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Resumen

El presente estudio contiene los procedimientos que se llevaron a cabo para
aislar y caracterizar el hongo Moniliophthora roreri (monilia) en frutos de
Theobroma cacao L. (cacao) del cultivar proveniente de San José del Real de
La Carrera en Usulutan, hongo fitopatbgeno que provoca grandes pérdidas
econOmicas al propagarse a otros cultivos de cacao no infectados; Para el
aislamiento del hongo Moniliophthora roreri se colectaron 62 muestras de
cacao de edades entre 1 a 3 meses, sospechosos que presentaban sintomas
de moniliasis, se caracterizé macroscépicamente mediante observacién visual,
haciendo las mediciones de sus dimensiones; asi como las esporas al observar
al microscopio, se realiz6 una caracterizacion ultra estructural con microscopia
electronica de barrido, a su vez se disefi6é un protocolo con los pasos detallados
para su aislamiento y caracterizacion.

Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Control de Calidad
Microbiolégico y en el laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en el periodo de
mayo-septiembre de 2013.

Se logré aislar y caracterizar la cepa de Moniliophthora rorei teniendo 14
aislamiento positivos de los cuales se dejaron almacenadas cepas constituido
por 10 crioviales con esporas de Moniliophthora roreri que pueden ser
utilizarlo en investigaciones posteriores.

El aislamiento es mas factible en frutos menores de 4 meses debido a que la
moniliasis no ha infectado fruto de manera que este se vuelva susceptible al
ataque de otros hongos que pueden intervenir en el aislamiento. De esta
manera se logra tener un procedimiento estandarizado para el aislamiento y

caracterizacion del hongo y asi evitar la proliferacion a otros cultivos de cacao.



CAPITULO |
INTRODUCCION



1.0 INTRODUCCION

La semilla del fruto que se obtiene de Theobroma cacao L. es el principal
constituyente para la elaboracion de chocolate y otros derivados, que son de
importancia econdmica, sobre todo en paises que se dedican al cultivo y
exportacion de éste. El Salvador, a pesar de ser el Unico pais de Centroameérica
que no exporta cacao en semillas, esta desarrollando un plan de siembra de
este cultivo para desarrollo econdémico, aprovechando la calidad de las
variedades de cacao que posee, entre ellas la variedad “criollo” (de la cual
existen dos tipos el antiguo originario de Sonsonate, izalco y el moderno
originario de Usulutdn) la cual se caracteriza por ser materia prima en la

elaboracion de chocolate fino.

Sin embargo el cultivo de cacao es amenazado por diversas enfermedades que
afectan tanto su raiz, boton floral, hojas y fruto; destacadndose entre las que
afectan el fruto, la Moniliasis, cuyo agente causal el hongo Moniliophthora
roreri, infecta a los frutos de cacao de diferentes edades, siendo capaz de
afectar hasta el 95% de la produccion total en un cacaotal, lo cual trae pérdidas

economicas. g

Debido a que en El Salvador no se cuenta con un protocolo estandarizado
para el aislamiento y caracterizacion del hongo, el cual ayudaria a una pronta
deteccion de la enfermedad y un pronto actuar de parte de los cacaocultores, se
elabor6 uno en donde se detallan los pasos y procedimientos a seguir para el
aislamiento y caracterizacion de hongo Moniliophthora roreri, a partir de los
frutos de cacao con sintomas de la enfermedad en cualquier edad del fruto; de
un mes hasta cuatro meses de edad. Para esto, se colectaron muestras en San
José del Real La Carrera en Usulutan en el periodo de julio-septiembre de
2013, de las cuales se tomaron fragmentos de epicarpio de frutos con sefales

de la enfermedad.



Para el aislamiento del hongo Moniliophthora roreri se utilizaron medios agar
V8, papa dextrosa y dextrosa sabouraud, reforzados con solucion de
Gentamicina sulfato 80mg/2ml para inhibir el crecimiento de los hongos
contaminantes mas comunes como Fusarium spp, Phytophthora vy

Aspergillus spp.

La caracterizacion se realizdé haciendo uso de microcultivos en los cuales se
identificaron las esporas e hifas de Moniliophthora roreri, de acuerdo a su
morfologia microscopica. Ademas se observé en el microscopio electronico de

barrido (MEB) el micelio vegetativo y aéreo del hongo.

Estos procedimientos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Control de
Calidad Microbiolégico y en el Laboratorio de Microscopia Electronica de
Barrido ambos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD),
y las muestras fueron colectadas en el cultivar San José del Real de La Carrera,

Usulutan. En el periodo de mayo-septiembre 2013.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Aislar y caracterizar el hongo Moniliophthora roreri (Monilia) en frutos de

Theobroma Cacao L. (Cacao) del Cultivar San José Del Real de La Carrera,

Usulutan.

2.2 Objetivos Especificos

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

Realizar el aislamiento del hongo Moniliophthora roreri en

frutos de cacaos colectados sospechosos de enfermedad.

Caracterizar morfologicamente los aislamientos de
Moniliopthora roreri mediante caracterizacion

microbiolOgica y ultraestructural.

Disefiar un protocolo estandarizado de los procesos de
aislamiento y caracterizacion de Moniliophthora roreri en

muestras de cacao.

Conservar cepas de Moniliophthora roreri para formar un banco
de cepas en el Centro de Investigacion Desarrollo en Salud
(CENSALUD) Il nivel para estudios posteriores.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 El Cacao (Theobroma cacao L.)

3.1.1 Origen e historia

El cacao es una planta originaria de América del Sur, del area que comprende
la Amazonia (Peru, Ecuador, Colombia, Brasil, Venezuela). Antiguamente en
México, los Aztecas lo consideraban "La bebida de los dioses", de alli deriva su
nombre cientifico (Theobroma, que significa bebida de dios). Fue llevado por
los espafioles a Europa, para luego convertirse en materia prima para la

elaboracion de uno de los productos mas populares del mundo: el chocolate.

Costa de Marfil y Ghana, son los maximos productores de cacao convencional.
Mientras que Perd, es uno de los paises que produce mas cacao organico en

el mundo.

3.1.2 Caracteristicas Morfoldgicas de la planta

3.1.2.1 Raiz. El cacao posee raiz principal y secundaria profunda, por
consiguiente, como primer criterio para la instalacion de una plantacién
comercial, se requiere suelos profundos. Ademas, posee una infinidad de

raicillas o pelos absorbentes, que por lo general estan entre 0-5 cm del suelo. (,
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Fig. N° 1 Raiz principal de una planta de cacao s

3.1.2.2 Tallo. El cacao tiene dos tipos de tallos; el primero ortotrépico (de
crecimiento recto, vertical), son las plantas que provienen de semillas o plantas
francas (hibridos y segregantes de hibridos) y el segundo plagiotrépico (de

crecimiento horizontal o lateral), son las plantas producidas por injerto. ,

Fig. N° 2 Morfologia de tallo de Theobroma cacao L.y frutos ,



28

3.1.2.3 Hojas. Las hojas de cacao, poseen una estructura especial, llamada
"pulvinulos” que son abultamientos entre la base de la hoja y la base del peciolo

y sirven para seguir la direccién del sol. ,

Fig. N° 3 Morfologia de las hojas de Theobroma cacao L

3.1.2.4 Flores. Nacen en grupos pequefios llamados cojines florales y se

desarrollan en el tronco y ramas principales. s,

Cada cojin puede tener entre 1 — 40 flores. Las flores de cacao una vez

abiertas, solo tiene 48 horas de viabilidad o receptividad del polen

Las flores salen donde antes hubieron hojas y siempre nacen en el mismo
lugar; por eso, es importante no dafar la base del cojin floral para mantener una

buena produccion.

De las flores se desarrollan los frutos o mazorcas con ayuda de algunos
insectos pequefios.
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Fig. N° 4 Morfologia de botédn floral de Theobroma cacao L.

3.1.2.5 Frutos. El fruto del cacao es una baya, llamada mazorca y puede ser

de tres tipos: criollo, forastero y trinitario.

Los frutos de cacao maduran entre los 5 — 6 meses si son del tipo trinitario y de

6 -7 meses si son del tipo criollo y forastero o amazonico.

Tienen diferentes tamafos, colores y formas segun las variedades.
Generalmente tienen un tamafio de 12 pulgadas de largo y 4 pulgadas de
ancho y contienen entre 20 a 40 semillas. La pulpa puede ser blanca, rosada o

café, olorosa y con sabor variado entre acido y dulce. 4

Fig. N° 5 Fruto maduro de Theobroma cacao L. 4,
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3.1.2.6 Las semillas estan dentro de las mazorcas y son planas o
redondeadas, de color blanco, café o morado. Estan ubicadas en cinco hileras

dentro del fruto. 4

Fig. N° 6 Semillas de Theobroma cacao L. 4,

3.1.3 Variedades o tipos principales de cacao

En el mundo existen diferentes variedades de cacao, originalmente eran sélo
dos tipos; el criollo y el forastero, pero el cruce de estas dos variedades de
origen al trinitario, y del cruce repetido entre ellos, se originaron los diferentes

tipos de cacao que conocemos y utilizamos_ .,

Forastero mas criollo

Trinitario

Cacao Forastero

Cacao Criollo

Cacao Trinitario

Fig. N° 7 Tipos principales de Theobroma cacao L. 4
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3.1.3.1 Cacao criollo

Es originario de Centroamérica, Colombia y Venezuela. Se distingue por tener
frutos de céscara suave, con 10 surcos, combinando un surco profundo con otro
de menor profundidad. Los lomos son brotados y borrofiosos y terminan en una

punta delgada. Las semillas son dulces y de color blanco a violeta s

Fig. N° 8 Fruto de Theobroma cacao L. del tipo criollo .,

De esta variedad se produce el chocolate fino o de mejor calidad. Actualmente
no existe cacao criollo puro, sino lo que llamamos variedades acriolladas debido

a gue han tenido varios cruces con otras variedades. .

3.1.3.2 Cacao forastero

Es originario de América del sur y es el mas cultivado en las regiones
cacaoteras de Africa y Brasil. Se distingue porque tiene frutos de cascara duray
mas o menos lisa. Sus semillas son aplanadas de color morado y sabor

amargo. .
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Fig. N° 9 Fruto de Theobroma cacao L. de la variedad forastero s,

3.1.3.3 Cacao trinitario

Surge del cruce del cacao criollo y forastero. Las mazorcas pueden ser de
muchas formas y colores; las semillas son mas grandes que las del cacao
criollo y forastero; las plantas son fuertes, de tronco grueso y hojas grandes. En
la actualidad la mayoria de los cacaotales que existen en el mundo son

trinitarios. qs

Fig. N° 10 Fruto de Theobroma cacao L. de la variedad trinitario .
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3.1.4 Condiciones adecuadas para el cultivo de cacao

El clima favorable para el crecimiento normal del cultivo de cacao es el tropico
hamedo, que se caracteriza por tener lluvias, calor y humedad durante todo el

ano.

El cacao no soporta climas frios ni secos. Estos dos factores afectan el
crecimiento y la produccion por eso, cuando el clima es muy caliente, el cultivo
debe estar bajo sombra para evitar los dafios que le pueda ocasionar el sol y

mantener el cultivo a una temperatura adecuada.

Las plantaciones también deben estar libres de vientos, para evitar la caida de
las hojas y las plantas. Para enfrentar este problema, es recomendable sembrar
arboles en hileras que funcionen como cortinas rompe vientos. También utilizar

arboles frutales y forestales.
3.1.5 Cosecha

Los arboles de cacao florecen dos veces al afio, siendo el principal periodo de
floracién en junio y julio. En los meses de septiembre y octubre tiene lugar una
segunda floraciéon pero mas pequefia. El periodo de maduracién de los frutos
oscila entre los cuatro y los seis meses, segun altitud y la temperatura del lugar

de cultivo.

Asi la primera cosecha se concentra en los meses de octubre, noviembre y

diciembre, y la segunda durante marzo y abril.

La recoleccion es una de las fases mas importantes, se debe hacer la
identificacion de las mazorcas maduras. Este estado se conoce por los cambios

de coloracién externa, que varia dependiendo del tipo o variedad. Este cambio
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de color puede ser muy ligero y se corre el riesgo de no cosechar a tiempo
mazorcas que han alcanzado su plena madurez. Ante este importante detalle,
muchos recolectores cosechan las mazorcas que se encuentran en las partes
bajas del arbol, basados en el sonido que emiten estas cuando son golpeadas
con los dedos. El punto Optimo de recoleccion se produce cuando las
variedades de fruto rojo han tomado un color anaranjado-bermellén y los de

fruto amarillo un color amarillo-verdoso.

La recoleccion puede ser semanal o menos frecuente segun la disponibilidad de
mano de obra. La colecta de los frutos se realiza manualmente mediante un
cuchillo curvado unido a un palo que permite al operario recolectar los frutos de

las ramas superiores.

Los frutos defectuosos, o enfermos se destruyen directamente en el campo y se
entierran. Las mazorcas sanas se abren en el campo para extraer las semillas y

trasladarlas al centro de procesado.

