contar
con hongos epifitos que se encuentran en el cultivo y tener material biolégico para
contrarrestar los efectos de la enfermedad de la podredumbre helada. Entre ellos
tenemos a Trichoderma ovalisporum que, mediante el método de placa pre
colonizada, se observé micoparasitismo en el tejido de M. roreri (Holmes et al., 2006),
en Costa Rica.

En un estudio de metabolitos antimicrobianos y potencial de parasitar M. roreri,
se aislaron hongos de troncos y vainas de diversas especies de Theobroma, de los
cuales se emplearon nueve especies de Trichoderma y una de Colletotrichum: T.
harzianum, T. ovalisporum, T. cf. harzianum, T. tkon 21, T. cf. espirales, T. strigosum,
T. stromaticum, T. hamatum, T. asperellum y C. gloeosporioides (Bailey et al., 2008,
p. 3). Las especies Trichoderma harzianum y T. asperellum fueron mas eficientes en
colonizar. Sin embargo, T. espirales, T. stromaticum y Colletotrichum gloeosporioides
fueron colonizadores ineficientes de cacao. La mayoria de los hongos establecié una

relacion endofitica con el hospedante (Bailey et al., 2008).

2.6.2 Hongos hiperparasitos

El género Trichoderma y Cladosporium estan reportados como hongos de
suelo y como hiperparasitos, antagonistas (Blakeman; Fokkema,1982). En trabajos

realizados con el objetivo de combatir la enfermedad de la monilia, se han ejecutado
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aislamientos e identificaciones de hongos asociados al cultivo de cacao, empleando
diversas partes de la planta como hojas, tallos, fruto y flores. Algunos hongos que
fueron aislados ya cuentan con aplicaciones de control bioldgico in vitro y en campo.

La especie Clonostachys rosea y especies de Trichoderma, aislados de tejidos
de cacao, son reportados como micoparasitos, agentes de biocontrol contra
Moniliophthora roreri, Crinepellis perniciosa y Phytopthora palmivora. Estas fueron
aisladas de basidiocarpos de M. perniciosa. Redujeron los sintomas causados por M.
roreri en bioensayo de plantulas en un 10%, donde M. roreri es mas resistente al
micoparasitismo en comparacion a los otros patdégenos. A nivel de campo se redujo
en 14.6 - 24.9% la moniliasis (Krauss et al., 2001). Los hongos que fueron aislados de
partes enfermas de las vainas del cacao en Costa Rica son reportados como
micoparasitos, Clonostachys spp., Fusarium spp. y Trichoderma spp., en las tres
variedades de cacao, Trinitario, Forastero y Criollo, (Hoopen et al., 2003).

La aplicacion de algunas especies de hongos como Clonostachys byssicola, C.
rosea, antes (Gliocladium spp.), Verticillium spp. y Trichoderma (Krauss et al., 2003)
a nivel campo, ha tenido mejoras en la reduccién de la severidad de moniliasis.

La utilizacion de Trichoderma harzianum como una alternativa en el manejo
integrado de la moniliasis en Ecuador, donde actué como un agente antagonista del
hongo patégeno, estimulando diferencialmente la produccion de cacao, mejorando la
nutricion y fisiologia de las plantas de cacao. A partir de esa utilizacion, se obtuvo
como resultado mayores rendimientos que se ven reflejados en un incremento en la
cosecha de mazorcas. Estos resultados demuestran que el uso de T. harzianum como
mico parasito contra la pudricion causada por monilia, constituye una opcién para el
manejo de enfermedades del fruto de cacao (Bolafios et al., 2016).

Las especies de hongos antagonistas como Colletotrichum gloeosporioides,
Clonostachys rosea y Botryosphaeria ribis tuvieron efecto del 40% contra M. roreri
(Mejia et al., 2008).
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3 METODOLOGIA

3.1 COLECTA DE MUESTRAS EN CAMPO

La colecta de las muestras de cacao con signos y sintomas de Moniliophthora
roreri, se realizé en el Municipio de Huimanguillo del Estado de Tabasco, México, en
las parcelas de investigacion del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Las parcelas son las éareas de estudios de
investigacion (mejoramiento genético de cacao) en campo que cuenta INIFAP, las
cuales se encuentran sin intervencion de productos agroquimicos, solo control
cultural. Para el presente estudio se eligieron principalmente, las variedades de cacao
mas susceptibles a la podredumbre helada o monilia. Para el proceso de colecta se
empled un formato de colecta (Anexo A) de muestras fitopatoldgicas, que reine todas
las caracteristicas necesarias de la muestra.

Imagen 1 — Localizacion de INIFAP, 17.848619,93.394940 Huimanguillo,
Tabasco

Colecta2
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Fuente: Google Earth.

A titulo de ejemplo, una de las colectas (Imagen 2) fue la variedad de cacao
Rim75. Se obtuvo dos muestras de mazorcas se caracteriza por ser forma
pentagonales, se obtuvo de dos areas que representa a una de las variedades mas
susceptibles a M. roreri (A), las mazorcas a colectar fueron aquellas mazorcas con
signos de la enfermedad (moniliasis). Estas presentaban necrosis de tipo
plesionecrosis, con signos de M. roreri (B) en la parte inferior, con tejido muerto y

presencia de signo o esporulacion de la enfermedad.
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Imagen 2 — Variedad de cacao RIM 75, con sintomas y signos de la monilia

e

Fuente: Autoria propia.

3.2 TRABAJO DE COLECTA EN LABORATORIO

Consiste en realizar la ficha de colecta de campo o formato de colecta, (Anexo
A), etiquetar cada muestra, identificar y caracterizar sintomas y signos, los cuales se
realizaron con la clave de identificacion de sintomas y signos (Anexo B), finalmente
almacenar en lugar fresco.

A través de la Imagen 03, se muestra el trabajo en laboratorio, el cual se sigue
de acuerdo con los protocolos de colecta. En la presente se muestran tres variedades
de cacao: variedad de cacao Rim 75, mazorca con signo de M. roreri (A), var. Criollo
15, que presenta presenta necrosis de tipo plecionecrosis, mancha de color chocolate
(sintoma) tipica de monilia (B), y la enfermedad en fase avanzada, momificacion de la

vaina de color crema a beige (C).
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Imagen 3 — Variedades de cacao colectados con signos de monilia

Leyenda: 3.A, variedad de cacao RIM75, 3.B. variedad criollo 15, 3.C, mazorca momificada con signo
de la monilia.

Fuente: Autoria propia.

3.3 VALIDACION

La validacion temporal en tela adhesiva (Anexo 4) es una técnica para la cual
se emplea un reactivo especifico. Es fundamental porque ayuda a observar y
caracterizar las estructuras microscopicas somaticas y reproductivas de fitopatdgeno
gue se esta trabajando. Para llevar a cabo la técnica, se empleo azul lactofenol. Este
paso permite asegurar que el hongo que estamos trabajando sea aislado
separadamente, sin contaminantes. Asimismo, permite identificar el patégeno
asociado y también proporciona el medio de cultivo especifico (Cuervo et al., 2018).

Las observaciones de las mazorcas son realizadas con ayuda del microscopio
estereoscoépico, para observar mejor el signo. Después, se coloca en un portaobjetos
una pequefia gota de azul lactofenol, y enseguida se corta un trozo de cinta adhesiva
y, con ayuda de las yemas de los dedos, se realiza un ligero doblez y se hace un
pequefio toque sobre la colonia. Enseguida se estira la cinta y la parte que se
impregno con el hongo se coloca encima de la gota azul de lactofenol. Finalmente, las

observaciones son realizadas a 4x, 10x, 40x y 100x para evidenciar las estructuras
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del microorganismo. Después, se revisa la guia morfoldgica para identificar el género
asociado al signo presente en la mazorca.
Imagen 4 — Materiales y equipos para realizar la validacion

Fuente: Autoria propia.

3.4 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo son sustancias nutritivas artificiales, los cuales se
emplean en el laboratorio. Para cultivar los microorganismos de interés para este
estudio, existen varios medios de cultivo. Por ello, es importante conocer el medio
especifico para cada fitopatdogeno a trabajar, con el objetivo de promover un mejor

desarrollo a nivel somatico y reproductivo.

3.4.1 Preparacion de medios de cultivo

En el transcurso del trabajo se emplearon cinco medios de cultivo (Anexo 3),
debido a los diversos géneros de hongos filamentosos encontrados. Los medios de

cultivos empleados fueron:

V8 (juego de ocho verduras agar)
PDA (papa dextrosa agar)

MEA (malta dextrosa agar)
Avena agar

Agar de Czapek Dox (Cz)

ok W DdDBE

A todos los medios nutritivos se agregé el antibiotico de cloranfenicol (200

png/mL), se esterilizaron en la autoclave a 121 °C por 20 minutos. Después se llenaron
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las cajas pretri con medio de cultivo, roturaron, empaquetaron y finalmente se
almacenaron en el refrigerador (Cuervo et al., 2018). En la Imagen 5 se observan los

diferentes medios de cultivos especificos preparados para cada género aislado.

Imagen 5 A — Materiales y medios de cultivos especificos

Leyenda: 5.A, muestra los equipos, materiales e insumos para preparar los medios de cultivo; 5.B,
son los 05 medios de cultivo.

Fuente: Autoria propia.

3.5 TECNICAS DE AISLAMIENTO

Se emplearon tres métodos para aislar los hongos asociados al signo de la
podredumbre helada, las cuales son: método directo, dilucion en serie de partes
vegetales y cultivo monospoérico, con el objetivo de validar, identificar, caracterizar y

obtener cepas puras (Cuervo et al., 2018).