3.1.6 Aspectos de mercado
3.1.6.1 Demanda

En el mercado internacional se suelen clasificar los granos de cacao en dos
categorias: la primera es la de los granos utilizados en la fabricacién de
chocolate corriente y otros derivados como el polvo, el licor y la manteca de
cacao; la segunda, es la de los granos que dan ciertas caracteristicas
especificas (bien sea de aroma o de sabor) en chocolates finos, en capas de
cobertura 0 en otras preparaciones especiales. Los granos de la primera
categoria se denominan granos ordinarios y los de la segunda, finos o de
aroma. La distincion entre estas dos categorias carece de importancia y la
clasificacion se efectia de acuerdo con los propios criterios y necesidades del

comprador.
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Mas del 90% de la produccion mundial es de granos ordinarios, es decir de
cacao forastero o de sus hibridos con otras variedades, se estima que dos
tercios de la produccion mundial de granos de cacao se emplean para hacer
chocolate, mientras que, el tercio restante corresponde a cacao en polvo y
manteca de cacao. Aunque el cacao en polvo y la manteca pueden utilizarse, a
su vez, para elaborar chocolates, también son materias primas demandadas por
industrias diferentes, pero en menores cantidades, como ocurre en las
industrias de cosméticos, de alimentacion animal, de bebidas alcoholicas, entre

otras.
3.1.6.2 Oferta,

La produccion mundial de granos de cacao ha aumentado considerablemente
durante las Ultimas dos décadas, pasando de 1,67 millones de toneladas en
1980 a 2,81millones de toneladas en el 2002. Cabe destacar que, entre 1995 y
2001, la produccion alcanzé volumenes sin precedentes, ubicandose por
encima de los 2,81 millones de toneladas anualmente, con un pico en el 2000,
de 3,84 millones de toneladas,

A pesar de que los dos ultimos afios muestran un marcado descenso en las
cosechas mundiales (cerca del 17%), se puede decir que en el periodo 1980-
2002 la tasa de crecimiento fue de 3,4% anual. El descenso del 17% en la
produccion mundial de granos de cacao entre el 2000 y el 2002 obedecio
fundamentalmente a bajas en la oferta proveniente de Costa de Marfil (-28,4%),
Indonesia (-25,3%) y Ghana (-13%).
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3.1.7 Cultivo de cacao en El Salvador

3.1.7.1 Historia del cacao en El Salvador .

El cultivo del cacao en EIl Salvador casi desaparecio, a excepcion de unas 200
manzanas sembradas en el cultivar San José del Real de La Carrera en
Usulutan; 100 manzanas en distintas fincas pequefas en el departamento de
Sonsonate, como también algunos pocos arboles dispersos en distintas zonas
del pais remanentes de plantaciones antiguas. Todas estas plantaciones han
sido manejadas en su gran mayoria con una tecnologia no adecuada y

obsoleta, casi en un total abandono.

Debido esto al poco o nulo interés de investigacion y fomento del cultivo del
cacao por parte del ministerio de agricultura de los gobiernos de esas épocas,
los cuales se enfocaron mas en otros cultivos tales como café; cafia de azlcar y

algododn.

Por todo esto, El Salvador se ha convertido en el mayor importador de semilla
de cacao de Centro América, principalmente de nuestros paises vecinos
Nicaragua, Honduras y Guatemala con una importacién de 800 TM por afio.
Siendo el Unico pais de Centro América que no exporta cacao en semilla solo lo

importa. .,
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A.Cacaotal antiguo en izalco B. Cacaotal antiguo en Usulutan

Fig. N° 11 Cacaotales en El Salvador

3.1.8 Hacienda San José del Real La Carrera.
La Hacienda San José del Real La Carrera, esta ubicada en el departamento
de Usulutan, cantén San José, Municipio de Jiquilisco (Latitud norte: 13°20,

Longitud oeste e: 88° 29°, Elevacién 75 msnm).

El area total de terreno de cultivos varios comprende 2715 manzanas; de estas
227 manzanas cultivadas de cacao, 1700 manzanas cafia de azucar, 120
manzanas patios de salineras, 300 manzanas en infraestructura, 80 manzanas

de bosque (Teca, Eucalipto) y 515 manzanas de otros cultivos.

La plantacibn de cacao mas joven oscila entre 4 y 18 afios y ocupa un area
estimada de 71 manzanas. En el area restante que es de 156 manzanas, el
rango de edad se encuentra entre 35 y 60 afios, pudiendo ser superior en
algunos casos. El distanciamiento utilizado para la siembra del cacao es 4 x 4

metros, habiendo una poblacion estimada de 437 plantas/manzana.

El area de estudio donde se ubica la Hacienda San José de La Carrera, se
encuentra en la planicie costera, al norte de la bahia de Jiquilisco y al sur del
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volcan de Usulutan, esta region es plana con suelos andisoles y aluviales con

cultivos anuales en los alrededores de Usulutan.

La region donde se ubica La Hacienda San Jose del Real la Carrera se zonifica
climatiamente segun Koppen, Sapper y Laurer como Sabana tropical Caliente o
Tierra Caliente (0- 800 msnm.) la elevacion es determinante (75 msnm). .

Cuadro N°1. Distribucion del area total del cultivar de cacao .

LOTE AREA EDAD
(MZ) PROMEDIO DE LA
PLANTACION
1 28 60 Afios
2 22 >50 Afios
3 16 >50 Afios
4 22 >50 Afios
5 5 60 Afios
6 10 45 Afios
7 13 45 Anos
8 37 40 Afios
9 3 35 Afos
10 35 18 Afios
11 26 8-10 Afios
12 10 4 Anos
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3.2 Enfermedades del cacao (Theobroma cacao L.) 4

El cultivo de cacao (Theobroma cacao) en Centro América es atacado por
varias enfermedades producidas por hongos que generan reducciones
significativas en el rendimiento del cultivo, las cuales, se traducen en
disminuciones drasticas en los ingresos de las familias productoras de cacao en
la regidn. Las enfermedades que se presentan en el cultivo ejercen su efecto en
diferentes partes del arbol como las mazorcas (frutos), hojas, tronco y ramas; y

las raices del arbol.

Las enfermedades que ejercen su efecto sobre las mazorcas son las que
representan mayor problema en los cultivos de cacao en la regién, primero
porque el cacao se produce en regiones humedas de Centroamérica
caracterizada por presentar altas temperaturas, precipitacion bien distribuida
durante el afio y alta humedad relativa, lo cual, favorece que los arboles de
cacao produzcan frutos durante la mayor parte del afio y segundo porque las
condiciones de temperatura y humedad presentes en las areas cultivadas son

ideales para el desarrollo de las hongos que producen dafio al cultivo.

Las enfermedades que afectan las hojas son la Antracnocisis (Colletotrichum
ggloesporides) y Phytophthora (P. palmivora); ramas y tronco Phytophthora
o también conocida como el cancer del tronco, la bubal floral (Albonectria
rigidiuscula) y el mal de machete (Ceratocistis cacaofunesta). Dafos de
menor efecto en la produccién y a la vez son menos intensas respecto a las
enfermedades que afectan la mazorca, asi como, es posible manejar las
condiciones de cultivo para propiciar condiciones desfavorables para el

desarrollo de las enfermedades.
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La enfermedad que afecta las raices de cacao es poco frecuente que se
presente en las areas de cultivo en Centroamérica, sin embargo, una vez que
se presenta en los campos de cultivo es dificil ejercer un control efectivo de la

enfermedad.

Las enfermedades que afectan la mazorca de cacao en Centroameérica son la
Moniliasis (Moniliophthora roreri) y la Mazorca negra (Phytophthora
palmivora)

3.2.1 La Moniliasis,

La Moniliasis del cacao es una enfermedad causada por el hongo
Moniliophthora roreri que ataca Unicamente las mazorcas o frutos de cacao

en cualquier edad, causando pudricion de los granos.

A esta enfermedad también se le conoce como: Moniliasis del cacao, pudricion

acuosa, mano de piedra, helada, mancha ceniza o enfermedad de Quevedo.

Cuando aparecen los primeros sintomas externos de la enfermedad en forma
de mancha color chocolate ya todos los granos y tejidos estan afectados. Es
una de las enfermedades mas graves de este cultivo y puede causar la pérdida

de toda la produccion.

3.2.2 Importancia econdmica

En una plantacion de cacao desatendida técnicamente la Moniliasis puede
destruir hasta 95 de cada 100 frutos, producionedo perdidas ecoconomicas aun
en épocas de buenos precios en el mercado. Por el contrario, cuando se
realizan practicas de manejo en el cacaotal como control de malezas, podas,
regulacion de sombra (mediante poda y raleo cuando hay exceso de sombra o

cuando esta es deficiente), remocion frecuente de frutos enfermos y mejora de
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los drenajes, entre otras practicas, las pérdidas en la produccion pueden
reducirse a menos del 8 %, resultando rentable la explotacion del cultivo. Para
tener estos bajos niveles de incidencia de la enfermedad, es necesario no
desatender las otras labores agricolas como deshijes (eliminacion de
abultaciones), la chapia, el despunte de ramas y eliminacion de aquellas ramas
entrecruzadas, cosechas frecuentes de frutos sanos y enfermos y finalmente la
fertilizacion, ya sea con abonos organicos o quimicos, teniendo como base los

resultados del analisis quimico del suelo

3.2.3 Origen de la enfermedad y distribucidén geogréfica

La Moniliasis del cacao fue descrita por primera vez en Ecuador en el afio 1916,
por J. B. Rorer. La region de Quevedo en Ecuador, Sur América, fue
considerada por casi cien afilos como el centro de origen de esta enfermedad,
pero estudios recientes realizados por Phillips (2006) demuestran que la
enfermedad se origin6 en la zona de Sopetran (Antioquia), Colombia; a finales
del siglo 18. La enfermedad se encuentra en todos los paises cacaoteros de
Suramérica, como son Colombia, Ecuador, Peru, Venezuela y Surinam; hasta el
2012 solo Brasil no reporta la presencia de este patégeno afectando sus
plantaciones. También se encuentra en Panama, Costa Rica, Nicaragua,
Honduras, Guatemala, Belice y desde el 2008 se ha reportado afectando
plantaciones de cacao de México, a donde llegé introducida posiblemente

desde Honduras. .,
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Fig. N°12 Ruta de avance de la Moniliasis de cacao. .,

3.2.4 Condiciones para que se desarrolle la Monilia

Para que la Monilia se desarrolle necesita un ambiente himedo, oscuro y con
poca circulacién del aire que se presenta cuando no se da un buen manejo al

cacaotal, por ejemplo:

— Cuando no hay poda se desarrollan arboles grandes, con dos o mas
pisos, con varios troncos por el crecimiento de los chupones y copas

cerradas que favorecen la alta humedad.

— Cuando existen demasiados arboles de sombra se dificulta la entrada de
la luz del sol y la circulacion del aire dentro de la plantacion, lo que crea

condiciones oscuras y humedas.

— Cuando no se realiza el control de malezas se favorecen las condiciones

de alta humedad.
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— Cuando hay encharcamientos dentro de la plantacion de cacao se crea

un ambiente humedo.

- Cuando no se realiza el manejo agronémico adecuado a una plantacion
de cacao, el ambiente que se desarrolla favorece el establecimiento y

multiplicacion del hongo.

3.2.5 Transmision de Monilia.

La Monilia se transmite de una planta a otra y de una plantacién a otra por el
viento, la lluvia, los animales, las personas y por el traslado de frutos o

mazorcas con el hongo de una plantacion a otra.

La Monilia que se produce dentro de las plantaciones abandonadas podria

pasar a otros cacaotales que tienen manejo y estan en produccion.
Los frutos enfermos que permanecen pegados al arbol producen esporas
durante 7 meses y son una fuente de infecciébn de frutos sanos, para otra

plantacién dentro de la finca y otras parcelas vecinas o lejanas.

El ser humano es la via mas efectiva de la propagacion de las esporas

(semillas) del hongo a largas distancias, inclusive de un pais a otro.

3.2.6 Agente causal.,
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El agente causal de la moniliasis fue inicialmente llamado Monilia roreri por
Ciferri, y Parodi en1933 vy clasificado dentro del filum Ascomicota,
describiéndolo como un hongo anamorfico debido a la aparente ausencia de un
estado meidtico o de estructuras sexuales y sus similitudes morfologicas con
otros Fitopatogenos del género (Evans et al. En el 2003). Sin embargo, Evans
et al. en1978, mediante estudios de microscopia electronica, encontraron la
presencia de septo doliporo (caracteristico de hongos homobasidiomicetos) y
un evento Unico de esporogénesis basipetal, resultado que motivé la creacion

del nuevo género Moniliophthora. ,

A B €
Fig. N° 13 Estructuras microscoépicas de Moniliophthora roreri (A) micelio con

septo doliporo; (B) micelio dicaridtico con septo doliporo; (C)

meiosporas. .,

3.2.6.1 Etiologia

Se sabe que el centro de origen de este patdgeno capaz de afectar especies de
los géneros de cultivos de Herrania y Theobroma, esta en la region noroeste
de Colombia.
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3.2.6.2 Taxonomia

Moniliophthora roreri es un organismo del dominio Eukaryota, reino Fungi,
filum Basidiomycota, clase Basidiomycetes, subclase Agaricomycetidae, orden
Agaricales, familia Tricholomataceae, género Moniliophthora y especie roreri,,

3.2.6.3 Morfologia,,

M. roreri posee micelio septado con doliporos tipicos, las esporas provienen de
un basidio modificado y se producen en cadenas con maduracion basipétala y
se desprenden facilmente del micelio, con un seudoestroma denso y carnoso
sobre el cual el hongo produce los vestigios del pileo. Las esporas son
multifuncionales, sirven no solo para el intercambio genético, sino también para
la dispersion, la infeccion y la supervivencia. Estas pueden ser globosas (60%),
elipticas (30%) y subglobosas (10%) con un diametro promedio de 7um X
10.5um, 7.5 pm x 11.6pm y de 6.3um x 9.3um respectivamente, tienen dos
formas de germinacién a través del poro germinativo o directamente a través de

su pared.