3.5.1 Aislamiento por método directo (mazorca)

La técnica de aislamiento por método directo (Anexo 5.1) se realiza cuando se
tiene el signo, o sea, la estructura o evidencia visible del patégeno, como fue el caso
de la vaina momificada causada por el hongo de Moniliophthora roreri (Crozier et al.,
2006; Suarez; Rangel, 2013; Lépez et al., 2014; Carrera et al., 2014). En la Imagen
06 se observa el signo, una colonia blanca, creciendo encima de la mancha color
chocolate, que es el sintoma caracteristico de la monilia, en la variedad de cacao

ET48, presentando pequefias areas con necrosis (A). Esta misma se observa en el
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microscopio estereoscopico y se pueden apreciar esporulacion blanquecina
algodonosa que se encuentra desarrollandose sobre de la mancha chocolate (sintoma
de Moniliophthora roreri) (B).

Imagen 6 — Variedad de cacao ET48, con sintomas de monilia

Leyenda: 6.A, mazorca de cacao ET48 que muestra sintomas de monilia, 6.B, colonias de Fusarium y

Colletotrichum, se constataron a través de las preparaciones temporales.

Fuente: Autoria propia.

3.5.2 Dilucion en serie (mazorca de cacao)

Este método permite conocer la microflora de microorganismos asociados al
signo de la podredumbre helada. Asi mismo, faculta observar las diversas colonias
gue se encuentran desarrollandose en el medio de cultivo, ya sean saprobios
facultativos o antagonistas (Cuervo et al., 2018; Fernandez, 2016). Para el presente
método se empled una mazorca de cacao que presenta el signo de la enfermedad
(Imagen 07), la variedad Criollo, mazorca con signo de M. roreri. La masa de conidios
cambio de color crema a beige, y también se observa el crecimiento de otros hongos

sobre el signo.
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Imagen 7 — Cacao Var. Criollo, con signo de monilia

Leyenda: mazorca de cacao momificado, causado por la monilia.

Fuente: Autoria propia.

3.5.3 Unidades formadoras de colonias (UFC)

Se realizaron el conteo de unidades formadoras de colonia, siguiendo el
protocolo que se encuentra en el Anexo 6, utilizando el equipo contador de colonias
Q-14, para determinar la cantidad de colonias y el nimero de colonias que surgieron
en las cajas de Petri a diferentes concentraciones de la dilucion en serie que se realizd
anteriormente (Fernandez, 2016). Para ejemplificar se muestra en la Imagen 08 una
caja Petri con dilucion de 10°, donde se aprecian diversas cuatro colonias diferentes
(A), y para realizar el conteo del niumero de colonias se emplea el equipo contador de
colonias Q-14 (B).

Imagen 8 — Dilucidn en serie de partes vegetales

Leyenda: a) dilucién en serie, b) equipo de contador de colonias Q-14.

Fuente: Autoria propia.

3.5.4 Cultivo monosporico
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El procedimiento (Anexo 5.3) de la obtencién de cultivos monosparicos permite
obtener cepas genéticamente homogéneas (Fernandez, 2016), lo que asegura que la
cepa obtenida se encuentre libre de otros contaminantes. Para llevar a cabo esta
técnica se empled la técnica de dilucion en serie (Fernandez, 2016). Para el cual, se
empled una cepa pura de Colletotrichum spp.

Imagen 9 — Cultivo monosporico

-

—

Leyenda: Para realizar dilucién en serie se empleé el medio de cultivo V8a (imagen A), caja petri con
dilucién de serie, la cual muestra colonias homogéneas, son de 48 horas (imagen B).
Fuente: Autoria propia.

3.6 Cultivo de cepas puras

La presente técnica procura obtener un cultivo puro, o sea, el desarrollo de un
unico microorganismo Yy libre de otros contaminantes, que se obtiene a partir de la
fuente de indculo o medio de cultivo (Monzon, 2001). Estas cepas se obtuvieron a
partir de los aislamientos de los diferentes métodos utilizados, que consiste en tomar
una pequefa porcion del indculo con ayuda de aguja de bisturi, e inocular en el medio
de cultivo especifico para el hongo. El procedimiento es hecho bajo condiciones

asépticas.

3.7 Conservacion de cepas puras en papel filtro y silica gel

Se emplearon ambos métodos de conservacion con el objetivo de tener doble
resguardo de las cepas. La conservacion de cepas en silica gel (Anexo 02) son para
adicionar al cepario del Laboratorio de Fitopatologia, para las futuras investigaciones.
(Ayala, 2017). Ademas, las muestras se mantienen mejor en este método por mayor
periodo de tiempo. Para la identificacion de los hongos asociados al signo de M. roreri,
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se emplearon dos metodologias: identificacion cultural o macroscopica y morfométrica

0 microscopica (Evans et al., 1978).

3.7.1 Identificacién cultural

Se realiz6 a partir del cultivo de las cepas puras de cada fitopatégeno aislado.
Se tomaron en cuenta las caracteristicas cualitativas como color de colonia,
crecimiento somatico, textura, pigmentacion del medio de cultivo, didametro, topografia,
periodo de incubacién, aroma y velocidad de crecimiento. Estas caracteristicas se
evaluaron cada 24 horas, después de ser inoculado el medio de cultivo especifico con
el hongo respectivo. Para la identificacion morfologica se emplearon las claves

dicotdmicas propuestas por (Watanabe, 2010).

3.7.2 Microcultivo

El uso del microcultivo como técnica de identificacion (Anexo 07) permite
examinar las estructuras de forma detallada del hongo a nivel microscopico. El
resultado de este método permite obtener las preparaciones permanentes, para
realizar las mediciones de las estructuras como son los conidios, micelios, fialides,
fructificaciones asexuales, etc., con el objetivo de seguir las claves morfométricas para
el cual se siguio las claves de Watanabe (2010) y Barnett y Hunter (1987) para su
posterior identificacion de cada hongo. Para el cual, se emple6 el microscopio
compuesto que cuenta con camara integrada y las mediciones de las imagenes se
procesan mediante el Software LAS EZ (Cuervo et al., 2018; Fernandez, 2016). Para
la medicion y toma de imagenes fotograficas de las estructuras microscopicas de los
hongos aislados, se empleo el microscopio compuesto Leica ICC50 HD, el cual cuenta
con un Software Leica LAS EZ.

Se ocuparon varias referencias bibliograficas de investigaciones realizadas
desde trabajos antiguos como las actuales publicaciones en referencia a cada hongo
aislado de la mazorca de Theobroma cacao L., con el objetivo de identificar a nivel de
género, secciones y especies de los hongos. Asi mismo, sirvieron para realizar
comparaciones respecto a la descripcion a nivel cultural y morfométrico de cada hongo

aislado.
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4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DE COLECTA

Se obtuvieron siete variedades de cacao, con sintomas y signos de
Moniliophthora roreri como: Criollo 15, Sial 163, RIM 75, Carmelo, ISS75, ISS95, ET-
48. En la Imagen 10 se presenta las mazorcas con manchas marrones de color
chocolate, que es el sintoma caracteristico de la enfermedad conocida como monilia,
asi mismo, la fase avanzada del fitopatégeno se aprecia en la Imagen 11, donde se
puede observar la esporulacion (masa de conidios), formando una felpa de color beige
a salmon, la mazorca muerta en estado prematuro.

Imagen 10 — Mazorcas de cacao con signos y sintoma de monilia

4.2 RESULTADOS DE VALIDACION

Al realizar la validacién temporal en azul lactofenol de la variedad de cacao
Criollo se encontraron géneros de Fusarium spp., Colletotrichum spp., Cladosporium
spp. y Penicillium spp., éste ultimo en varias validaciones temporales al igual que el
género de Fusarium spp. Las colonias que se aprecian en la Imagen 11-B son
pertenecientes a los géneros Colletotrichum, y Acremonium. En la Imagen 11-C se
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puede observar una parte de color negro a plomo oscuro, correspondientes al género
Cladosporium, y a su alrededor también existen colonias de color verde oscuro a olivo

oscuro que corresponden a los géneros Penicillium y Cladosporium.

Imagen 11 — Cacao Criollo con presencia de controladores bioldgicos

Leyenda: a) mazorca de cacao variedad Criollo con sintomas y signos de monilia, b) se encontraron
colonias de Ccolletotrichum y Acremonium; ¢) se observan colonias de Penicillium y Cladoporium los
cuales se constataron a través de las preparaciones temporales.

Fuente: Autoria propia.

En mazorcas momificadas, las cuales se encuentran en su fase avanzada
de la enfermedad causada por Moniliopthora roreri, se observan una masa de conidios
de color beige a color crema oscuro, el cual cubre como una felpa la mazorca de
cacao. En la Imagen 12 se observa el signo de M. roreri, fase de inéculo primario,
presentando crecimiento de hiperparasitos, como Penicillium, que se observa en la
colonia de color verde olivo (A). En colonias de color blanquecina a crema con
esporulacion algodonosa se encontraron los géneros Fusarium, Colletotrichum y
Cladosporium en la colonia verde olivo con esporulacién algodonosa (B). Las
observaciones se realizaron empleando el microscopio estereoscopico (C), y se

observo la mazorca de cacao con tejido muerto y con signo de M. roreri (D).
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Imagen 12 — Hiperparésitos creciendo sobre colonia de Moniliophthora roreri

- "y’
s

s g -,‘,t, & iy - ~7." *‘. .. :
Leyenda: a) se muestran colonias de Penicillium el cual se presenta un color verde azulino el cual se
encuentra parasitando al igual que Fusarium sobre la colonia de monilia; b) se observa colonia de

Cladosporium que tiene un color verde olivo; ¢) mazorca de cacao momificado.
Fuente: Autoria propia.

4.3 RESULTADO DE CEPAS PURAS AISLADAS

Se obtuvieron 35 cepas distintas en todo el trabajo realizado, y estas fueron
agrupadas en siete géneros que son: Gliocladium, Trichoderma, Acremonium,
Colletotrichum, Fusarium, Cladosporium, Penicillium. A continuacién, en la Tabla 3, se
muestran los géneros asociados al signo de M. roreri, y las variedades respectivas de
cacao de las cuales fueron obtenidas cada cepa, y finalmente la cantidad de cepas

obtenidas.

Tabla 3 — Total de cepas puras obtenidas a partir de los aislamientos

realizados a partir del signo de Moniliophthora roreri

Variedad de cacao Género Cantidad de cepas
Acremonium 2
Colletotrichum 2
Criollo 15
Penicillium 1
Cladosporium 1
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Fusarium 7
Colletotrichum 6
RIM 75 Penicillium 1
Cladosporium 1
Trichoderma 1
Carmelo Trichoderma 1
ISS 75 Colletotrichum 2
ISS 95 Fusarium 1
Sial 163 Trichoderma 1
Fusarium 2

ET-48
Colletotrichum 2
Gliocladium 1
Fusarium 2
Colletotrichum 1

Fuente: Autoria propia.

4.3.1 Resultados de aislamiento por método directo

Por el presente método se obtuvieron siete géneros, incluyendo Moniliophthora
roreri, en las siguientes imagenes se muestran las cepas puras de los géneros
aislados por método directo, los cuales presenta su identificacion a nivel cultural
(macro) y a nivel micro (esporas, conidios, etc.), las cuales son estructuras basicas
gue caracterizan a cada género. La colonia de M. roreri presenta una coloracién color

crema (Imagen 13).
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Imagen 13 — Cepa pura de M. roreri y su estructura a nivel micro cultivo

SN

> "," . ' B ' | j']’.:‘
Leyenda: En la iagen se ve la cepa pura de M. roreri en MEA (A), conidios lobulares, bicelulres,

ovoides (B), y la formacién de cadenas y aparente presencia de clamidosporas terminales (C).
Fuente: Autoria propia.

La Imagen 14 muestra a nivel macro la cepa del género de Penicillium (A), y a
nivel micro se observan los conidios y estructuras como son los conidiéforos, fidlides
y conidios (B, C).

Imagen 14 — Colonia de Penicillium sp. en medio de cultivo PDA

Leyenda: a) colonia de Penicillium en medio de cultivo PDA, b) esporas, c) estructura tipica de
Penicillium que presenta conidiéforo y fialides y formacion de cadenas de conidios.
Fuente: Autoria propia.

El segundo género es Gliocladium (Imagen 15), que presenta un crecimiento
homogéneo, color crema, algodonosa, y sus conidios un poco ovoides, brillosas (B),

conidiéforos segmentados, con 3 a 5 fidlides y con conidios (a nivel micro).
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Imagen 15 Cepa pura de Gllocladlum sp. en medio de cultivo PDA

Leyenda: a) cepa pura de Gliocladium, b) germinacion de esporas, c) estructura tipica de Gliocladium,
presenta conidiéforos segmentados, fidlides.
Fuente: Autoria propia.

El siguiente hongo filamentoso es del género Cladosporium, el cual se
caracteriza por ser cosmopolita. La cultura presenta un color verde olivo claro, oscuro,
flocoso, algodonoso, crecimiento circular (Imagen 16), y dependiendo del medio de
cultivo varia la velocidad de crecimiento y formacién de anillos concéntricos. Sus
conidios son alargados, conidiéforos segmentados algunos son cortos, largos y
presentan ramos conidios.

Imagen 16 — Cepa pura de Cladosporium sp. en V8a

Leyenda: a) cepa pura de Cladosporium, b) germinacion de esporas, c) se observa conidi6foro
segmentado y ramoconidios.
Fuente: Autoria propia.

Seguidamente, se tiene a una colonia del género Fusarium, que es un género
cosmopolita, para el presente trabajo se encontré en la parte aérea, desarrollandose
sobre la colonia de monilia en condicion de hiperparasito. La cultura presenta una
coloracion rosada, lo que depende del medio de cultivo empleado, a nivel micro, y

presenta microconidias y macroconidios (B), que se caracterizan por ser en forma de
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canoas, y en algunos casos se pueden observar estructuras de resistencia como

esporodoquia (C), clamidosporas.

Leyenda: a) cepa pura de Fusarium, b) macro y Microconidios de Fusarium, c) se observa
esporodoquio

Fuente: Autoria propia.
Finalmente, tenemos el género Colletotrichum:

Imagen 18 — Cepa pura de Colletotrichum sp. en V8a

Leyenda: (A) a nivel cultural presenta anillos concéntricos definidos, color naranja, (B) a nivel micro

presenta conidios en forma de bacilos, (C) conidioforos cortos, segmentados y sobre todo presencia
de apresorios.

Fuente: Autoria propia.

4.3.2 Resultado de aislamiento por método dilucién en serie

Se obtuvieron cuatro géneros de hongos, Trichoderma, Cladosporium,
Colletotrichum y Fusarium, de los cuales el género Fusarium y Colletotrichum tuvo
mayor variabilidad de especies, y también estos mismos géneros también fueron
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aislados por método directo. A continuacion, se muestra el género Trichoderma
(Imagen 19):

Imagen 19 — Cepa de Trichoderma sp. en medio de PDA

Leyenda: (A) la cepa pura de Trichoderma en medio de cultivo de PDA, (B) conidios, estructura
caracteristica del género que muestra el conidiéforo y fialides, (C) conidios en las partes terminales.
Fuente: Autoria propia.

4.6 RESULTADO DE MICROCULTIVO

Los microcultivos permiten observar las estructuras fangicas, y fueron
realizados para las especies de los géneros obtenidos. Los resultados se muestran
en la Imagen 20. Finalmente, son las preparaciones permanentes, y estas permiten
observar a nivel micro las estructuras de desarrollo (ciclo de vida) de cada género.

Imagen 20 — Microcultivos de 18 especies de hongos aislados de mazorcas de

cacao
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Fuente: Autoria propia.

45

Versdo Final Honol ogada
14/ 12/ 2023 11:43



4.7 Descripcion cultural y morfométrica de Moniliophthora roreri

En medio de cultivo de MEA (agar extracto de malta), la colonia de M. roreri
presenta crecimiento muy filamentoso en los bordes de la colonia de color blanquecino
(crecimiento somatico) ligeramente flocoso, algodonoso, parte central de la colonia
color crema a beige a cenizo claro forma anillos concéntricos ligeramente elevados;
anverso, se observa un color un color beige amarillo; mientras que, en V8a,
crecimiento plano de color blanquecino a crema, anverso, presenta dos anillos, la
pigmentacion de beige.

Finalmente, en medio de PDA, presenta crecimiento plano filamentoso
convexo, ligeramente elevado en la parte central, color beige a crema, forma anillos
concéntricos muy finos, anverso, se observa de color beige un poco oscuro. La
velocidad de crecimiento en cultivo V8a fue 3.93 mm, en MEA 3.14 mmy en PDA 1.68
mm aproximadamente. Las colonias se expusieron al sol 2 horas diarias en promedio

por 10 dias.

Imagen 21 — Cepa pura de Moniliophthoraroreri en tres medios de cultivos

Fuente: Autoria propia.

La descripcion morfométrica de Moniliophthora roreri se presenta en la Imagen
22. El conidiéforo puede ser basipeta y formar cadenas de esporas, como también
tener un solo conidiéforo que da origen a una ramificacion (tipo ramo conidios) y
esporulacion de conidios formando cadenas. Los conidiéforos pueden ser cortos,
medianos y largos, enseguida presentar ramificacion y produccién conidios o

presentar ramificacion o ramo conidios y esporulacion.
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Imagen 22 — Micrografias de Moniliophthora roreri

A\

- ¥ )
Leyenda: (A) conidios de diversos tamafios y formas, en general redondas o globosas y brillantes,
elipticas, (B) algunos conidios bicelulares, (C) la germinacién de conidios, (D) micelio septado, (E)
ramificados de paredes gruesas, hialinas, (F) conidiéforo segmentado, conidios redondas y elipsoides
formando cadenas de 6 a 8 cadenas, (G) formacion de un conidiéforo bifurcado, dando origen a la
ramificacion y esporulacion de los conidios que forma cadenas, (H) formacion de cadenas de conidios
y se aprecia una espora terminal como una clamidospora.
Fuente: Autoria propia.

4.8 DESCRIPCION CULTURAL Y MORFOMETRICA DE HONGOS AISLADOS

4.8.1 Hongos asociados al signo de Moniliophthora roreri  reportados con
potencial de control biolégico

4.8.1.1 Identificacion morfologica de especies del género Colletotrichum sp. (Cepa
RIM 75)
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Imagen 23 — Cepa pura de Colletotrichum sp. - RIM 75

Leyenda: cepa pura de Colletotrichum en medio de cultivo V8a, b) en el anverso presenta
agrietamientos, elevacion la colonia, c) la parte reversa se observan algunos anillos concéntricos.
Fuente: Autoria propia.