Las esporas viejas desarrollan paredes gruesas y se tornan oscuras, las cuales
pueden marcar el inicio de la fase de dormancia. El tubo germinativo presenta
en el extremo distal una estructura similar a un apresorio y la hifa infectiva. Este

es Unico y en raras ocasiones dobles.
3.2.6.4 Ciclo de vida del patogeno,
Las condiciones climaticas y la cantidad de esporas libres son factores

determinantes en el ciclo de vida de M. roreri. El ciclo comienza con la estacién

seca, época en la que se encuentran la mayor cantidad de esporas disponibles
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en el ambiente, sin embargo, para que inicie la infeccibn es necesario que
existan condiciones de humedad ya que las esporas solo germinan en
presencia de una pelicula de agua, con mayor germinacion cerca de los 24° C.
la germinacion de las esporas ocurre aproximadamente entre 6 y 8 h. La hifa
infectiva del hongo penetra la epidermis del fruto, desde la cual se propaga inter
e intracelularmente a los tejidos subepidermales y el exocarpo.

La infeccidn continla a los tejidos centrales, incluyendo las semillas, e inicia el

desarrollo de la necrosis desde la parte interna hacia la epidermis.

Externamente, la infeccidn aparece como puntos aceitosos muy pequefios y
circulares los cuales se convierten en lesiones (manchas) irregulares de color

amarrillo y marron.

El proceso desde la infeccion a la aparicion de mancha tiene una duracion
aproximada de 60+10 dias, dependiendo de la susceptibilidad del clon de

cacao.

De3a7
dias después

De 30 a 45
dias después
de la infeccion

Aparecen las
esporas

Giba en fruto
en cualquier estado pequeno
de desarrollo

. o Fuentes de inoculo  _eZe”

Polvillo o semillas secundario Jo0e
.. 1 del hongo (esporas) i 9o:“s“

I Mancha café

Viento, lluvia e insectos

ayudan a diseminar las . ;o e
esporas Frutos viejos (rapidamente son invadidos
(mas de 7 meses por otros microorganismos

con esporas) impidiendo que sean una
fuente de inoculo)

Frutos en el suelo
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Fig. N° 14 Ciclo de vida de Moniliophthora roreri. o,

3.2.6.5. Aislamiento .,

Para llevar a cabo el aislamiento de Moniliophthora roreri se deben recolectar
muestras de cacao sospechosas de estar infectadas por el hongo, luego se
desinfectan y se siembran en medios de cultivo reforzados con sulfato de
gentamicina 80mg/2mL (agar dextrosa sabouraud, agar papa dextrosa, y agar

V8) posteriormente se colocan en una incubadora a 27°C.

3.2.6.6 Caracterizacion

Las colonias del hongo que se obtienen se evallan periédicamente en base a
caracteristicas morfolégicas como color y borde de las colonias, tipo de micelio

(textura) y su crecimiento.

La evaluacién de la forma y tamafio de las esporas se realiza a partir de

microcultivos sobre laminas porta-objeto.
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La microultraestructura de las esporas se realiza en el microscopio electrénico

de barrido.

3.2.7 Sintomatologia

La penetracion e infeccion puede ocurrir en cualquier fase de desarrollo del
fruto, pero son mas susceptibles durante los primeros estados. La
susceptibilidad de los frutos es inversamente proporcional a su edad, es decir
gue a mayor edad menor susceptibilidad.

Después de penetrar el fruto, el hongo se desarrolla intercelularmente en las
células del parénquima cortical, presentdndose normalmente un largo periodo

de incubacion.

Los sintomas de Monilia varian con la edad del fruto y con la severidad del

ataque del patdgeno como se describe a continuacion. 4,

1. Mazorcas menor a un mes infectadas presentan maduracién prematura,

marchitez y secamiento.

Fig. N° 15 Fruto infectado (menor a un mes) con Moniliophthora roreri.
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2. En los frutos de 1-3 meses la infeccion aparece primero como pequefios
abultamientos o gibas en la superficie de la mazorca, los cuales se decoloran y
presentan un aspecto mas brillante que el resto de la superficie del fruto.
Después de la giba, aparece una mancha café que se va extendiendo con
mayor o menor rapidez segun la susceptibilidad del material y sobre esta
mancha empieza a aparecer una felpa blanca o micelio del hongo (filamentos
vegetativos); luego de tres a siete dias y alli mismo sobre el micelio blanquecino
empiezan a emerger las esporas del tipo conidio de color crema, que son

liberadas y dispersadas en el aire por la accion del viento, principalmente.

Fig. N° 16 Fruto infectado (1-3 meses) con M. roreri g,

3. En frutos infectados a mitad de su desarrollo (3 a 4 meses), la enfermedad
aparece primero en forma de unos pequefios puntos aceitosos (translucidos),
agrupados en mayor o menor cantidad segun la cantidad de esporas (conidios)

gue hayan llegado e infectado el fruto.

Los puntos grasientos son dificiles de ver, pero si se hace una buena revision

de la mazorca, pueden observarse. En mazorcas de color verde, los puntos son
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de color amarillo. En los frutos de color rojo, los puntos son de color anaranjado.

(12)

En muy corto tiempo (dias), esos puntos se unen formando una mancha café.
El borde de la mancha es irregular y a veces produce un color amarillento por
donde va avanzando la enfermedad. A los pocos dias (3 a 6 generalmente),
sobre la mancha café aparece el micelio y luego las esporas que forman una
masa polvosa abundante de color crema, que son las esporas o "semillas" que
reproducen el hongo en otros frutos del mismo arbol o de arboles vecinos.
Estas esporas son tan abundantes que sélo en un centimetro cuadrado se
cuentan desde 7 a 43 millones, bastando s6lo una para iniciar la enfermedad en
otro fruto sano siempre que las condiciones ambientales (humedad

principalmente) favorezcan el establecimiento y desarrollo del hongo. .,

Fig. N° 17 Fruto (3-4 meses) infectado con M. roreri g,

4. En los frutos adultos (mayores de 4 meses) el sintoma mas comun de la
Moniliasis es una mancha de color café (sin la presencia aparente de los puntos
aceitosos), que puede extenderse hasta cubrir todo el fruto. Esa mancha se
caracteriza, y a su vez se diferencia, por presentar el borde de avance de la

lesion en forma irregular y no bien definido. .,
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Fig. N° 18 Fruto (mayor de 4 meses) infectado con M. roreri g,

El dafio interno causado por la Moniliasis es mas grave que el dafio externo,

pues se pierden casi todas las semillas, sin importar la edad del fruto. ,

Fig. N° 19. Sintomas internos y externos de la moniliasis

Podemos observar en la Fig. N° 19 a) tejidos centrales, pulpa, almendras y
cascara formando una sola masa producto de la pudricion; b) fruto mostrando
una mancha café con borde irregular donde va avanzando la enfermedad; c)

fruto donde se observa el micelio del hongo; d) mazorca con infecciones ocultas
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(internas), presentando hinchazones como pequefios abultamientos o gibas

(protuberancias).

Los sintomas externos pueden estar completamente ausentes hasta la
formacion de lesiones entre 45 y 90 dias después de la penetracion del hongo.
Esta fase se podria considerar como la fase biografica del hongo, en cuanto a
gue la necrotica puede ser precedida por la maduracién irregular o prematura,
la aparicion de lesiones irregulares de color chocolate o castafio oscuro, que
van creciendo gradualmente hasta cubrir con rapidez toda la superficie del fruto.
Los tejidos internos de la mazorca pueden ser sustituidos por sustancias
acuosas o gelatinosas razon por la cual esta enfermedad también es conocida
y denominada de forma inadecuada como pudricidon acuosa de los frutos. Con
frecuencia, las almendras se presentan pegadas unas con otras de manera
desorganizada, haciendo dificil su remocioén, los frutos enfermos son

normalmente mas pesados que los frutos sanos.

3.2.8 Epidemiologia

La esporulacién del hongo sobre la superficie del fruto es tan intensa que las
nubes de esporas son liberadas y transportadas por el viento, la lluvia y en
menor proporcion por insectos. Se estima que las densidades de esporulacion
del hongo sobre un fruto pueden alcanzar los 44 millones de esporas por cm?

de area.

Una mazorca esporulada ubicada a una altura aproximada de dos metros tiene
un gradiente de dispersién, con capacidad de infeccién de 40%, de hasta una
distancia de 20 m. Existe una correlacion significativa y positiva entre la
poblacion de esporas en el aire y la temperatura, y negativa con respecto a la

humedad relativa
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En tanto que tal nivel de esporulacion solo se observa durante pocas semanas
después de su inicio, reduciéndose la cantidad de esporas producidas hasta
aproximadamente diez semanas, cuando se torna casi insignificante. Las
esporas pueden ser aisladas de los mismos frutos momificados, incluso
después de un afio de la infeccion, lo que es garantia de la oferta de indculo
durante ese tiempo. Al menos 90% de las esporas pueden germinar sobre

medios artificiales, pero so6lo 10% lo puede hacer sobre agua .,

Los frutos momificados y esporulados en la copa del arbol son considerados la
principal fuente de inéculo para iniciar la epidemia, diseminando las esporas en
sentido descendente. La presencia de agua libre no sélo permite la germinacion
de las esporas, sino que remueve el in6culo desde estos frutos.

Se ha encontrado que la eliminacion y disposicion de los frutos con sintoma de
mancha sobre el suelo no sélo permite la descomposicién por parte de los
microorganismos presentes en éste, sino que dejan de ser importantes en la

diseminacion de M. roreri.

3.2.9 Rango de hospederos,,

Moniliophthora roreri ha sido reportado solamente en especies de los géneros
Theobroma y Herrania. Roreri en 1918 reporté el ataque de frutos de T.
bicolor y H. balaensis en Ecuador. Baker enl1954 reporto infecciones en T.

gireli.

Ademas, Evans en 1981 report6 infecciones de M. roreri en T. mammosum, T.
simiarum, T. sylvestre, T. angustifolium, H. nitida, H. pulcherrima.
Posteriormente, Enriquez y Soria en 1981 identificaron el patégeno en T.

grandiflora y H. purpurea por Cuhn, en 2006.
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3.2.10 Control de la Moniliasis (Manejo Integrado)

El control de la Moniliasis del cacao es relativamente facil, pues se sabe que le
benefician las condiciones humedas de las plantaciones, la oscuridad del
cacaotal, el exceso de entrecruzamiento de las ramas dentro del mismo arbol,
entre arboles vecinos y entre arboles de cacao y los arboles que suministran

sombra.

También cuando no se cortan los frutos enfermos, la formacion y permanencia
de charcos dentro del cacaotal después de que llueve, el agua estancada en los
canales de drenaje, la incidencia de malezas e incluso productores descuidados
o empleados que hacen mal las labores de cultivo, todo eso favorece la
presencia de la moniliasis dentro de la plantacién.

De modo que para el buen control necesitamos atender la plantacion con mayor

eficiencia de lo que se hacia antes de llegar la enfermedad.

3.2.11 Recomendaciones para el control de Monilia

3.2.11.1 Control cultural (podas, remocion de frutos y otros). «,

La incidencia de la moniliasis se favorece por la aplicacion inadecuada de
practicas de cultivo. Es necesaria la ejecucion oportuna de labores que
favorecen un microclima cambiante a la plantacion, lo que impide la
proliferacion de fuentes de indculo. En resumen, el control se basa en la
creacion de un ambiente favorable al cacao y desfavorable a la vez al patégeno,
permitiendo una menor pérdida de frutos pero en convivencia con la

enfermedad.



55

Entre las practicas de cultivo que conducen a una modificacion del ambiente,
tornandolo inapropiado para el desarrollo de la enfermedad, se destacan las

siguientes:

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

contribuye a una buena cosecha y a conservar el ambiente seco y fresco.

b. Regulacion del sombrio permanente, asi se obtiene una apropiada entrada
de luz en la plantacibn y una buena cantidad de aire en circulacién,
favoreciendo un rapido escape del vapor de agua. Ademas, es indispensable

regular el sombrio para un mejor aprovechamiento de los fertilizantes.

c. Adecuado sistema de drenaje, para evitar el encharcamiento del agua de
las lluvias y reducir la alta humedad relativa dentro del ambiente de la

plantacion.

d. Deshierbas frecuentes y oportunas, para facilitar la libre circulacion del
aire y hacer que el ambiente se mantenga mas seco, evitando la condensacion

del rocio durante las noches.

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

Debe revisarse cada arbol en conjunto para detectar frutos posiblemente
infectados. Esta labor tiene como finalidad evitar que el hongo tenga tiempo de
formar las estructuras reproductivas (esporas), que son las "semillas" que
afectaran otros frutos sanos del mismo arbol o de arboles vecinos.

Los frutos enfermos por la moniliasis que se corten o remuevan de los arboles,

deben dejarse donde cayeron recogerlos y movilizarlos fuera de la plantacion
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incrementa los costos de mano de obra y la experiencia ha mostrado que no
son una fuente importante de in6culo, para nuevas infecciones, en plantaciones
donde ya se ha establecido plenamente la enfermedad.

Dentro del suelo o piso de los cacaotales abundan otros microorganismos que
van descomponiendo los frutos dejados en el suelo con ayuda de las lluvias y
las altas temperaturas (calor).