La colonia de Colletotrichum sp. en medio de cultivo de V8a (Imagen 23),
presenta una textura filamentosa con agrietamientos rugosos con pequefia elevacion
en toda la superficie de la colonia, el borde es de color anaranjado. En la parte central
se observa una elevacion convexa de forma irregular de color anaranjado claro y
posteriormente forma un circulo algodonoso intermedio en la colonia de color blanco
con tonos de anaranjado. El reverso de la colonia presenta anillos tipo concéntricos
con bordes rugosos a filamentosos. La colonia en general es de color anaranjado
palido; la velocidad de crecimiento fue de 4.5mm por dia.

Las micrografias permiten observar las estructuras de hongo y todo el proceso

de desarrollo desde la germinacion de los conidios (Imagen 24):

48

Versdo Final Honol ogada
14/ 12/ 2023 11: 43



Imagen 24 — Micrografias del género Colletotrichum sp.

Leyenda: (A) Conidios a 40x; (B) Germinacion unipolar de conidios, formacién de conidiéforos y
esporulacion (24 horas) 40x; (C) Apresorios a (24 horas) 40x; (D) conidiéforo ramificado (48 horas)
40x; (E) apresorio maduro (96 horas) 100x. (F) desarrollo de apresorios (72 horas) 10x. (G-H-I-J-K-L)
apresorios de diversos tamafios y formas (72 horas) 100x.

Fuente: Autoria propia.

El género de Colletotrichum, es uno de los grupos mas amplios de la division
Ascomycota, son cosmopolitas, cuenta con mas de 800 especies, por ejemplo: C.
lineola Corda, celomiceto, morfo sexual anteriormente conocido en Glomerella
(Wijayawardene, 2017), también se les conoce como hongos filamentosos. El género
Colletotrichum, son patdégenos destructivos que causan dafios econémicos
significativos a los cultivos en todo el mundo. Entre los géneros C. gloeosporioides
(Penz), C. fragariae AN Brooks, C. acutatum JH Simmonds (Wang et al., 2013).

Sin embargo, algunas especies se comportan como fitopatdégenos, enddfitos
en las plantas, por ejemplo, Colletotrichum gloeosporioides, reportado como
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endofitico, que se encuentra presente de manera ubicua dentro de las células de la
planta (Chithra et al., 2014). Las especies de Colletotrichum, se caracterizan por la
produccion de acérvulos en forma de disco o en forma de cojin, ceroso,
subepidérmico, tipicamente con oscuras, espinas o setas en el borde o entre los
conidioforos, conidiéforos simples, alargados, conidios hialinos, 1-celulares, ovoides
u oblongos.

También, en los acérvulos pueden producirse setas oscuras, las esporas
germinadas producen apresorios antes de penetrar en el huésped (Barnett & Hunter,
1987). Presenta conidiéforos simples, alargados, algunos ramificados, conidios
hialinos, unicelulares, en forma de bacilos, ovoides u oblongos de (-19), 13.02 — 11 (-
7.13) largo x (5.68-2.49) um de ancho, micelio segmentado. Las esporas germinadas
producen apresorios a cabo de 24 horas a una temperatura de + 24 °C, éstos también
se desarrollan a partir del micelio y conidioforos, a medida que maduran se vuelven
mas robustas y forman tipos cadenas de apresorios, son de diversas formas y

tamanos.

4.8.1.2 Identificacion morfolégica de especies del género Fusarium

Imagen 25 — Cepa RIM 75 Fusarium sp.

Leyenda: a) presenta crecimiento uniforme con anillos concéntricos definidos y coloracion fucsia
(anverso), b) se observan anillos concéntricos (reverso de la colonia).
Fuente: Autoria propia.

Se hizo el aislamiento de una colonia desactivada (colonia que estuvo en
refrigeracién), razén por la cual probablemente demord en desarrollarse la colonia.
Estuvo cinco dias en incubadora, y como no crecia la colonia se le retird, y se dejo a
temperatura ambiente en el laboratorio, en el cual empezé a desarrollarse. La cepa

aislada estuvo en condiciones ambiente en el laboratorio de £18°C, donde presento
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velocidad de crecimiento de 1.5 mm por dia en Avena agar. En medio de cultivo de
PDA, presenta un color anaranjado a salmén, con anillos bien definidos, relieve plano,
velocidad de crecimiento de 4.2 mm por dia. Se incubé a +23 °C, crecimiento
concéntrico, filamentoso, algodonosa, color fucsia con tonalidades de blanco,
ligeramente elevada en la parte central, anverso, formando anillos.

Las micrografias (Imagen 26) permitieron observar a detalle el proceso de
desarrollo desde la germinacion de los conidios, conidiéforos y algunas estructuras de

resistencia como clamidosporas:

Imagen 26 Micrografias de Fusarium sp.

Leyenda: (A) conidios a 40x.; (B) germinacion unipolar de conidios (24 horas) 40x.; (C) formacién de
conidiéforos y fidlides (48 horas) 40x.; (D) ramificacion de conidioforos (72 horas) 40x.; (E) detalle de
esporulacién de conidios (72 horas) 100x.; (F-G-H) Macroconidios (96-144 horas) 100x.; (I) se aprecia
la esporulacién del hongo (144 horas), 10x. Medio de cultivo ACD.
Fuente: Autoria propia.

En andlisis morfométrico se observd macroconidios, con el numero de
septos predominantemente de tres septos, algunos se encuentran adheridos al

conidiéforo, son ligeramente curvos, brillantes, un poco rugosas, células apicales un
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poco papiladas, células basales apenas muescas. La abundancia es moderadamente
poca, se observaron a las 144 horas en medio de cultivo de ACD. Por otro lado, los
microconidios son brillantes, presentan formas ovaladas, globosas, algunas un poco
delgadas, presentan un septo, con menor frecuencia. Presenta células conidiogenas
tipo polifialides, con mas de dos vacantes (ramificaciones) por celda, éstas son un
poco escasas, se observan mayoritariamente células conidiégenas tipo monofialides
largos, donde se encuentran alojados los falsos cabezales con microconidios. A
continuacién, se detallan las dimensiones de los macroconidios y microconidios:
Macroconidios (43-)37 — 27 (-21) largo x (2-3) pu ancho; Microconidios (15-) 11-7 (-
4.50) largo x (1.23 -2.50) um de ancho.

4.8.1.3 Identificacion morfolégica de especies del género Acremonium

Imagen 27 — Cepa Acremonium: cepa c-15 M2A

Leyenda: a) cepa pura de Acremonium (anverso), b) se observan anillos delgados y bien definidos,
también presenta una coloracién guinda claro (reverso)
Fuente: Autoria propia.

La colonia de Acremonium en medio de cultivo de V8a, presenta una forma
regular y uniforme, elevacion plana a convexa en la parte central, con margenes
filamentosos formando anillos concéntricos muy finos. En el anverso presenta un color
blanquecino brillante, un poco algodonoso en la parte central, el color anverso va de

un color rosa oscuro a fucsia en la parte central.

4.8.1.4 Identificacion morfolégica de especies del género Cladosporium

52

Versdo Final Honol ogada
14/ 12/ 2023 11: 43



dio de cultivo PDA)

Imagen 28 — Cepa de Cladosporium (C-15)._en me

Leyenda: a) colonia de Cladosporium, presenta textura flocoso (anverso), b) presenta anillos,
coloracion verde olivo oscuro (anverso
Fuente: Autoria propia.

En medio de V8a (Imagen 28), la colonia de Cladosporium presenta forma
filamentosa, ligeramente elevada con anillos concéntricos, margen filamentoso, color
verde olivo oscuro, flocoso, esporulacién algodonosa y abundante (anverso),
pigmentacion de color verde olivo oscuro y anillos concéntricos (reverso). La velocidad
de crecimiento fue de 3.36 mm por dia a una temperatura + 24°C. Sin embargo, en
medio de cultivo de PDA, el desarrollo fue circular, de forma filamentosa, elevacion
convexa y margen erosionado. No forma anillos bien definidos, la colonia es
algodonosa, flocosa, con esporulacion abundante, velocidad de crecimiento 2.56mm
por dia a una temperatura £24°C.

A través de la Imagen 29 se observa el proceso de desarrollo del hongo:
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Imagen 29 — Micrografias del género Cladosporium

Leyenda: (A-B) Detalle de conidios 100x.; (C) Germinacion unipolar de conidios (24 horas) 100x.; (D)
Desarrollo de micelio (48 horas) 40x.; (E-F) Desarrollo de conidiéforos (72 horas) 40x.; (G-H-I)
Esporulacién ramoconidio (96 horas) 40x.; (J-K) Detalle de ramoconidios (120 horas) 100x.; (L)

Esporulacién (96 horas) 10x.
Fuente: Autoria propia.

4.8.1.5 Identificacion morfolégica de especies del género Clonostachys
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Imagen 30 — Cepa de Clonostachys sp. en V8a

Leyenda: a) cepa pura de Clonostachys, color beige con relieves, b) reverso de la colonia.
Fuente: Autoria propia.

En medio de cultivo de V8a (Imagen 30), Clonostachys presenté crecimiento
filamentoso, ligeramente elevado en la parte central, color crema a salmén, anverso,
color crema a amarillo opaco, forma anillo. La velocidad de crecimiento de la colonia
fue de 4.5 a 5 mm por dia, a una temperatura + 24°C. A través de las micrografias
(Imagen 31), se observan las estructuras y el proceso de desarrollo somatico del
hongo:
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Imagen 31 — Micrografias del género de Clonostachys sp.