3.2.11.2 Control quimico.

El combate de la moniliasis del cacao por medio de fungicidas es una practica
poco efectiva y sobre todo poco econdmica, por lo cual no es una préactica
indispensable para poder convivir con la enfermedad.

Para que se justifique el uso de los fungicidas contra la moniliasis se requieren
varias condiciones basicas en la plantacion:
a. Que sean plantaciones de regular a buena produccion (mas de 15 quintales

por manzana).

b. Que la mayor cantidad de frutos se encuentre concentrada en el tronco y
ramas bajas del arbol, de modo que se pueda asegurar una buena cobertura de
los frutos, dado que las aplicaciones deben ser dirigidas a éstos.

c. Que las plantaciones tengan ritmos de floracion y fructificacion muy bien
definidos, de modo que sea posible proteger la mayor parte de la produccion
con pocas aplicaciones en los periodos de maxima susceptibilidad (de floracion

hasta tres meses de edad del fruto).

Una vez considerado lo anterior, se recomienda realizar seis aplicaciones, una

cada 14 dias, empezando cuando los frutos tengan 15 dias de edad. Las
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atomizaciones deben ser efectuadas directamente sobre el fruto. En caso de
justificarse el uso de fungicidas, puede utilizarse uno a base de cobre, un
hidréxido como el Kocide- 77 o Kocide-2000, o un oxido de cobre como el
Cobre Sandoz, mezclado a razén de 5 a 6 gramos de producto comercial por

litro de agua.

También pueden utilizarse fungicidas como el Bravo-500, Branadil o Daconil,
Phyton (organico), que en pruebas tanto en Costa Rica (Bravo) como en
Honduras (Bravo y Phyton) han dado resultados aceptables como complemento

a las practicas culturales.

3.2.11.3 Combate por medio de resistencia genética. 4,

Entre los cultivares de la especie Theobroma cacao hay diferencias en la
susceptibilidad a M. roreri, lo cual muestra que en esta especie existen fuentes
de resistencia al hongo. Adn no se ha descubierto un material inmune a M.
roreri, pero de las pruebas en Ecuador, Colombia, Costa Rica, y ahora en
Honduras, se conoce que hay cultivares (clones o hibridos) que,
consistentemente muestran menor nimero de mazorcas infectadas. Ejemplo de
esos materiales son: UF-273, EET-75, EET- 233, UF-296, CC-210, IMC-67 y el
CC-266. En Honduras, en el Centro Experimental Demostrativo de Cacao
(CEDEC), de la Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA),
ubicado en La Masica, Departamento de Atlantida, se estan evaluando 1,066
cruces provenientes de un padre con alguna tolerancia al patdbgeno con otro u
otros materiales de buenas caracteristicas de produccion. De estos cruces en
evaluacion por mas de dos afios consecutivos se han detectado unos pocos
gue han presentado buena produccion de frutos sanos y pocos o0 ningun fruto

enfermo por la moniliasis.
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3.2.12 La poda: la practica maestra en el control de la Moniliasis. .,

Las experiencias en el manejo de la moniliasis muestran que la poda en cacao
amerita una revision, pues ha sido costumbre darle a los arboles podas suaves,
en algunos, y la mayoria, practicamente no se podan o se hace
ocasionalmente. Pero al llegar y establecerse la Moniliasis dentro de la
plantacion, es indispensable de inmediato podar los arboles de cacao. Esta
primera poda sera fuerte en la mayoria de los casos, pues requiere la
eliminacién de ramas y brotes de mayor diametro con el propdésito principal de

bajar altura del arbol.

La poda oportuna permite que la luz solar penetre al interior de la plantacion y
gue circule mejor el aire. También es fundamental para estimular la floracion y
poder observar mas facilmente los frutos enfermos para su eliminacion y a la
vez facilitar la labor de cosecha de los frutos sanos. Para el control de la
moniliasis, el arbol de cacao no debe ser alto, la altura maxima estara definida
por el largo de la herramienta utilizada para cortar los frutos. Esta herramienta
de trabajo denominada comunmente “pica”, consta de una hoja de metal con
filo, encabada en una vara de madera liviana o aluminio. Estando dentro de una
plantacién de cacao bien podada, se debe observar al fondo por la entrecalle,
hasta el final de la linea de arboles de cacao, si esto no se cumple indica que
hay necesidad de poda, ya que muchas ramas estan orientadas hacia el suelo,
impidiendo una visualizacion normal hasta el final de la plantacion o de un lote
determinado.

Una vez realizada la primera poda fuerte, se deberan seguir haciendo podas
suaves cada tres meses como maximo, asi como deshijes mensuales.
Practicamente toma de uno a dos afios llegar a formar la nueva arquitectura del
arbol de cacao, que permita un manejo de la moniliasis bajo el enfoque de

convivencia con este hongo.
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

— Experimental: se basa en el andlisis de muestras realizado en el
Laboratorio de Control de Calidad Microbiolégico y en el Laboratorio de
Microscopia Electrénica del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Salud (CENSALUD).

— Exploratorio: se conocié acerca del aislamiento y caracterizaciéon de
un hongo fitopatdégeno (Moniliophthora roreri) y éste servird de base

para futuras investigaciones.

— Investigacion Bibliografica
Se consultaron las siguientes bibliotecas:
— Biblioteca Doctor Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y
Farmacia. Universidad de el Salvador
— Biblioteca de la Universidad José Matias Delgado.

— Internet

— Investigacion de Campo
Universo
Frutos de cacao de diferentes edades con sintomas de la enfermedad (anexo
N°4) del cacaotal de San José del Real de la Carrera en Usulutan, la cual esta
constituida por 12 lotes de cultivo de cacao distribuidos en un area de 227

manzanas. (Anexo N°2)
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Muestra

62 frutos de cacao criollo de diferentes edades que presentaban sintomas de la
infeccion fungica como lo es maduracién prematura, marchitez, secamiento,
abultamientos, mancha café, felpa blanca, puntos aceitosos, puntos verdes,
puntos anaranjados, mancha café con borde irregular, sintomas que varian
segun la edad del fruto (anexo N°4); de la cantidad de muestras colectadas se

obtuvieron 14 aislamientos.

4.2 Parte Experimental

4.2.1 Aislamiento del hongo Moniliophthora roreri en frutos de

cacaos sospechosos de enfermedad.

4.2.1.1 Coleccién de muestras

Se colectaron las muestras en bolsas plasticas estériles, identificadas con
fecha, lugar, nimero de muestra. Namero de lote, (anexo N°3). Se identificaron
y clasificaron segun caracteristicas morfolégicas (anexo N°4) que presentaba el

fruto.

4.2.1.2 Manipulacion de las muestras (anexo N°7)

4.2.1.2.1 Desinfeccion de muestras

Procedimiento
— Colocar los frutos de cacao en una solucion de hipoclorito de sodio
2.5% durante 5 min.
— Partir las muestras por la mitad con un cuchillo estéril, evitando el

contacto del cuchillo con el interior del cacao.
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— Tomar con una pinza estéril tres porciones del endocarpio del fruto de
cacao de 0.5 cm que se encuentre enferma.

— Desinfectarla con hipoclorito de sodio 2.5% sumergiéndola durante 3
min.

— Lavar las porciones sumergiéndolas en agua estéril durante 2 minutos

para eliminar los restos del hipoclorito de sodio.

4.2.1.2.2 Siembra de la muestra

Procedimiento:

— Colocar la primera porcién de endocarpio ya desinfectada en placas de
Agar Papa Dextrosa; la segunda porcion en Agar Sabouraud por ser
medios de aislamiento de hongos; y la tercera porcion en Agar V8 con
el que se lograra su esporulacion, cada uno reforzado con 800 uL de
solucion de Gentamicina Sulfato 80 mg/ 2mL.

— Incubar a 27°C en la oscuridad durante 15 dias.

A los 15 dias del crecimiento

— Repicar en Agar V8 por duplicado para obtener colonias puras

completamente aisladas sin flora acompafante.

— Incubar a 27°C durante 15 dias en oscuridad.

4.2.1.2.3 Identificacion de aislamientos mediante el microscopio

optico

Se realizaron dos tipos de tinciones Tincion de Gram (anexo N°9) y tincion con
Azul de lactofenol (anexo N°10) a los aislamientos obtenidos y se observaron e

identificaron al microscopio esporas e hifas del hongo Moniliophthora roreri.
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4.2.1.2.4 Procedimiento tincion Gram:
— Colocar una gota de solucion salina en el portaobjeto
— Con un asa esteril tomar del aislamiento obtenido una
fraccion o colonia del microorganismo y extender
— Fijar con calor flameando
— Dejar secar
— Agregar cristal violeta al frotis y esperar un minuto
— Agregar lugol o solucion de yodo y esperar por un minuto
— Lavar con alcohol-cetona
— Agregar safranina y esperar un minuto

— Lavar con agua destilada

4.2.1.2.5 Procedimiento tincion de azul de lactofenol:
— Colocar una gota de solucion salina en el portaobjeto
— Con un asa estéril tomar de la colonia aislada una fraccién o
colonia del microorganismo y extender
— Fijar con calor flameando
— Dejar secar
— Agregar una gota de azul de lactofenol

— Cubrir con el cubre objetos

4.2.1.2.6 Prueba de crecimiento en Agar V8 y Agar V8 extracto cacao.

Con un asa estéril se tomar una fraccién de la colonia de Moniliophthora roreri
e inocular en 2 placas petri conteniendo una Agar V8 y la otra Agar V8 extracto,

incubar a 25°C en la oscuridad, por 7 dias.
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4.2.1.2.7 Crecimiento de Moniliophthora roreri a diferentes

concentraciones de Gentamicina Sulfato 80 mg/2mL

— Preparar agar V8 agregando 800uL(3.2mg/mL), 900uL(3.6mg/mL),
1000pL(4.0mg/mL), 1100pL(4.4mg/mL), 1200pL(4.8mg/mL),
1300pL(5.2mg/mL) de solucién de Gentamicina Sulfato 80 ml/2 mL.

— Sembrar una colonia o fraccién del hongo

— incubar a 25°C en la oscuridad, por 7 dias

4.2.2 Caracterizacion morfolégica de los aislamientos de
Moniliopthora roreri
En donde se realizd evaluacion macroscopica y microscopica de los

aislamientos obtenidos

4.2.2.1 Evaluacion Morfologica a partir de los aislamientos obtenidos de
M. roreri en los dias a los 3, 5,7,9,12,15,18 y 21 de crecimiento se

observaron los parametros siguientes:

4.2.2.1.1 Caracteristicas Macroscopicas.
— Tasa de crecimiento.
Se realiz6 la medicion del didmetro de las colonias Moniliophthora roreri
haciendo uso de pie de rey
— Caracteristicas de las colonias.
Colonias de 3 a 7 dias centro puntiforme, radiales formacion de 2 a 4 anillos,
colonias de 9 a 18 dias colonias puntiformes, radiales formacion de 5 a 7 anillos
— Borde: Irregular, regular
— Textura: Algodonosa, pulverulenta

— Coloracion: Blanco cremoso, beige claro, verde, café, naranja



65

— Presencia/ausencia de sectores: Presencia/ausencia de sectores
los cuales indican la edad de la colonia.
- Crecimiento/tamafio de las colonias: se realizara la medicion del

diametro de las colonias, durante los dias de crecimiento.

4.2.2.1.2 Caracteristicas microscoépicas o
- Dias de esporulacion.
En donde se observd si la esporulacion era abundante o escasa
madurez o inmadurez de esporas conforme los dias de crecimiento.
- Forma de esporas.
Globosas, subglobosas, elipticas.

4.2.2.2 Caracterizacién con microcultivos

Procedimiento (anexo N°5)

— Introducir la barra de vidrio en la placa de Petri.

— Colocar el portaobjetos sobre la barra de vidrio

— Recortar un cuadro de 5 mm de agar V8 y colocarlo sobre el
portaobjetos.

— Tomar con un asa estéril un fragmento de micelio del hongo aislado y
purificado

— Inocular en los cuatro extremos de agar V8.

— Colocar el cubreobjetos sobre el medio de cultivo inoculado.

— Afadir 1 mL de agua destilada estéril en la placa, para crear un ambiente
hamedo.

— Cerrar la placa y sellar con parafilm e incubar 7 dias a 25°C en la

oscuridad.
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A los 7 dias de crecimiento:

— Retirar el cubreobjetos con crecimiento

— Colocar una gota de lactofenol sobre un portaobjetos limpio

— Flamear las pinzas

— Colocar el cubreobjetos con crecimiento sobre el portaobjetos y esperar
unos instantes para que actue el Lactofenol

— Observar al microscopio con el objetivo “seco fuerte” (40x)

— Observar e identificar visualmente las conidios e hifas de
Moniliophthora roreri, observar la forma y el tipo de las esporas de las

muestras de cacao que se aislaron en los diferentes medios. (anexo 5).
4.2.2.3 Observacion por Microscopia Electronica de Barrido ¢

Procesamiento para Muestras de Monilia.

— Cortar segmentos de 5 x 5 mm de medio con el espécimen a observar y
colocar en frascos de 10 mL de vidrio con boca ancha que permitan la
entrada de micro pipetas y pinzas. Rotular los frascos debidamente.

— Adicionar solucién de fijador karnovsky en cantidad suficiente que cubra

la muestra y guardar en refrigeracion.

Partiendo de Muestras en Solucion Karnovsky en Refrigeracion durante 24

horas.

— Realizar dos lavados en Buffer Cacodilato 0.1 M pH 7.4 de 10 minutos a
temperatura ambiente.