Leyenda: (A) Detalle de conidios observadas a 100x.; (B-C) se observa la germinacion unipolar de
fialosporas, desarrollo somatico (micelios) (24-48 horas) 40x.; (D) Formacién de conidiéforos y fidlides
(48- 72 horas) 40x.; (E) Detalle de fialides (48-72 horas) 100x.; (F) Detalle conidi6foro y fialides (72-
96 horas) 100x.; (G) Ramificacién de fidlides (96 - 120 horas) 100x.; (H) Detalle de fidlides (96 horas);
(I -J-K) Esporulacién (120 -240 horas); (L) Esporulacion masiva (120- 240 horas) 40x, en medio de
cultivo de PDA.

Fuente: Autoria propia.

En relacion con la descripcion morfométrica, posee conidios tipo fialosporas,
hialinas, forma elipsoides a ovadas, ligeramente apiculadas en los extremos, son
brillosas, globosas, miden de 2.8 — 6.3 x 1.8 -3um. Los conidioforos hialinos, erectos,
segmentados, generalmente ramificados, los cuales dan origen a conidiéforos mas
cortos en forma verticiladas y en algunas ocasiones la ramificacién ocurre en la parte
central del conidiéforo. Las fidlides son lageniforme o en forma de botellas alargadas
y un poco globosas en la parte central, éstas dan lugar a las fialosporas que se alojan

en la parte terminal y forman cadenas de fialosporas.
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Imagen 32 — Micrografias del género Clonostachys sp.

' ' ..

Leyenda: proceso de desarrollo del hongo.

Fuente: Autoria propia.

4.8.1.6 ldentificacién morfol6gica de especies del género Penicillium (Cepa c-15)

Imagen 33 — Cepa de Penicillium sp.

17—t

Leyenda: a y b) colonia de Penicillium en medio de cultivo de PDA, ¢ y d) colonia de Penicillium en
medio de cultivo V8a.
Fuente: Autoria propia.
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La colonia de Penicillium sp. en cultivo de PDA presenta un crecimiento volatil
(esparcido, inestable) abarcando todo el medio de cultivo (Imagen 33 A-B), formando
colonias de diversos tamafos, forma circular a irregular los cuales presentan una
elevacion convexa, algodonosa a flocoso, son de color verde olivo oscuro (anverso).
El reverso de la colonia presenta una pigmentacion amarillo verdoso.

Este medio ayuda al hongo a propagarse con mayor facilidad y colonizar
mayores espacios. Su velocidad de crecimiento fue de 4.72mm por dia, a una
temperatura de +24°C. En cambio, en medio de cultivo de Avena agar (Imagen 33 C-
D), se observa un desarrollo de la colonia mas estable, de textura lisa en los bordes,
la parte central presenta una elevacion tipo agrietada, seguida de un borde
blanquecino a verde agua, formando anillos finos, y posteriormente se observa los
anillos de color verde olivo muy finos con superficies lisa y filamentosas.

A nivel morfométrico, presenta hifas hialinas septadas, simples y ramificadas,
conidioforos septados, con ramificaciones secundarias denominadas métulas
generalmente presenta en forma verticilada, y algunas presentan dos métulas y éstas
dan soporte a las fialides que tienen una forma langiforme o botellas alargadas de
paredes lisas y portan de 1 a 6 fidlides y en las cabezas da origen a los conidios que
dan lugar a las largas cadenas.

A nivel morfométrico los conidios son ovoides, hialinos y brillosos, cuyas
dimensiones son: Conidios (2.87-) 2.7-2.3 (-2) x 2.5-1.6 um; fialides ((9.92-) 9.5-7 (-
6.7) x 2.3-1.6 um; conidioforos (58.9-) 51.5- 25.6 (-22.5) um x 2 — 1.8 um de ancho.

A continuaciéon, se muestra el proceso de desarrollo del género Penicillium

desde la germinacién de los conidios hasta la etapa reproductiva (Imagen 34):
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Imagen 34 — Micrografias del género Penicillium sp.

y esporulacion (24 horas) 40x.; (C) Formacion de fidlides y esporulacion (48 horas) 100x.; (D) Detalle
de fialides (48 horas) 100x.; (E-F) Esporulacion (72 horas) 100x.; (G) Esporulacion y cadenas de
conidios (72- 96 horas) 100x.; (H) Esporulacién (144 horas) 100x.; (I) Patron de esporulacién (72

horas) 40x.
Fuente: Autoria propia.

4.8.1.7 Identificacion morfoldgica de especies del género Trichoderma (cepa Sial
163)

En medio de cultivo de PDA (Imagen 35), la colonia presenta un crecimiento
rapido, forma puntiforme, elevacion umbonada, margen filamentoso; en las primeras
24 a 48 horas se observa colonias blanquecinas, algodonosas y el medio de cultivo,
al reverso de la colonia, se observa pigmentacion del medio de cultivo. Después de
las 48 horas, el color de la colonia se torna verde olivo claro a oscuro, presenta un

aroma a moho fuerte.

59

Versdo Final Honol ogada
14/ 12/ 2023 11:43



Imagen 35 — Cepa pura de Trichoderma sp. en medio de PDA

Leyenda: cepa pura de Trichoderma en medio de cultivo de PDA, anverso (a), reverso de la colonia

(b).
Fuente: Autoria propia.

A continuacion, se muestra el desarrollo del hongo (Imagen 36), son
micrografias, que muestra el proceso de desarrollo del hongo que inicia desde la
germinacion de los conidios hasta la fase de esporulacién y en algunos casos se
pueden observar estructuras de resistencia como las clamidosporas.

Se observan conidios ovoides de color verde olivo claro (3.9 -2.9 x 3 — 2.5 um);
fidlides subglobosas, presenta terminaciones verticiladas y también con 4 septos, los
cuales se encuentran formando las ramas del conidioforo (-10) 9.12-6 (-5.20) x 2-
1.7um; clamidosporas, terminales, intermedios, brillosas, la mayoria son globosas (-
8.5) 7.9-6 (-3.6) um.
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Imagen 36 — Micrografias del género de Trichoderma sp.

Leyenda: (A) detalle de conidios 40x.; (B) Germinacién unipolar de conidios (24 horas) 40x.; (C)
Formacién de conidiéforos vy fidlides (96 horas) 100x.; (D-E) Detalle de fialides (96 horas) 100x.; (F-I-
L) Esporulacion y fidlides formadas (96 horas) 40x; (G) Clamidosporas (72 horas) 40x.; (H)
Clamidosporas (96 horas) 100 x.; (J-K) Esporulacién (120 horas) 100x.

Fuente: Autoria propia.
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5. DISCUSION

La enfermedad de la moniliasis del cacao debido a su severidad se encuentra
reportada actualmente en 14 paises de América Latina (Phillips, 2017), y es la principal
enfermedad para el cultivo de cacao. Debido a su agresividad, puede causar pérdidas
hasta el 100% como es el caso de Costa Rica (Krauss et al., 2003), Ecuador entre
20% y 80% (Evans, 1981), Colombia de 40% a 100% (Jaimes; Aranzazu, 2010), Peru
mayor al 50% (Organizacion Internacional del Cacao, 2017). A su vez, en México se
ha reportado pérdidas del 5% hasta el 95% (Sagarpa, 2014), en el Estado de Tabasco
afecta de 30% a 100%, afectando del rendimiento (Barron et al., 2014), y en el Estado
de Chiapas que es el mayor productor del pais, se ve afectado al 100% del cultivo y
destruye el 76.98% de la produccion (Senasica, 2018). Frente a la situacion
fitosanitaria que se observa, la ciencia e investigacion, también esta en desarrollo, tal
es asi la FRAC donde cada afio se actualizan los productos como son los fungicidas,
las cuales cuentan con estudios e investigaciones de respaldo y ya se encuentran
disponibles en los mercados para su uso.

La buena noticia es que cada afio, va aumentando el nimero de fungicidas o
mas conocidos como los de control biolégico, de acuerdo a la (FRAC 2019, 2022), se
encuentran reportados los géneros de Trichoderma y Clonostachys como
controladores biologicos, y estos dos géneros también fueron hallados como
micoparasitos en el presente trabajo, los cuales fueron aislados del signo de la
moniliasis del cacao.

Asimismo, de acuerdo a la revisidn bibliografica se encuentran reportados
como controladores para la enfermedad.

Sin embargo, con el presente trabajo de investigacion se obtuvieron siete
géneros, que fueron aislados a partir del signo de la enfermedad, donde se
encontraban como micopardsitos, y estos géneros son:. Colletotrichum, Fusarium,
Acremonium, Cladosporium, Trichoderma, Clonostachys y Penicillium, y estos
géneros también se encuentran reportados como micoparasitos (Tabla 4), el cual
muestra que contamos con otros géneros de hongos que pueden servir para el control

bioldgico de la moniliasis del cacao.
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Tabla 4 — Géneros reportados como micoparésitos en cultivo de cacao

Géneros

Micoparasitos

Autores

Fusarium

Fusarium sp Hoopen et al., 2003;

Clonostachys

Clonostachys rosea

Krauss & Soberanis, 2001; Hoopen et al.,

2003

Clonostachys rosea Krauss et al., 2001

Trichoderma

Trichoderma spp. Fokkema,1982; Hoopen et al., 2003

Krauss & Soberanis, 2001; Blakeman &

Bolanos, et al., 2016

Trichoderma Holmes & Samuels, 2006; Holmes, et al.,
ovalisporum 2006
Trichoderma sp Krauss, et al., 2001

Trichoderma

harzianum Bolanos, et al. 2016

Fuente: Autoria propia.