— Realizar la post fijacion en tetroxido de osmio 1% durante 3 horas a
temperatura ambiente. Realizar dos lavados en Buffer Cacodilato 0.1 M

pH 7.4 de 10 minutos a temperatura ambiente.
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— Realizar deshidratacion en soluciones de etanol durante 10 minutos a
temperatura ambiente.
a. Alcohol 30%
b. Alcohol 50%
c. Alcohol 70%
— Guardar las muestras en refrigeracion para seguir al siguiente dia.
— Realizar deshidratacion en soluciones de etanol durante 10 minutos a
temperatura ambiente.
a. Alcohol 90%
b. Alcohol 100%
c. Alcohol 100%
— Realizar deshidratacion en soluciones de etanol-HMDS
(Hexametildisilazano) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
a. Alcohol-HMDS 3:1
b. Alcohol-HMDS 2:2
c. Alcohol-HMDS 1:3
d. HMDS puro
e. Sin HMDS

— Guardar las muestras en desecador y dejar secar.

Partiendo de Muestras secadas en HMDS.

— Montar las muestras en porta muestras cilindricas de cobre que estén
limpios y rotulados. No tocar los cilindros con las manos.

— Colocar cinta adhesiva doble de carbon en un porta muestra cilindrico.

— Con una pinza tomar la muestra y pegar partes de ella en la cinta
adhesiva.

— Colocar las muestras en el recubridor catédico y encender el equipo y

esperar a que se alcance una presién de vacio no menor a 10 mbar.
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— Realizar el recubrimiento con una pelicula de oro usando argéon en

estado plasmatico.

Observar en el Microscopio Electrénico partiendo de muestras recubiertas en

oro.

4.2.3 Protocolo de aislamiento y caracterizacion de M. roreri

Obtenido el aislamiento y la caracterizacién de M. roreri se procedi6 a
realizar un protocolo denominado “Protocolo de Aislamiento vy
Caracterizacion de Moniliophthora roreri” en donde se incluyen los
pasos estandarizados a seguir para el aislamiento y caracterizacion de M.

roreri de esta forma facilitar su estudio.(anexo N°1)

4.2.4 Conservacion de cepas de Moniliophthora roreri
Se almacenaron cepas partiendo de los aislamientos de Moniliopthora roreri,
obtenidos durante el procesamiento de las muestras, las cuales se almacenaron

en congelacion para ser utilizados en estudios posteriores.

Procedimiento.

— Realizar una suspension de esporas en caldo V8 con 5% glicerol y caldo
BHI con 5% glicerol.
— Colocar 1 mL de esta suspension en tubos estériles.

— Almacenarlos atemperatura de -30°C
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Coleccion de muestras

Las muestras fueron colectadas en el cultivar San José del Real de La
Carrera en el departamento de Usulutdn en el periodo de mayo-
septiembre del 2013.

Fig. N°20 Coleccion de muestras de cacao en el cultivar San José del Real de

La Carrera en el departamento de Usulutan

Las muestra se colectaron de acuerdo a sintomas y signos de moniliasis tales
como: maduracién prematura, marchitez, formacion de gibas, puntos aceitosos,

mancha café etc., para asi realizar el aislamiento de Monilopthora roreri.
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Se realizaron tres muestreos, de los cuales se obtuvieron un total de 62

muestras las cuales se colectaron en bolsas plasticas estériles, identificadas

con fecha, lugar, nimero de muestra. Numero de lote.

Cuadro N°2 Muestreos y cédigos de muestras analizadas

Prueba preliminar

Muestreo 1

Muestreo 2

Muestreo 3

19

22

20

M1

MX1-1, MX1-2, MX1-3, MX1-4, MX1-
5, MX1-6, MX1-7, MX1-8, MX1-9,
MX1-10, MX1-11, MX1-12, MX1-13,
MX1-14, MX1-15, MX1-16, MX1-17,
MX1-18, MX1-19

MX2-1, MX2-2, MX2-3, MX2-4, MX2-
5, MX2-6, MX2-7, MX2-8, MX2-9,
MX2-10, MX2-11, MX2-12, MX2-13,
MX2-14, MX2-15, MX2-16, MX2-17,
MX2-18, MX2-19, MX2-20 MX2-21,
MX2-22

MX3-1, MX3-2, MX3-3, MX3-4, MX3-
5, MX3-6, MX3-7, MX3-8, MX3-9,
MX3-10, MX3-11, MX3-12, MX3-13,
MX3-14, MX3-15, MX3-16, MX3-17,
MX3-18, MX3-19, MX3-20.

En el Cuadro N°2 se observan los muestreos realizados y la codificacién de

cada una de las muestras se puede observar que principalmente se realizé una

prueba preliminar con un cacao proporcionado por el Centro de Investigacion y

Desarrollo en Salud CENSALUD,

luego se realizaron tres muestreos
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colectandose un total de 62 muestras de diferentes edades que “presentaban

sintomas de moniliasis las cuales se procedieron a analizar.

5.2 Aislamiento del hongo Moniliophthora roreri en frutos de cacao

sospechosos de enfermedad.

De las muestras procesadas y analizadas de acuerdo al procedimiento de
desinfeccion y siembra de las muestras lo que se espera observar en los
aislamientos, son caracteristicas especificas para Moniliophthora

roreri, los cuales se describen en el Cuadro N°. 3

Cuadro N°3 Caracteristicas Macroscopicas y Microscépicas de Moniliophthora

roreri

Colonia tipica de M. rorent Caaderisticrs maaoscopicrs

Regular/ Imegular
Pulveruenta/ Algodonosa

De Blanco a Beige

Presendaf Ausenda
Esporas de M. rorer? Cateristicrs miaroscopicGEs
> N a _ .
."c‘ \‘.$ Tamaho aproximado
'/4 ./. Esporas globosas 45n
‘4 N\ .’ .-..
\o Wee
et
\ ,..: ‘,":.)‘. Esporas subglobosas 7-8p
o \;. oy
’ ‘\'/o .
ot (s » fo
LS, a W% o Esporas Hipticas 9-11p
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5.3 Prueba Preliminar (M1)

La muestra analizada fue un cacao recolectado con anterioridad, ya en estado
momificado, al cual se le raspé la superficie, colocando ese polvillo (raspado)
sobre agar papa dextrosa y agar dextrosa saboraud, los cuales no estaban
reforzados con solucion de Gentamicina Sulfato los cuales se incubaron a 25°C
en oscuridad, durante 7 dias con el fin de verificar el crecimiento de

Moniliophthora roreri.

Al término de 7 dias de incubacién se obtuvieron colonias con las

caracteristicas presentadas en las Fig. N° 21y 22

5.3.1 Morfologia Macroscopica

Fig. N°21 Crecimiento del raspado de la superficie de muestra momificada de
Theobroma cacao en agar Papa Dextrosa. Ay C parte frontal, By

D parte dorsal.
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Fig. N°22 Crecimiento del raspado de la superficie de muestra momificada de
Theobroma cacao en agar Papa Dextrosa. Ay C parte frontal, B 'y
D parte dorsal.

En las Fig. N°21 y N°22, se pudo observar crecimiento abundante en el medio
de cultivo, el cual no coincidioé con las caracteristicas macroscopicas tipicas de
Moniliophthora roreri, por lo que el crecimiento obtenido era parte de la flora

acompafnante del cacao.
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5.3.2 Aislamiento de flora acompafante

Luego de obtener la flora acompafiante se procedio a aislar los diferentes tipos
de hongos e identificarlos microscopicamente para verificar o descartar el
crecimiento de Moniliophthora roreri. Se aislaron los hongos presentes de
acuerdo a su coloracion y textura, a 25°C por siete dias en la oscuridad, luego
del tiempo de incubacion se obtuvo crecimiento de Aspergillus spp,

Penicillum spp y Fusarium spp.

Fig. N°23. Aislamiento Aspergillus spp. (Hongo color verde). Ay
B morfologia macroscopica. C morfologia microscopica.
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Fig. N°24. Aislamiento de Penicillum spp. (Hongo color gris). Ay B morfologia

macroscopica. C morfologia microscopica.

Fig. N°25 Aislamiento de Fusarium spp. (Hongo color blanco). A y B

morfologia macroscépica, C morfologia microscépica.
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El aislamiento de Moniliophthora roreri no fue posible debido al crecimiento de
flora acompafiante perteneciente a hongos sapréfitos, como puede apreciarse
en la morfologia macroscépicas y microscopicas se identificaron como cepas de
Aspergillus spp. (Fig. N°24) Penicillum spp. (Fig. N°25) y Fusarium spp.
(Fig. N°26), los cuales antagonizan posiblemente el consumo de nutrientes y

espacio evitando asi que no sea posible aislarlo.

En la muestra de cacao en estado momificado hay muchos hongos
pertenecientes a la flora acompafante, los cuales podrian antagonizar el
crecimiento de Moniliophthora roreri, por lo que no se puede aislar. Ademas
por el estado momificado de la muestra no se puede realizar una adecuada

desinfeccidn.
5.4 MUESTREO 1

Se colectaron 19 muestras en el cultivar de cacao San José del Real la Carrera
en Usulutan con signos y sintomas de moniliasis (Anexo N°4), las cuales se
identificaron, desinfectaron y procesaron. Se inocularon en Agar V8, Papa
dextrosa, Dextrosa saboraud reforzados con 800 pL de Solucién de

Gentamicina 80mg/2mL por litro de agar a 25°C por 15 dias en la oscuridad.
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Cuadro N°4 Aislamiento de muestras del muestreo 1

cacao
P\
Mx1-3

Mx1-4

Mx1-5

Mx1-7
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Cuadro N°4 . Continuacion.

B
CoCoo
M2

Mx1-12 A

L

Cacao
-\\ MM /

Mx1-13

-

CoCa o
Mia
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Cuadro N°4. Continuacion.

Mx1-15

Mx1-16

Mx1-17

Mx1-18

Mx1-19

Como se puede observar en el Muestreo 1, el aislamiento de Moniliophthora
roreri fue bastante dificultoso debido al crecimiento de varios hongos
pertenecientes a la flora acompafante, aun cuando el fruto de Theobroma
cacao presente signos y sintomas de moniliasis, es asi como de 19 muestras
analizadas solamente la muestra Mx1-1 presenta una colonia sospechosa de
Moniliophthora roreri en cuanto a las caracteristicas macroscopicas de
coloracion y textura y microscopicas de forma y tipo de esporas.
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En las 18 muestras restantes se observO tanto macroscopica Yy
microscépicamente la flora acompafiante del cacao que pudo haber

antagonizado el crecimiento de Moniliophthora roreri.

Se evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la muestra
Mx1-1 la cual es sospechosa de M. roreri, dichas caracteristicas son propias de

una colonia tipica de M. roreri por lo que se procedié a su aislamiento

5.4.1 Aislamiento de Moniliophthora roreri a partir de Mx1-1

Fig. N°26. Muestra de cacao Mx1-1 con signos y sintomas de moniliasis. Ay B
morfologia macroscoépica (b1, b2, b3) morfologia microscépica de
flora  acompafiante, (b4) morfologia  microscopica de

Moniliophthora roreri

Como se puede apreciar en la figura N°26, el hongo aislado presenta, tanto
macroscopica como microscOpicamente, caracteristicas propias de
Moniliophthora roreri, como la coloracion blanca y textura
algodonosa/pulverulenta de la colonia, por lo que se sometié al analisis
resembrando una fraccion de la colonia en medio agar V8 sin solucién de

Gentamicina Sulfato, y se incubo a 25°C por 7 dias en la oscuridad.
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La muestra Mx1-1 presenté caracteristicas macroscopicas y microscopicas
tipicas a las de una colonia de Moniliophthora roreri.(cuadro N°3),
demostrando asi que las edades y estados de los frutos son caracteristicas
importantes que deben de tomarse en cuenta en el momento de la coleccion; la
muestra Mx1-1 es un fruto de cacao menor a tres meses, presentaba
maduracion prematura, secamiento, presencia de gibas, aun no se habia
exteriorizado la moniliasis por lo que frutos menores a 3 meses sin sintomas
externos avanzados de la enfermedad (anexo N°4) son los mas indicados para
llevar a cabo el aislamiento, debido a que la moniliasis afecta internamente al
fruto en su fase inicial, por lo que frutos menores de 3 meses con sintomas
externos pueden ser causados por otro hongo fitopatdgeno perteneciente a la

flora acompafante.

Esporas subglobosas

Esporas elipticas

Esporas globosas

L ket .l»‘ “ ‘l
Fig. N°27 Aislamiento de Moniliophthora roreri de Mx1-1. (A) morfologia
macroscopica B y C morfologia microscoépica en tincion de Gram y

tincion de Azul de lactofenol respectivamente.
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El aislamiento de Moniliophthora roreri se realizé satisfactoriamente en agar
V8, ya que se puedo observar la esporulacion del hongo (ver Fig. N° 28) y un
mejor desarrollo de la colonia presentando textura pulverulenta (A). En By C
se puede apreciar microscopicamente la esporulacion del hongo observandose
esporas globosas, subglobosas y elipticas e hifas de Moniliophthora roreri,

tanto en tincion de Gram como en tincidon de azul de lactofenol.

Luego de aislar la colonia de Moniliophthora roreri fue sometida a diferentes

pruebas:

e Pruebas de crecimiento en agar V8 y agar V8 extracto cacao.

e Crecimiento del hongo a diferentes concentraciones de Gentamicina.

5.4.1.1 Prueba de crecimiento en Agar V8 y Agar V8 extracto cacao.

Con un asa estéril se tom6 una fraccion de la colonia de Moniliophthora roreri
y se inocul6 en 2 placas petri conteniendo una Agar V8 y la otra Agar V8

extracto cacao y se incubaron a 25°C en la oscuridad, por 7 dias.

Fig. N°28 Crecimiento de Moniliophthora roreri. A crecimiento en agar V8. B,
crecimiento en agar V8 extracto cacao.
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El crecimiento de Moniliophthora roreri es mayor en agar V8 extracto debido
a nutrientes pertenecientes propios del cacao, los cuales estimulan el
crecimiento del hongo, mientras que en agar V8 el crecimiento fue menor. Pero
en ambos crecimientos se observa las mismas caracteristicas macroscopicas
de la colonia, el agar V8 extracto cacao presenta mayor indice de
contaminacion y susceptibilidad al crecimiento de hongos ambientales, por ende
para el aislamiento de Moniliophthora roreri se utilizé agar V8 extracto cacao

y para la purificacion agar V8.

5.4.1.2 Crecimiento de Moniliophthora roreri a diferentes concentraciones

de Gentamicina Sulfato 80 mg/ 2mL

Se evalué el crecimiento de Moniliophthora roreri en agar V8 con diferentes
concentraciones de solucibn de Gentamicina Sulfato 800uL(3.2mg/mL),
900pL(3.6mg/mL), 1000pL(4.0mg/mL), 1100 pL(4.4mg/mL), 1200
puL(4.8mg/mL), 1300 L (5.2mg/mL) ; se incubo a 25°C en la oscuridad por 7

dias.

Fig. N°29 Crecimiento de Moniliophthora roreri sin gentamicina (A y B) y con

diferentes concentraciones de gentamicina (C-H)
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El crecimiento de M. roreri no se afectado por diferentes concentraciones de
Sulfato de Gentamicina 80mg/2ml, por lo cual en andlisis posteriores se podra
hacer uso de mayores concentraciones para disminuir el crecimiento de la flora
acompafante y favorecer el crecimiento de M. roreri. En B de Fig. N°19 se
muestra el aislamiento de M. roreri sin Gentamicina en el cual se ve
crecimiento del hongo, pero asi a media que se va aumentando la
concentracion el crecimiento se ve poco afectado, por o que nos permitira usar
mayores concentraciones de Gentamicina 80mg/2ml para inhibir la flora
acompafante e interferencias de otros hongos sin verse afectado el crecimiento

de M. roreri.

5.4.1.3 Identificacién mediante el microscopio 6ptico

Se realizaron dos tipos de tinciones Tincion de Gram vy tincion con Azul de
lactofenol y se observaron e identificaron al microscopio esporas e hifas del
hongo Moniliophthora roreri en donde S: esporas subglobosas, G: esporas

globosas, E: esporas elipticas

Fig. N°30 Tipos de esporas e hifas de Moniliophthora roreri vistas al
microscopio optico. (A) Tincién Gram, (B) tincion Azul de lactofenol
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La identificacién mediante del microscopio Optico es de gran utilidad ya que se
puede apreciarse la morfologia de las esporas e hifas de M. roreri tanto tincion
de Gram como la de Azul de lactofenol, en donde se observa la disposicién de
las esporas en las hifas y los 3 tipos de esporas: globosas (G), subglobosas(S),

elipticas (E) que son caracteristicas propias del hongo en estudio.

5.4.2 Caracterizacion de Moniliophthora roreri

5.4.2.1 Evaluacion Morfolégica Macroscopica MX1-1

Fig. N°31 Caracteristicas macroscopicas (De la A a la H) de colonias de

diferentes dias de crecimiento de M. roreri de MX1-1

En la Fig. N°31 muestra las caracteristicas macroscopicas de M. roreri en los
diferentes dias de crecimiento en donde A (3 dias), B (5 dias), C (7 dias), D (9
dias), E (12 dias), F (15 dias), G (18dias), H (21dias) representas los dias a los

cuales se observo el crecimiento.
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Dia Dia 3 Dia5 Dia7 Dia 9 Dial2 | Dial5 | Dia18 | Dia
Determinacio Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21 .
: 31A 31B 31C 31D 31E 31F 31 G Fig.
Evaluacion 314 | e
Morfolégica — =
Caracteristicas Macroscopicas C
Tasa de
crecimiento 15 19cm | 21cm | 3.5cm 4.1cm 49cm | 5.7cm | 6.5
cm cm
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Caracteristica | Colonias con centro | Colonias puntiformes, radiales formacion de 5
s de las puntiforme, radiales | a 7 anillos.
colonias formacion de 2 a 4
anillos.
Borde Irregular Regular
Textura Algodonosa Pulverulenta
Blanco cremoso, beige | Blanco cremoso, | Blanco cremoso, beige
Coloracién claro, verde beige claro, verde, | claro, verde, café,
naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia Presencia
sectores
Caracteristicas Microscdépicas
Evaluacién Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 12 | Dia 15 | Dia18 | Dia
L. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
morfologica | 35, | 35p 32C 32D 32E | 32F | 326G | Fig.
32 H
Dias de
esporulacion Escasa, esporas inmaduras. Abundante, esporas maduras
Globosas
Forma de Subglobosas
esporas Elipticas
La caracterizacibn morfolégica (MicroscOpica y macroscopica) de
Moniliophthora roreri evidenci6 como las colonias del hongo, con el

transcurso del tiempo cambian tanto en coloracién como en textura, tamafio etc.
En cuanto a la esporulacion, esta aumenta conforme a los dias, en el dia 3
practicamente solo pueden observarse hifas, y algunas esporas globosas en los
siguientes dias el numero de esporas globosas aumentan y pueden observarse
esporas subglobosas, a partir del dia 7 se pueden observar las esporas

elipticas.
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5.4.2.3 Microcultivos

Fig. N° 33 Caracterizacion con microcultivos de muestra de muestreo 1.

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de M. roreri

El propdsito de realizar los microcultivos es; que debido al didmetro pequefio
del la fraccion de agar la colonia de Moniliophthora roreri, crece de manera
uniforme y compactada; pudiéndose visualizar de mejor forma en el microscopio

Optico, las estructuras microscoépicas (esporas e hifas) del hongo.

5.4.2.4 Microscopia Electronica de Barrido

5.4.2.4.1 Esporas Globosas
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Fig. N° 34 Esporas Globosas e hifas de Moniliophthora roreri aisladas Mx1-1
vistas en microscopio electrénico de barrido A (1,900X), B (2,500X),
C (6,000X) y D (7,000X).

Las esporas Globosas presentan un tamafo aproximado de 4-5 um .

5.4.2.4.2 Esporas subglobosas
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Fig. N° 35 Esporas Subglobosas e hifas de Moniliophthora roreri aisladas
Mx1-1 vistas en microscopio electrénico de barrido A (800X), B
(3,000X), C (4,000X) Y D (10,000X).

Las esporas subglobosas presentan un tamafio aproximado de 7-8 pm.

5.4.2.4.3 Esporas Elipticas
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Fig. N° 36 Esporas Elipticas e hifas de Moniliophthora roreri aisladas Mx1-1
vistas en microscopio electrénico de barrido A (1,000X), B (3,000X),
C (5,000X) Y D (10,000X).

Las esporas elipticas presentan un tamafio aproximado de 9-11 um

En el microscopio electrénico de barrido se aprecia la forma y disposicién de las
esporas, pudiendo observarse caracteristicas ultraestructurales de las esporas
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de Moniliophthora roreri de forma magnificada, como la disposicion,
agrupamiento, borde, tamafo y superficie, diferenciaciandose los diferentes

tipos de esporas.

5.5 MUESTREO 2.

Se colectaron 22 muestras en la Hacienda San José del Real de la Carrera en
Usulutan con signos y sintomas de moniliasis, las cuales se identificaron,
desinfectaron y procesaron (de acuerdo al procedimiento descrito en disefio
metodoldgico) se inocularon en agar V8, Papa dextrosa, Dextrosa saboraud
reforzados con 800 pL de solucion de Gentamicina Sulfato 80 mg/2mL por litro

de agar y se incubaron a 25°C por 15 dias en la obscuridad.

Cuadro N°6 Aislamiento de Moniliophthora roreri de Muestreo 2.

Mx2-1

Mx2-2

Mx2-3

Mx2-4

Cuadro N°6. Continuacion



Cuadro N°6. Continuacion
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Mx2-19

Mx2-19
IVIXZ-2U

Mx2-20
Mx2-21

Mx2-21
Mx2-22

Mx2-22

Como se puede observar; se obtuvo crecimiento de Moniliophthora roreri en 6
diferentes muestras de las cuales al realizar tinciones tanto de Gram como de
azul de lactofenol pudieron observarse las esporas e hifas caracteristicas de
este hongo; de las muestras Mx2-14, Mx2-16, Mx2-18, Mx2-19, Mx2-21, y Mx2-

22 se logro aislar.

La dificultad del aislamiento de Moniliophthora roreri, se sigue evidenciando
ya que de 22 muestras con signos y sintomas de moniliasis solamente de 6 se

aisl6 este.

Pero evidenciandose con claridad las colonia de Moniliophthora roreri, ya que
presenta caracteristicas propias de la colonia, como se puede ver en la Fig.
N°37 se puede observar el crecimiento de la colonia, y en Fig. N°43 se pueden
observar las esporas globosas, caracteristicas del hongo, las muestras mas
indicadas para el aislamiento de Moniliophthora roreri, son aquellos frutos de
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cacao menores a 3 meses en donde la enfermedad no se ha exteriorizado pro
presentan sintomas caracteristicos como marchites, maduracion prematura y

abultamientos,

5.5.1 Aislamiento de Moniliophthora roreri a partir de muestras Mx2-
14, Mx2-16, Mx2-18, Mx2-19, Mx2-21, Mx2-22

De las colonias de las cuales se aisl6 Moniliophthora roreri, se repico en agar

V8 y se realiz6 tincion de Gram y azul de lactofenol.

Cuadro N°7 Aislamiento de Moniliophthora roreri a partir de muestras

positivas

ey G

Cuadro N°7. Continuacion.
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Mx2-19

Mx2-21

Mx2-22

El aislamiento de Moniliophthora roreri se realiz6 satisfactoriamente en agar
V8. En el cuadro N° 7 se puede apreciar caracteristicas macroscoépicas propias
del hongo y microscopicamente la esporulacion del hongo Moniliophthora

roreri en ambas tinciones.

Por lo que se procedié a realizar la evaluacibn morfolégica del hongo a los

diferentes dias de crecimiento.

5.5.2 Caracterizacion de Moniliophthora roreri

5.5.2.1 Evaluacion Morfolégica Macroscépica MX2-14
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Fig. N°37 Secuencia de Crecimiento macroscopico de M. roreri de Mx2-14.

Evaluacion morfolégica Mx2-14

Cuadro N°8 Evaluacién morfolégica de M. roreri Mx2-14
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Dia Dia3 | Diab5 | Dia7 Dia 9 Dia12 | Dia1l5 | Dia 18 Dia 21
Determinachs Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig.

37A | 37B | 37C 37D 37E 37F 37 G 37H

Evaluacion

Morfoldgica Caracteristicas Macroscopicas

Tasa de

crecimiento 1.9 2.3 2.5 29cm | 3.6cm |[4.8cm |59cm |6.8cm

cm cm cm

Colonias con centro

esporulacion

Caracteristica | puntiforme, radiales | Colonias puntiformes, radiales formacién de 5 a 7
s de las formacion de 2 a 4 | anillos.
colonias anillos.
Borde Regular Irregular
Textura Algodonosa Pulverulenta
Blanco cremoso, beige | Blanco cremoso, beige Blanco
Coloracién claro, verde claro, verde, café, naranja cremoso, beige
claro, verde,
café, naranja.
Presencia/
ausenciade Ausencia Presencia
sectores Caracteristicas Microscépicas
Evaluacion Dia3 | Diab | Dia7 | Dia9 Dia12 | Dial5 | Dia18 Dia 21
morfolégica Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig.
43 A | 43B | 43C 43 D 43 E 43 F 43 G 43 H
Dias de Escasa, esporas inmaduras. Abundante, esporas maduras

Forma de

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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orf

E sC acion morfolégica Mx2-16
op
Cic "0 N°9 Evaluacién morfolégica de M. roreri Mx2-16

. a

ia Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dial12 | Dial5 | Dia 18 | Dia
eterminaci Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
38 A 38B 38C 38D 38E 38 F 38G | Fig.
38 H

Evaluaciéon

Morfolégica — —
9 Caracteristicas Macroscopicas

Tasa de
crecimiento 1.8cm | 2.1cm | 29cm [ 3.1cm [ 3.6cm |45cm | 5.7cm 6.4

cm

Colonias con  centro | Colonias puntiformes, radiales formacion de 8
Caracteristicas | puntiforme, radiales | a 12 anillos

de las colonias | formacion de 4 a 8 anillos.
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Borde Regular
Textura Algodonosa Pulverulenta
Coloracion Blanco cremoso, beige claro, verde, café, naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia Presencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 12 | Dia 15 | Dia 18 | Dia
Evaluacion Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
morfoldgica 43 A 43 B 43 C 43 D 43 E 43 F 43 G Fig.
43 H
Dias de Escasa, esporas inmaduras. Abundante, esporas maduras

esporulacion

Forma de

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.5.2.3
Evalu
acion
Morfol
ogica
Macro
scopic
a
MX2-
18

Evaluacion morfolégica Mx2-18

Cuadro N°10 Evaluaciéon morfolégica de M. roreri Mx2-18

., Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia12 | Dia1l5 | Dia 18 Dia
Determinaciqn

Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
Evaluacion 39A | 39B | 39C 39D 39E | 39F | 39 G | Fig.
Morfolégica 39 H

Caracteristicas Macroscépicas

Tasa de
crecimiento 1.5cm | 1.8cm | 2.1cm | 2.3cm 26cm | 35cm [39cm |41

cm

Caracteristicas | Colonias con  centro | Colonias puntiformes, radiales formacion de 4

de las colonias | puntiforme, radiales | a 6 anillos.
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formacion de 2 a 4 anillos.