Por otra parte, el género de Trichoderma se encuentra reportado como epifito

(Tabla 5), y también como micoparasito y endoéfito (Tabla 6), el cual muestra que este

género cuenta con gran potencial como alternativa para el control biolégico de la

moniliasis del cacao, al ser especifico y obtenido de la parte aérea y presente en el

signo de la enfermedad. Ademas, este es un género de suelo, pero en el presente

estudio se encontr6 en la parte aérea.

Tabla 5 — Géneros reportados como hongos epifitos en cultivo de cacao

Géneros Epifitos Autor
Trichoderma koningiopsis
Trichoderma Trichoderma ovalisporum Yanez et al., 2017

Trichoderma ovalisporum

Holmes et al., 2006
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Finalmente, la Tabla 6 muestra a los seis géneros reportados como endofitos

encontrados en cacao, los cuales también se obtuvieron como hiperparasitos en el

presente estudio, porque se hallaron en el signo como micoparasitos. Esto muestra

también, que los géneros obtenidos cuentan con gran potencial genético, primero

porque son cepas nativas, y segundo como hiperparasitos y endofitos.

Tabla 6 — Hongos reportados como endéfitos en el cultivo de cacao

Géneros/ especies

Enddfitos

Autor

Acremonium

Acremonium sp

Rubini et al. 2005

Colletotrichum

Colletotrichum gloeosporioides

Mejia et al. 2008

Cladosporium

Cladosporium sp.

Rubini et al. 2005

C. gloeosporioides

Bailey, et al. 2008

Fusarium sp. Rubini et al. 2005
Fusarium F. chlamydosporum, F. oxysporum, F.

polyphialidicum, Rubini et al. 2005

Gliocladium sp., G. catenulatum Rubini et al. 2005
Gliocladium

Clonostachys rosea Mejia et al. 2008

Trichoderma ovalisporum

T. koningiopsis Yanez et al., 2017

Trichoderma ovalisporum Holmes, et al., 2006
Trichoderma Trichoderma spp. Rubini et al., 2005

T. harzianum, T. ovalisporum, T. cf.
harzianum, T. Tkon 21, T. cf. espirales, T.
strigosum, T. stromaticum, T. hamatum, T.

asperellum

Bailey et al., 2008
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Fuente: Autoria propia.
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La obtencion de cepas puras de Moniliophthora roreri, se realiz6 en tres medios
de cultivo (PDA, MEA Y V8a), con el objetivo de verificar en qué medio de cultivo
presenta mayor desarrollo, identificar y caracterizar las colonias, asimismo, observar
la velocidad de crecimiento. De acuerdo con esta observacion M. roreri presenta
mayor crecimiento tanto somatico como reproductivo en MEA, seguido de V8a y PDA.
Después de una semana de aislamiento en cada medio de cultivo, se presenta el
tamano de cada colonia: MEA, 19mm, V8a, 21 mm y PDA, 4 mm.

El resultado obtenido de aislamiento en PDA discrepa en el sentido de que la
colonia es muy pequefia (4 mm), que no ayuda para hacer una identificacion a nivel
macroscopico o cultural, como mencionan los Suérez & Rangel (2013), que también
utilizaron PDA y que a los 8 a 10 dias se identificaron a nivel macroscopico y
microscopico, posteriormente lo conservaron. De igual forma, Contreras, (2006)
reporta en cultivo de PDA, como el 6ptimo medio de cultivo para el crecimiento de M.
roreri.

La obtencion de cepas puras de los géneros como Fusarium, Trichoderma, que
se caracterizan generalmente por ser hongos de suelo (Siddiquee, 2017; Howell,
2003; Mpika et al., 2009; Blakeman & Fokkema,1982). Los resultados obtenidos en la
presente investigacion se obtuvieron en mazorcas de cacao (aéreo), esto nos genera
contar con material nativo y muy especifico.

De los 7 géneros obtenidos, solo 2 se encuentran reportados por la FRAC como
controladores biolégicos y disponibles comercialmente, lo que implica que los
resultados presentan un indicador bueno. Por otro lado, estos géneros que fueron
encontrados como micoparasitos, puedan ser vistas como controladores biolégicos
para la moniliasis del cacao, objetivando con perspectivas futuras, debido a la
severidad de la enfermedad, y asi aumentar otros géneros alternativos como

controladores biolégicos para la moniliasis del cacao.
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6. CONCLUSIONES

De los 7 géneros identificados, 6 se encuentran reportados, como,
hiperparasitos: Clonostachys sp, Trichoderma sp, Acremonium sp, Colletotrichum sp,
Fusarium sp y Cladosporium sp, con gran potencial de control biolégico de M. roreri.

Cuatro de siete géneros asociados al signo de M. roreri, (Fusarium sp,
Cladosporium sp, Trichoderma sp, Clonostachys sp, Penicillium sp, Acremonium sp,
Colletotrichum sp) también, se encontraron géneros asociados al sintoma como son:
Acremonium sp, Trichoderma sp, Cladosporium sp, Fusarium sp, mas dos géneros
como Alternaria sp y Epicocum sp. pero, estas cepas soélo se aislaron, y guardaron
para préximas investigaciones.

El género de Penicillium se encontr6 como hiperparasito en la colonia de
Moniliophthora roreri, y este género en especifico presentaba mayor crecimiento sobre
la colonia de monilia, pero no se encuentra reportado como hiperparasito.

La enfermedad conocida como monilia, podredumbre helada, el cual se
encuentra distribuida en 14 paises de ALC, es una de las principales limitantes para
la produccion de este cultivo de importancia econémica.

Las enfermedades mas letales para el cultivo de cacao son la monilia y la
escoba de bruja, estos fitopatdgenos a nivel fangico.

Se logro cumplir con los objetivos propuestos en la tesis y los productos (cepas
puras) se conservaron el silica gel y papel filtro que se integraron al cepario del
Laboratorio de Fitopatologia de la FES C4- Cuautitlan Izcalli.

Los medios de cultivos para M. roreri es MEA (extracto de malta agar), tanto
para la identificacion cultural y microscopica, como segundo medio es el PDA
(presenta crecimiento lento) y como ultimo medio el medio de cultivo de V8a.

Los géneros aislados fueron solo de aquellas mazorcas de cacao que
presentaban el signo de la enfermedad, por ello el material genético que se tiene es
nativo y de alto valor a nivel de investigacion.

Se concluye que existe una gran diversidad de microorganismos asociados al
signo de M. roreri, los cuales se pueden utilizar como biofungicidas en las futuras

investigaciones, ya que se cuenta con el material genético nativo.
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GLOSARIO

Célula de pie: célula hifal que soporta una célula esporégena o un talo.
Conidi6foro: hifa simple o ramificada, el cual se diferencia de la parte somética por
producir y sustentar conidios, estas son generadas en células especializadas
denominadas conidiégenas.

Clamidospora: esporas de origen asexual, recubierta por una pared recia y de tipo
perdurante, que funciona como espora de resistencia o latencia.

Fialospora: espora de reproduccion asexual, formada por abstriccién en el dpice de
una fialide.

Fialospora phialospore (del gr. phialis, dim. de phiale, vaso, botella y spora,
semilla, espora): espora de reproduccion asexual, formada por abstriccion en el apice
de una fidlide; termino relacionado con la ontogenia conidial, que se aplica
principalmente a hongos imperfectos de orden Moniliales.

Flocoso: tomentoso flojamente algodonoso o lanoso o mas densamente aglomeradas
en copos como la franela.

Fialide: tipo de célula conidiébgena en forma de botella, que produce conidios blasticos
(fialoconidios o fialosporas) en sucesion basipeta.

Phialophora terminal: es una espora de una fidlide monospoérica, es decir, con su
produccion termina el crecimiento de la fialide.

Hialino: sin color.

Ramo Conidio ramocodium (del lat. ramus, ramay conidium, del gr. rénis, polvo
e idion, suf. dim.): rama intercalar o apical de un conidiéforo que al desprenderse
funciona como un conidio, tal como ocurren en las esporas del género de
Cladosporium (Moniliales).

Septado: con septos o particiones como las hifas de la mayoria de los hongos.
Teleomorfo: estado sexual o perfecto de un hongo (ascégenas o basidiégeno), cuyas
esporas se reproducen por meiosis.

Verruculoso: con superficie aspera, ornamentada de diminutas o microscoépicas

prominencias semejantes a verrugas.
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ANEXO A - Formato de colecta de ejemplares fitopatolégicas (campo)

A)DATOS GENERALES
Colecta No. 01
Localidad Municipio Huimanguillo, Tabasco
Coordenadas 17.848619, -93.394940
Fecha | 0701200
Nombre Cientifico | Theobroma cacao L.
Nombre Comun | cacao

| B) APARIENCIA GENERAL DEL HOSPEDERO

| Madwrez premanuz | Necrozis | Monuficacion de la
Tama

| Deformaciones | | Plecionecrozis | Desanollo anomal

Obzervaciones y/o especificaciones: La enfermedad afectz solo las

mazoreas, las mas susceptibles o criticos son aquellas menores a 3 meses de
edad, los sintomas tipicos son la deformacion, madurez prematura, necrosis

tipo plect

isyh

1 manchas de color chocolate y finalmente

se observan la esporulacion (s1zno).

D) SEVERIDAD

E) INCIDENCIA

T =
—

Observaciones y/o especificaciones: Generalmente se observaron en
vanedades de cultivos que son mds susceptibles 2 Monihiopthorz roren, como
la var. Ram 75. La forma de dispersion es por viento, el tmico fuente de
moculo son las esporas o comdios.

Ver sdo Fi nal
14/ 12/ 2023 11:43

Honol ogada




Versdo Fi nal
14/ 12/ 2023 11:43

G) TIPO DE SINTOMA

Anexo: Clave de identificacion de sintomas y signos.

Sintoma: protuberancias o deformaciones. necrosis intemma y
externa (holonecrosis y plecionecrosis) en las mazorcas, manchas.
madurez prematura.

H) SIGNO

Anexo: Clave de identificacion de sintomas y signos.

Signo: esporulacién en la parte afectada (fruto).

I) CONDICIONES DURANTE LA APARICION DE LOS
SINTOMAS Y DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD

J) LABORES CULTURALES

Precipitacidn | | Vientos | | T* alta o baja

Riego | | Materia orgamica | | Podas

Humedad | | Sombra | | HE. alta o baja

Aclareos | | Fertilizaciones | | Deshierbe

Observaciones y/o especificaciones:

La enfermedad se encuentra en rangos de una altitud entre 0 - 1320 msnm |
con una precipitacidn anwal de 780 - 5.500 mm v vna temperatura promedio
de 18 a 28 °C. (Phillips Mora. 2006). Las condiciones secas. humedad
relativa baja v temperatura mayor a 26°C, favorecen las liberacién v
dispersion de los conidios y las lluvias intensas y frecuentes favorecen la
presencia de agpa sobre los frutos, facilitando la germinacidn y penetracion
de los conidios (Sanchez Mora & Garcés Fiallos, 2012).

Observaciones v/o especificaciones:

La produccion es organica, no se aplica ningién tipo control en el drea de
investigacién.

K) QUIMICOS APLICADOS

L) CARACTERISTICAS DEL SUELO

Fertilizantes | | Defoliantes | | Insecticidas |

Observaciones y/o especificaciones:

Suelos vertisoles arcillosos

Herbicidas | | Fungicidas | | Ninguno |

Observaciones v/o especificaciones:

M) DEFICIENCIAS ¥/O EXCESOS NUTRICIONALES

Observaciones yv/o especificaciones:

Honol ogada
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A) DESCRIPCION DEL SINTOMA

Se presentan protuberancias deformes, manchas de
Forma color café oscuro a chocolate con crecimiento
irregular. madurez prematura y necrosis.

Tamaiio La necrosis puede ser de tipo holonecrosis o
plecionecrosis y las manchas son de forma
irregular.
Ubicacion
en el Sélo en los frutos o mazorcas del cultivo.
organo

| B) CARACTERISTICAS DEL SINTOMA Y SIGNO |

Sintoma: necrosis intera, las almendras

Signo: Momificacién de la vaina. se
afectadas presentan un liquido y se Sintoma: manchas de color chocolate. de observa necrosis general y muerte dela
endurecen.. forma irregular. mazorca.
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ANEXO B — PROTOCOLOS

1. AISLAMIENTO DE MONILIOPHTHORA RORERI POR METODO DIRECTO

Cepa pura: MEA: Moniliopthora roreri.
Materiales:

Medio de cultivo

Mazorcas de cacao con esporulacion
Agujas de diseccion

Microscopio estereoscopico

Agua destilada

Alcohol

Mechero bunsen

Procedimiento: desinfectar el area a trabajar y mantener en condiciones aseépticas.
Primero, desinfectar y esterilizar la aguja de diseccion. Segundo, con ayuda del
microscopio estereoscopico graduar la medida del lente para observar la muestra, y
con apoyo de la aguja de diseccidn, retirar algunas esporas y colocar en el medio de
cultivo especifico para la monilia. Tercero, rotular y colocar en la incubadora a 24°C,
por 48 horas, después colocar a temperatura ambiente y revisar cada 24 horas por 7
dias. Cada dia, realizar la bitacora sobre el desarrollo del agente, como son el

crecimiento somatico, forma, color, textura, tamafio de la colonia, temperatura.

2. GUARDADO Y CONSERVACION EN SILICA GEL

Recomendacioén general: Antes de comenzar a trabajar, limpiar el area donde se va a
trabajar, para evitar contaminacién. Para la limpieza se emplea cloro y secar con papel

absorbente y encender los mecheros.

Previo: Realizar validacion temporal en tela adhesiva con azul lactofenol.
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2.1. Protocolo de guardo en silica gel (elaboracion propia), Cuervo, et al., 2018.

Materiales:

Alcohol

Portaobjetos (estéril)
Mechero

Agua destilada (estéril)
Rotulador

Cubitos de hielo (picado)
Pipeta

Cloro

Microscopio compuesto
Bitacora

Cepa pura (identificada a nivel de género)

Tubo vial con perlitas de silica gel (esterilizado)

a) Preparacion de los viales (kits).

Materiales:
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Frasco con silica gel
Gradilla

Tubos viales
Algodoén

Papel aluminio

Vaso precipitado (vidrio)
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Procedimiento: Colocar los viales en la gradilla y agregar las perlitas de silica como a
¥ del tubo, realizar una pequefia bolita de algoddn, tapar el vial, colocar en el vaso de
precipitado, a un lado las tapas y forrar con papel aluminio. Finalmente esterilizar. Se

recomienda preparar estos materiales con anticipacion.

b) Preparacion de la solucién de leche al 10%. Para 100 ml.
e Leche en polvo
e Agua estéril

Procedimiento: De acuerdo con la formulacion el tarro de leche dice: 36g para 240ml,
despejando X= 15g de leche para 100ml (100%). Como se desea a una concentracion
de 10%, al final tendremos 1.5g de leche (10%). Después se tapa con papel aluminio

y se esteriliza.

36g......... 240ml X= 15g, se tiene al 100%
) ST 100 mi
15g........... 100%

X=1.5g diluido al 10%.
) ST 10%

c¢) Proceso de guardado.

En condiciones asépticas, colocar los viales en un recipiente que contenga el hielo
picado (realizar este proceso con 10 a 15 min de anticipacién), para evitar que al
momento de echar la leche se quiebren. Ahora tomamos la cepa y agregar 1/2 ml de

leche (si es caja chica, caso contrario 1 ml de leche) y se empieza a raspar con los

82

Versdo Final Honol ogada
14/ 12/ 2023 11: 43



portaobjetos (estéril), tener cuidado en no raspar medio de cultivo, en seguida tomar
% ml del raspado con la pipeta previamente calibrada y colocar la solucion en el vial,
tapar con el algodon.

Rotular (género, fecha, medio de cultivo, cultivo, grupo). Finalmente, colocar en un
frasco de vidrio colocado verticalmente y dejar en la incubadora por 2 a 4 dias, para
saber si ya se puede guardar le damos un pequeiio golpe al vial y ver que las perlitas
se mueven, esto es una sefial de que ya podemos guardarlo en la refrigeradora (retirar

el algodon y cerrar con su tapa).

3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

3.1. PDA (papa dextrosa agar)

Materiales
e PDA (formula comercial) 399
e Agua destilada 1000ml
e Matraz
e Cajas de Petri desechables
e Papel aluminio

e Cloranfenicol 2 ml

Equipos
e Campana de flujo laminar
e Bascula analitica
e Mechero Bunsen
e Micropipeta
e Probeta graduada
e Autoclave

Procedimiento: pesar 39 g de PDA (férmula comercial), luego agregar de a pocos en
el matraz con agua destilada (1000 ml) y calentar de a pocos hasta disolver.

Finalmente agregar el antibiético de cloranfenicol (200ug/ml), agitar y tapar con papel
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aluminio. Dejar reposar por 10 minutos, después centrifugar por 20 minutos a 3000
rpm. Finalmente, llenar en las cajas Petri desechables y almacenar en el refrigerador.
3.2. VBA (jugo de V8 Agar)

Materiales
e Jugo de v8 100ml
e CaCOs 2g

e Agar bacteriol6gico 159

e Agua destilada 900 ml

e Cloranfenicol 2 ml

e Tubos falcon 2und

e Matraz 1und

e Cajas de Petri desechables
e Papel aluminio

e Probeta graduada de 100ml

Equipos
e Campana de flujo laminar
e Centrifuga
e Bascula analitica
e Mechero bunsen

e Autoclave

Procedimiento: colocar el jugo de V8 en los tubos de falcon, agregar el carbonato de
calcio (CaCOs), agitar hasta disolver todo. Dejar reposar por 10 minutos, después
centrifugar por 20 minutos a 3000 rpm. Decantar el liquido y colocar en otro tubo de
falcon la cantidad de 100ml. Después, agregar los 100 ml (V8A decantado) a la
solucion realizada previamente de agar bacterioldgico y agua destilada (900 ml), para
obtener al final 1 litro de solucién final (medio de cultivo), finalmente adicionar el
antibidtico de cloranfenicol (2ug/ml), agitar y cubrir la boquilla del matraz con papel

aluminio.
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3.3. AVA (avena- agar)

Ingredientes

Avena 60 gr

Agar 12gr

Extracto de levadura 2 gr
Agua destilada 1000ml
Cajas de Petri desechables
Cloranfenicol 2 ml

Probeta graduada de 100ml

Papel aluminio

Equipos

Bascula analitica
Mechero Bunsen
Autoclave

Campana de flujo laminar

Procedimiento: Remojar los 60 g de avena en 600ml de agua por 24 horas. Despues,

hervir por 30 minutos, dejar enfriar, centrifugar por 15 minutos a 3000 rpm. Decantar

el liquido final y reservar. Posteriormente, disolver el agar en 400 ml de agua destilada

calentando ligeramente, después afiadir a esta solucion el extracto de levadura y

mezclar bien, finalmente aforar con agua destilada a 1000 ml, agregar el antibiotico

(2ug/ml), tapar con papel aluminio. Esterilizar a 121 ° C por 15 minutos.