Borde Irregular
Textura Algodonosa Pulverulenta
Coloracion Blanco cremoso, beige claro, verde, | Blanco cremoso, beige claro,
café, naranja. verde, café, naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia Presencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia12 | Dia 15 | Dia 18 | Dia
morfolégica | Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
43 A 43 B 43 C 43D 43 E 43 F 43 G Fig.
43 H
Dias de Escasa, esporas inmaduras. Abundante, esporas maduras
esporulacion
Globosas

Forma de

esporas

Subglobosas

Elipticas
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Ev
alu

aci

Mo

rfo

16 ., L
Evaluacion morfologica Mx2-19
gic
Cuadrg N°11 Evaluacion morfolégica de M. roreri Mx2-19

M,a Dia3 | Dia5 | Dia7 Dia 9 Dia12 | Dia15 | Dia18 | Dia
DetermiB&cion Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. | 21
0S 40 A 40 B 40 C 40D 40 E 40 F 40 G Fig.
Evalugmén 40 H
Mori%%gica
pic Caracteristicas Macroscdépicas
Tasade
crecimiento | 1.8cm | 2.3cm | 2.7cm | 3.5cm 39cm [ 45cm | 59cm | 7.7
cm
Caracteristica | Colonias con  centro | Colonias puntiformes, radiales formacién de 5
s de las puntiforme, radiales | a 7 anillos
colonias formacion de 2 a 4 anillos.
Borde Irregular
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Textura Algodonosa Pulverulenta
Coloracion Blanco cremoso, beige | Verde claro, café claro, café oscuro, verde,
claro, verde. naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia Presencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion Dia3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 12 | Dia 15 | Dia 18 | Dia
morfolégica Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
43 A 43 B 43 C 43 D 43 E 43 F 43 G Fig.
43 H
Dias de Escasa, esporas inmaduras. Abundante, esporas maduras
esporulacion
Globosas

Forma de

esporas

Subglobosas

Elipticas
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SC
CL@FWO N°12 Evaluacion morfologica de M. roreri Mx2-21
’ Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dia18 | Dia21
H a'l . . . . . . . .
Determinacion Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig.
41 A 41 B 41 C 41D 41 E 41 F 41 G 41 H
Evaluacion
Morfol6gica Caracteristicas Macroscopicas
Tasa de
crecimiento | 1.9cm | 25cm | 2.7cm |3.5¢cm | 39cm | 4.7cm | 59cm 7.1cm
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Colonias con  centro | Colonias puntiformes, radiales formacion de 5
Caracteristica | puntiforme, radiales | a 7 anillos
s de las formacion de 4 a 5
colonias anillos.
Borde Regular
Textura Pulverulenta
Coloracion Blanco cremoso, verde, | Blanco cremoso, beige claro, verde, café,
café, blanco cremoso. naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion
morfolégica | Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dial1l2 | Dia15 | Dia 18 Dia 21
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig.
43 A 43 B 43 C 43D 43 E 43 F 43 G 43 H

Dias de

esporulacion

Escasa, esporas inmaduras.

Abundante, esporas maduras

Forma de

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.5.
2.6
Ev
alu
aci
on
Mo

rfol

e

ogi
ca

Ma
cro

7z

sco
pic
a
MX
2-
Ev&uacion morfolégica Mx2-22

Cuadro N°13 Evaluaciéon morfol6gica de M. roreri Mx2-22

, Dia3 | Dia5 | Dia7 | Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dial8 | Dia
a

Determinacign Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
: 42 A 42 B 42 C 42 D 42 E 42 F 42 G Fig.
Evaluacion 42 1
Morfolégica

Caracteristicas Macroscépicas

Tasa de
crecimiento 23cm | 29cm | 3.3cm [ 3.7cm [49cm |55cm |6.7cm | 7.3

cm
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Colonias con  centro | Colonias puntiformes, radiales formacion de 5
Caracteristica | puntiforme, radiales | a 7 anillos.
s de las formacion de 2 a 4 anillos.
colonias
Borde Regular
Textura Pulverulenta
Blanco cremoso, beige claro, verde, | Blanco cremoso, beige claro, verde,
Coloracion café, café, naranja
Presencia/ Ausencia Presencia
ausencia de
sectores Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia12 | Dia 15 | Dia 18 | Dia
morfolégica Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
43 A 43 B 43 C 43 D 43 E 43 F 43 G Fig.
43 H

Dias de

esporulacion

Escasa, esporas inmaduras.

Abundante, esporas maduras

Forma de

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.5.2.7
Evalua
cion
Morfol
Ogica

Micros

coOpica

4 o -

La C(ltz(;%racterizacién morfoldgica | (Microsggpica y macroscopica) de
MoMM%%chora roreri evidenci6 como las colonias del hongo, con el
tran&Rio del tiempo cambian tanto en coloracion como en textura, tamafo etc.
En(BRM8 a la esporulacién, esta aumenta conforme a los dias, en el dia 3
prée@ibdaténte solo pueden observarse hifas, y algunas esporas globosas en los
siguéeptmsadias el nimero de esporas globosas aumentan y pueden observarse
espogaspsubglobosas, a partir del dia 7 se pueden observar las esporas
elipidhia

s)

5.5.2.8 Realizacion de microcultivos
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Fig. N°44. Caracterizacion con microcultivos de muestra de muestreo 2. (A)

microcultivos, (B) morfologia Microscoépica de las colonias aisladas.

La Fig. N°44 es una muestra representativa para los aislamientos obtenidos en

donde se puede observar mejor la disposicioén de las esporas.

5.5.2.9 Microscopia Electrénica de Barrido representativas de

muestreo 2

5.5.2.9.1 Esporas Globosas
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Fig. N°45 Esporas Globosas e hifas de Moniliophthora roreri vistas en

microscopio electrénico de barrido de muestro 2. A (1,500X), B
(3,000X), C (3,000X) y D (10,000X)

Las esporas globosas presentan un tamafio aproximado de 4-5 um

5.5.2.9.2 Espora Subglobosas
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Fig. N°46 Esporas Subglobosas e hifas de Moniliophthora roreri vistas en
microscopio electrénico de barrido de muestro 2. A (3,000X), B
(3,000X), C (3,000X) y D (3,000X)

Las esporas subglobosas presentan un tamafo aproximado de 7-8 pum

5.5.2.9.3 Esporas Elipticas
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Fig. N°47  Esporas Elipticas e hifas de Moniliophthora roreri vistas en
microscopio electrénico de barrido de muestro 1A (3,000X), B
(3,000X), C (3,000X) y D (3,000X)

Las esporas Elipticas presentan un tamafio aproximado de 9-11 um

En el microscopio electrénico de barrido se aprecia la forma y disposicion de las

esporas, pudiendo observarse caracteristicas ultraestructurales de
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Moniliophthora roreri de forma magnificada; observandose asi caracteristicas
de las esporas como lo son borde, tamafo y superficie de estas; que con el
microscopio optico no es posible visualizar, haciendo asi diferenciacion entre

los diferentes tipos de esporas.

5.6 MUESTREO 3

Se colectaron 20 muestras en san José del Real la Carrera en Usulutan con
signos y sintomas de moniliasis, las cuales se identificaron, desinfectaron y
procesaron (de acuerdo al procedimiento descrito en disefio metodolédgico) se
inocularon en agar V8, Papa dextrosa, Dextrosa saboraud reforzados con 800
uL de gentamicina 80mg/2 mL por litro de agar a 25°C por 15 dias en la

obscuridad.

Cuadro N°14 Muestras de Muestreo 3

—
Cuadro N°4. Continuacion.
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Cuadro N°14 Continuacion.
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Cuadro N°14 Continuacion.
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Se obtuvo crecimiento de Moniliophthora roreri en 7 diferentes muestras de
las cuales al realizar tinciones tanto de Gram como de azul de lactofenol

pudieron observarse las esporas e hifas caracteristicas de este.

La dificultad del aislamiento de Moniliophthora roreri, se evidencia ya que de
20 muestras con signos y sintomas de moniliasis solamente de 7 se aisl6 este,
tomando las medidas adecuadas de esterilidad para lograr el crecimiento
especifico de M. roreri ya que el crecimiento de otros microorganismos inhibe
su crecimiento, las muestras mas indicadas para el aislamiento de
Moniliophthora roreri, son aquellas que presentan sintomas de marchitez,

maduracion prematura y abultamientos.

5.6.1 Aislamiento de Moniliophthora roreri a partir de muestras Mx3-
1, Mx3-2, Mx3-3, Mx3-7, Mx3-8, Mx3-9 y Mx3-18
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De las colonias de las cuales se aisl6 Moniliophthora roreri, se repico en agar
V8 y se realiz6 tincion de Gram y azul de lactofenol.

Cuadro N°15 Aislamiento de Moniliophthora roreri a partir de muestras

positivas

5.6.2 Caracterizacion de Moniliophthora roreri
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5.6.2.1 Evaluacién Morfolégica Macroscopica Mx3-1

Fig. N°48 Secuencia de crecimiento macroscopico de M. roreri de Mx3-1.

Evaluacion morfoldgica Mx3-1



Cuadro N°16

Evaluacion morfolégica de M. roreri Mx3-1
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I

)eterminga' - Dia3 | Dia5 Dia 7 Dia9 | Dial2 | Dia1l5 | Dia 18 Dia
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
Evaluacion 48 A 48 B 48 C 48 D 48 E 48 F 48 G Fig.
Morfoldgica 48 H
Caracteristicas Macroscoépicas
Tasa de
crecimiento 1.8 21lcm | 24cm 35cm | 39cm [ 45cm | 53cm | 6.0
cm cm

Caracteristicas
de las colonias

centro puntiforme, radiales

colonias puntiformes, radiales formaciéon de

formacion de 2 a 4 anillos, | 5a 7 anillos
Borde Regular
Textura Pulverulenta
Blanco Blanco cremoso, | Verde claro, café claro, café
Coloracion cremoso, beige claro, verde, | oscuro, verde, naranja
beige claro café,
Presencia/
ausenciade Presencia
sectores
Caracteristicas Microscdépicas
Dia3 | Dia5 Dia 7 Dia 9 Dia12 | Dia 15 | Dia 18 | Dia
Evaluacion Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
morfolégica 55 A 55B 55C 55D 55 E 55 F 55 G Fig.
55 H
Dias de Escasa, esporas inmaduras. Abundante. esporas maduras

esporulacion

Forma de

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.6.2.

Eval
uaci
on
Morf
ologi
ca
Macr
0sco
pica
Mx 3-

Evaluacion morfolégica Mx3-2

Cuadro N°17 Evaluacién morfologica de M. roreri Mx3-2

Dia
Determinacion | pja3 | Dia5 | Dia7 | Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dia18 | Dia
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
y 49 A 49 B 49C 49D | 49E | 49 F | 49 G | Fig.
Evalua1,C|f)n 49 H
Morfologica Caracteristicas Macroscopicas
Tasa de
crecimiento | 1.9cm |23cm |28cm 33cm [ 39cm | 55cm | 5.7 6.1
cm cm
Caracteristica | Colonias con centro | Colonias puntiformes, radiales formacion
s de las puntiforme, radiales | de 6 a 7 anillos
colonias formacion de 4 a 6 anillos.
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Borde Regular
Textura Pulverulenta
Coloracion Blanco cremoso, naranja, verde claro. | Beige, verde, café.
Presencia/
ausencia de Presencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia9 | Dial12 | Dial5 | Dia18 | Dia
morfoldgica Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
55 A 55 B 55C 55 D 55 E 55 F 55 G Fig.
55 H
Dias de Escasa, esporas inmaduras. Abundante, esporas maduras
esporulacion
Globosas

Forma de

esporas

Subglobosas

Elipticas
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5.6.2.

Eval
uaci
on
Morf
ologi
ca
Macr
osco
pica
Mx 3-

Evaluacion morfolégica Mx3-3

Cuadro N°18 Evaluacién morfologica de M. roreri Mx3-3

Dia Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dia1l8 | Dia
Determinacion Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
50 A 50 B 50 C 50 D 50 E 50 F 50 G | Fig.
Evaluacion
_ 50
Morfolégica H
Caracteristicas Macroscopicas
Tasa de

crecimiento 2.1cm 23cm | 27cm | 35cm | 39cm |45cm |56cm | 6.7

cm

Caracteristicas | Colonias con centro | Colonias puntiformes, radiales formacion de
de las colonias | puntiforme, radiales | 8 a 9 anillos.

formacion de 6 a 7anillos.

Borde Regular
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Textura Pulverulenta
Coloracion | Blanco cremoso, beige claro, verde claro, naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia
sectores
Caracteristicas Microscépicas
Evaluacion
morfoldgica Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dia18 | Dia
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
55 A 55 B 55 C 55D 55 E 56 F 55 G Fig.
55H
Dias de

esporulacion

Escasa, esporas inmaduras.