3.4. Agar Czapet Dox (Cz)

Materiales

e Agar Czapet Dox (férmula comercial) 259
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Probeta graduada
Cloranfenicol 1 ml

Probeta graduada de 100ml
Papel aluminio

Cajas de petri desechables
Matraz

Equipos
e Campana de flujo laminar
e Mechero bunsen
e Balanza analitica

Procedimiento: Disolver el Agar Czapet con agua destilada, calentando de a pocos,

agregar (1pg/ml), agitar y cubrir con papel aluminio. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

3.5. Malta Agar (MEA)

Materiales
e Extracto de malta 59
e Dextrosa 5g
e Agar7g
e Agua destilada 250 ml
e Peptone 0.25¢g
e Cajas de Petri desechables

e Cloranfenicol 0.5 ml

Equipos
e Campana de flujo laminar
e Mechero bunsen
e Balanza analitica

e Matraz

Procedimiento: Disolver el extracto de malta con agua destilada, calentando de a

pocos, enseguida agregar de a pocos Dextrosa, agitar hasta disolver, después

agregar el agar y mezclar hasta disolver moviendo constantemente. Finalmente,
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agregar el antibiotico (0.5 pg/ml), agitar y sellar con papel aluminio. Esterilizar a 121 °
C por 15 minutos.

4. TECNICA DE VALIDACION TEMPORAL EN CINTA ADHESIVA CON AZUL
LACTOFENOL

Materiales
e Muestras (mazorca de cacao)
e Guia morfolégica
e Pinza de diseccion
e Agua destilada
e Portaobjetos
e Azul lactofenol
e Cinta adhesiva
e Rotulador
e Mechero bunsen
e Microscopio Compuesto

e Microscopio Estereoscopico

Procedimiento: Realizar observaciones de la mazorca con ayuda del Microscopio
Estereoscopico, para observar mejor el signo. Después, colocar en un portaobjetos
una pequefia gota de azul lactofenol, enseguida cortar un trozo de cinta adhesiva y
con ayuda de las yemas de los dedos realizar un ligero doblez y hacer un pequefo
toque sobre la colonia, enseguida estirar la cinta y la parte que se impregné con el
hongo colocar encima de la gota de azul de lactofenol. Finalmente, realizar las
observaciones a 4x, 10x, 40x y 100x para observar las estructuras del
microorganismo. Después, revisar la guia morfolégica para identificar el género

asociado al sintoma y signo presente en la mazorca.

5. PROTOCOLO DE AISLAMIENTO

5.1. Aislamiento por método directo

Materiales
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Muestras (mazorca de cacao)
Cajas de Petri con medio de cultivo
Guia morfologica

Papel parafilm

Pinza de diseccion

Bisturi

Agua destilada

Portaobjetos

Azul lactofenol

Cinta adhesiva

Rotulador

Mechero bunsen

Microscopio Estereoscopico
Incubadora

Procedimiento: En condiciones asépticas, realizar previamente una validacion

temporal en azul de lactofenol, para ver el microorganismo a realizar el aislamiento.

Enseguida, observar la preparacion y verificar con ayuda de la guia morfologica para

determinar el género de la especie a trabajar. Después, observar en el microscopio

estereoscopico la parte donde se encuentra el microorganismo para realizar el

aislamiento; con ayuda de la pinza de diseccion (previamente desinfectada), tomar

una pequefia porcion de la colonia del signo presente en la mazorca de cacao e

inocular en el medio de cultivo. Finalmente rotular la caja Petri (fecha, hora, n° de

aislamiento, variedad del cacao) y colocar en la incubadora a 22 ° C°. Después de 24

horas, sellar las cajas con papel parafilm.

5.2. Dilucién en serie de partes vegetales

Materiales
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Muestras (mazorca de cacao)
Agua destilada 100 ml

Puntas para micropipeta lunid
Micropipeta

Tubos de ensayo 6unid
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e Gradilla

e Mechero bunsen

e Pinza de diseccion

e Microscopio compuesto
e Rotulador Incubadora

e Agitador vortex

e Papel parafilm

e Bisturi

e Cajas Petri con medio de cultivo 6unid

Procedimiento: colocar 9ml de agua destilada estéril a 5 tubos de ensayoy 10 mla 1
tubo de ensayo, se escogio la mazorca de cacao con signo de Moniliophthora roreri y
se rasp0 con ayuda del bisturi y aguja de diseccion hasta obtener 1 gramo de la
esporulacion y se agrego al tubo de ensayo estéril con 10 ml de agua destilada
(solucion madre) se agité con ayuda del vortex para obtener una solucion homogénea.
A partir de esta suspension, con ayuda de una pipeta estéril, se transfirid 1 ml a otro
tubo de ensayo que contiene (9 ml) y se le rotulé 10-%; este mismo procedimiento se
realizo6 para los demas tubos de ensayo, hasta obtener una diluciéon final de 106. A
partir de la dilucién 103, se tomd una alicuota de 1 ml e inocular la caja de Petri (medio
de cultivo), distribuir uniformemente hasta cubrir toda la superficie de la placa de agar,
se realizé el mismo procedimiento con la dilucion 104, 10°y 10°. Posteriormente,
rotular cada caja de Petri (fecha, hora, n° dilucién y nombre del hospedante “cacao”).
Finalmente, colocar en la incubadora a (x) 24 °C. Sellar con papel parafilm al cabo de

24 horas, revisar las cajas cada 24 horas.

5.3. Cultivo monospadrico

Materiales
e Cepainoculada
e Agua destilada 100 ml
e Puntas para micropipeta lunid
e Micropipeta

e Tubos de ensayo 6unid
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e Gradilla

e Mechero bunsen

e Microscopio compuesto
e Rotulador

e Incubadora

e Agitador vortex

e Papel parafilm

Procedimiento: para realizar el presente protocolo, se empled la técnica de dilucién en
serie. Por consiguiente, se realiz6 4 trazos en la cepa inoculada (colonia), formando
un cuadradito de 0.5 x 0.5 cm, se raspo y se coloco en un tubo de ensayo con 10 ml
(solucién madre) de agua destilada, agitar. A partir de la solucién “madre o base”, se
tomo una alicuota de 1ml y se coloco en otro tubo de ensayo que contiene 9 ml de
agua destilada y rotular 102, este proceso se realiz6 para las demas diluciones de 1 x
103, 1 x 104, 1 x 10°y 1 x 10°®. Para inocular la caja de Petri con medio de cultivo,
se tomd de la dltima dilucién 1 x 106, una alicuota de 1ml, distribuyé uniformemente
en la placa, finalmente rotular (fecha, hora, n° de dilucion, hospedante), sellar con
papel parafiimy se coloc6 a incubar. Al cabo de 24 horas, se observo la esporulacion
y se realiz6 un aislamiento de esta colonia y se coloco en otra caja de Petri con medio
de cultivo, se rotulé y se puso a incubar a () 24 °C, para tener el desarrollo de la

colonia.

6. CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA

Materiales
e Cajas de Petri (dilucion de serie)
e Equipo de contador de colonia Q-14

e Bitacora (libreta de notas)

Procedimiento: Colocar la primera caja de Petri 103 en el area milimétrica del equipo
(centrar), colocar el contador de colonias en 0 y con ayuda del lapiz sefalador de
colonias, hacer pequeios toques sobre la pantalla y empezar a realizar los toques en

todas las unidades de colonias, al final anotar el nimero de colonias en la bitacora.
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Realizar el mismo procedimiento para las demas colonias 1 x 10, 1 x 10°y 1 x 107,
Finalmente, realizar la gréfica teniendo en cuenta las variables independiente y
dependiente, donde: n° de colonias (dependiente, eje y) y nivel de concentracion de

la solucion (dependiente, eje x).

7. MICROCULTIVO

Materiales
e Cepapura
e 03 unid de dispositivos de microcultivo
e Agua destilada
e Aguja de diseccion
e Cubreobjetos
e Mechero Bunsen
e Micropipeta
e Papel parafilm

e Bisturi

Procedimiento: En condiciones asépticas en la campana de flujo laminar, cortar con
ayuda del bisturi estéril, 03 cuadros de 1 cm2 de medio de cultivo especifico para el
género a trabajar. Después, colocar el cuadrito de medio de cultivo en el portaobjetos,
y con ayuda de la aguja de diseccién inocular con el hongo (cepa pura), solo se inocula
los costados tanto superior como inferior (cuadrito de medio cultivo), enseguida
colocar el cubreobjetos sobre el medio de cultivo inoculado. Graduar la pipeta y
agregar 3 ml de agua destilada y humedecer el papel filtro presente en el dispositivo
del microcultivo. Sellar con papel parafilm, rotular y colocar en la incubadora a 27°C.

Posteriormente, revisar cada 24 horas los microcultivos (Fernandez, 2016).
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