Abundante, esporas maduras.

Formade

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.6.
2.4
Eval
uaci
on
Morf
olég
ica
Mac
rosc
opic
a
Mx3

E-/  i6n morfolégica Mx3-7

C \°19 Evaluacion morfoldgica de M. roreri Mx3-7
N
Dia
Determinacién Dia3 | Dia5 Dia 7 Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dial8 | Dia
Evaluacion Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
i 51 A 51 B 51C 51D 51 E 51 F 51 G Fig.
Morfolégica
51 H
Caracteristicas Macroscopicas
Tasa de 5.9

crecimiento 19cm | 34cm | 45cm 49cm | 52cm | 55cm | 5.7cm | cm

Caracteristicas | Colonias con centro | Colonias de 9 a 18 dias colonias

de las colonias | pyntiforme, radiales | puntiformes, radiales formacién de 7 a 8

formacién de 6 a 7 anillos, anillos.
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Borde Regular
Textura Pulverulenta
Coloracion Blanco cremoso, beige claro, verde, café, naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia Presencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion
morfolégica Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dial12 | Dia 15 | Dia18 | Dia
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
55 A | 55 B 55C 55 D 55 E | 55 F 55G | Fig.
55
H
Dias de

esporulacion

Escasa, esporas inmaduras.

Abundante, esporas maduras

Forma de

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.6.
2.5
Eval
uaci
on
Morf
olég
ica
Mac
rosc

opic

Mx3

Eve n morfolégica Mx3-8

Cue ’20 Evaluacion morfoldgica de M. roreri Mx3-8

) D|’§|, Dia Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia12 | Dial5 | Dia 18 Dia
eterminacio ) : ) : : .

3 Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
Evaluacion Fig. 52 B 52C 52 D 52 E 52 F 52 G Fig.
Morfolégica | 52 A 52 H

Caracteristicas Macroscépicas

Tasa de
crecimiento 1.6 2.3cm | 29cm 3.8cm | 45cm 55cm | 5.7cm | 6.3

cm cm

Caracteristicas | Colonias con  centro | Colonias puntiformes, radiales formacién de 7

de las colonias | puntiforme, radiales | a 8 anillos
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formaciébn de 4 a 6

anillos,
Borde Regular
Textura Pulverulenta
Coloracién Blanco cremoso, beige, verde musgo, café, | Café claro, beige, café
naranja oscuro, café naranja.
Presencia/
ausencia de Ausencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion
morfolégica | Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia12 | Dia15 | Dia 18 Dia
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 21
55 A 55 B 55 C 55D 55 E 55 F 55 G Fig.
55 H
Dias de
esporulacion | Escasa, esporas inmaduras. Abundante, esporas maduras

Forma de

Globosas

Subglobosas

esporas

Elipticas
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E-9 :i6n morfolégica Mx3-9
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C \I°21 Evaluacion morfolégica de M. roreri Mx3-9
N
_Dia_’ Dia3 | Dia5| Dia7 | Dia9 | Dial2 | Dial1l5 | Dia 18 | Dia21
peterminacion Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig.
53A | 53B 53C 53D 53 E 53 F 53G 53 H
Evaluacion
Morfol6gica Caracteristicas Macroscopicas
Tasa de
crecimiento | 2.3 29 3.7cm |45 59cm | 6.5cm | 6.7cm | 6.9cm
cm cm cm
Caracteristicas | Colonias con centro | colonias puntiformes, radiales formacién de 7
de las colonias | puntiforme, radiales | a 9 anillos
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formacion de 6 a 7

anillos,
Borde Regular Irregular
Textura Pulverulenta
Coloracién Blanco cremoso, café | Beige claro, naranja, verde musgo, café, café
claro, verde claro, beige. | claro.
Presencia/
ausencia de Ausencia Presencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion
morfolégica Dia3 | Dia5 | Dia7 Dia9 | Dial2 | Dial5 | Dia18 | DiaZ21
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig.
55A |55 B | 55C 55D | 55 E 55 F 55 G 55 H
Dias de
esporulacion | Escasa, esporas inmaduras. Abundante. esporas maduras

Forma de

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.6.
2.7
Eval
uaci
on
Morf
olég
ica

Mac

rosc

Eval(ieisn morfolégica Mx3-18
a
Cuadrlgl)l(\§’22 Evaluacion morfologica de M. roreri Mx3-18

) -1&"“ Dia3 | Dia5 Dia 7 Dia9 | Dia12 | Dia15 Dia Dia
eterminasion
Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. Fig. 18 21
Evaluacion 54 A 54 B 54 C 54 D 54 E 54 F Fig. Fig.
Morfologica 54 G | 54 H
Caracteristicas Macroscopicas

Tasa de

crecimiento 19cm | 25 27cm | 3.1 3.9 45cm 5.8 6.5

cm cm cm cm cm

Caracteristicas Colonias con centro | colonias con centro puntiformes, radiales
de las colonias puntiforme, radiales | formacion de 7 a 8 anillos
formacion de 5 a 6

anillos,
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Borde Regular
Textura Pulverulenta
Beige claro, café naranja, café Beige claro, café naranja, café
Coloracion claro. oscuro, café claro, beige.
Presencia/
ausencia de Ausencia
sectores
Caracteristicas Microscopicas
Evaluacion
morfolégica Dia3 | Dia5 Dia 7 Dia 9 Dia Dia 15 Dia Dia
Fig. Fig. Fig. Fig. 12 Fig. 18 21
55A | 55 B | 55 C | 55 D | Fig. 55 F Fig. | Fig.
55 E 55 G | 55 H

Dias de

esporulacion

Escasa, esporas inmaduras

Abundante, esporas maduras

Formade

esporas

Globosas

Subglobosas

Elipticas
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5.6.2.9
Evaluaci
on
morfolég
ica
Microsc
Opica de
Muestre
03
(Represe
ntativa
para las

7colonia

La sgaracterizacion morfolégica (Microscopica y macroscopica) de
Moniliophthora roreri evidencio como las colonias del hongo, con el
transcurso del tiempo cambian tanto en coloracion, textura, tamafo etc. En
cuanto a la esporulacion, esta aumenta conforme a los dias, en el dia 1
practicamente solo pueden observarse hifas, y algunas esporas globosas en los
siguientes dias las esporas globosas aumentan y pueden observarse las
subglobosas, a partir del dia 9 se pueden observar las esporas elipticas.

5.6.2.10 Realizacidn de micro cultivos
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Fig. N°56 Caracterizacion con microcultivos de muestra de muestreo 3.

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de M. roreri.

El propésito de realizar los microcultivos es; que debido al espacio reducido que
tiene la colonia de Moniliophthora roreri, crece de manera uniforme y
compactada; pudiéndose visualizar de mejor forma en el microscopio éptico, las

estructuras microscopicas (esporas e hifas) del hongo.
5.6.2.11 Microscopia Electronica de Barrido

5.6.2.11.1 Esporas Globosas
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Fig. N° 57 Esporas Globosas e hifas de Moniliophthora roreri vistas en
microscopio electrénico de barrido de muestro 3. A (500X), B
(1,500X), C (1,900X) Y D (7,000X)

Las esporas globosas presentan un tamafio aproximado de 4-5 um

5.6.2.11.2 Esporas subglobosas
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Fig. N° 58 Esporas Subglobosas e hifas de Moniliophthora roreri vistas en
microscopio electrénico de barrido de muestro 3.A (1,500X), B
(3,000X), C (5,000X) y D (10,000X)

Las esporas subglobosas presentan un tamafio aproximado de 7-8 pum

5.6.2.11.3 Esporas elipticas
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Fig. N° 59 Esporas Elipticas e hifas de Moniliophthora roreri vistas en
microscopio electrénico de barrido de muestro 3. A (1,500X), B
(2,700X), C (3,000X) y D (10,000X)

Las esporas elipticas presentan un tamafio aproximado de 9-11 pym

En el microscopio electrénico de barrido se aprecia la forma y disposicion de las
esporas, pudiendo observarse caracteristicas ultraestructurales de
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Moniliophthora roreri de forma magnificada; observandose asi caracteristicas
de las esporas como lo son borde, tamafo y superficie de estas; que con el
microscopio optico no es posible visualizar, haciendo asi diferenciacion entre

los diferentes tipos de esporas.
5.7 Protocolo de aislamiento y caracterizacion de M. roreri

Se realizO un protocolo denominado “Protocolo de Aislamiento y
Caracterizacion de Moniliophthora roreri. (Anexo N°1) en donde se
incluyen los pasos estandarizados a seguir para el aislamiento y

caracterizacion de M. roreri de esta forma facilitar su estudio.

5.8 Almacenamiento de cepas de Moniliophthora roreri
Se almacenaron cepas partiendo de los aislamientos de Moniliopthora roreri,
obtenidos durante el procesamiento de las muestras, las cuales se almacenaron

en congelacion para ser utilizados en estudios posteriores.

Para el almacenamiento de cepas de Moniliophthora roreri se realiz6 una
suspension de esporas en caldo V8 (5% glicerol) y caldo BHI (5% glicerol) de la
cual se trasladd6 un mL a tubos estériles los cuales se almacenaron a

temperaturas de -2°C.

Se realiz6 un total de 14 aislamientos y se dejaron 10 crioviales con suspension
de esporas de M. roreri correspondiente a los 10 aislamientos, los aislamientos

restantes se peridiron debido a la contaminacion de hongos ambientales.
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Fig. N°60 Conservacion de cepas de Moniliophthora roreri en
caldo V8 y caldo BHI
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 Conclusiones

En las muestras de cacao que presentan sintomas caracteristicos y
propios de la enfermedad como lo son marchitez, maduracion prematura
y desarrollo de gibas hay mayor posibilidad de aislar M. roreri debido a
que existen otras enfermedades del cacao que pueden faciimente

confundirse con sintomas de monilia causando un aislamiento erréneo.

El uso de solucion de Gentamicina sulfato permitié inhibir la flora
acompafnante del fruto de cacao y realizar el aislamiento de monilia,
debido que esta inhibe los hongos que pueden antagonizar el
crecimiento de Moniliophthora roreri, el aumento en la concentraciones
de solucion de Gentamicina sulfato no inhibe el crecimiento de monilia y

si la de otros hongos acompafantes.

Las colonias de Moniliophthora roreri aisladas presentan
caracteristicas macroscoépicas uniformes en todas la cepas y es

conforme con las caracteristicas esperadas de M. roreri

Las colonias de Moniliophthora roreri aisladas presentan
caracteristicas microscopicas uniformes en todas la cepas y es conforme

con las caracteristicas esperadas de M. roreri

La elaboracion del protocolo el cual incluye los pasos para el aislamiento
y la caracterizacion de M. roreri permitira realizar una identificacion con
mayor rapidez, disminuyendo gasto en medios de cultivos tratando de
aislarlo y caracterizarlo, asi se pueden tomar medidas preventivas para

evitar la proliferacion del hongo.
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El uso de microcultivos sirven para observar la disposicion de las hifas y

esporas de Moniliophthora roreri

El uso de Solucion de Gentamicina Sulfato permitid la inhibicion de
hongos acompafiantes del fruto de cacao que interfieren en el

aislamiento de M. roreri.

En frutos de cacao menores de tres meses y con gibas como sintomas
de moniliasis el aislamiento es mas factible debido a que el fruto de
cacao no ha sido infectado por hongos que antagonizan el crecimiento

de M. roreri

La microscopia electronica de barrido permite ver la ultraestructura de

las esporas e hifas caracteristicas de Moniliophthora roreri.

10.La edad de los frutos es un factor determinante en el aislamiento y

caracterizacion de M. roreri

11.La conservacion de Moniliophthora roreri en crioviales permitira la

preservacion de la cepa para utilizarla en estudios posteriores.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 Recomendaciones

El tratamiento de las muestras debe realizarse en condiciones asépticas
controladas para evitar la contaminacion de las muestras, y el

crecimiento de hongos ambientales interferentes.

Utilizar solucion de Gentamicina Sulfato en concentraciones de
3.2mg/mL a 5.6 mg/mL dependiendo del estado inicial o avanzado de los

sintomas de la enfermedad de la muestra a analizar.

Realizar microcultivos de una colonia purificada de M. roreri para

obtener un crecimiento especifico y representativo del hongo.

Utilizar la microscopia electronica de barrido para la caracterizacion de

nuevas cepas de hongo.

Utilizar en futuras investigaciones técnicas de identificacibn molecular
para realizar una caracterizacién profunda y determinar si es una la cepa

o cepas de M. roreri aislado en esta investigacion.

Identificar los focos de infeccion de Moniliasis y realizar destruccion del
cacao que se encuentren infectados con la enfermedad para evitar la

proliferacion a cultivos o parcelas de otras especies vegetales.

Hacer uso de Protocolo de aislamiento y caracterizacion para fututas

investigaciones.

Incentivar al personal del cultivar San José del Real de La carrera para

reforzar acciones de mantenimiento del cacaotal y asi evitar la
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propagacion de enfermedades del cacao con el fin de disminuir pérdidas

econdmicas.

9. Resembrar cepas aisladas para mantener la viabilidad y asi utilizarla en

futuras investigaciones.
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GLOSARIO (26
Aislar: Quim. Separar un elemento o un cuerpo de una combinacion o del
medio en que se halla, generalmente para identificarlo o analizarlo.
Algodonoso:Adj.que tiene el aspecto del algodon o caracteristicas propias de
él.
Aluviales: Son suelos de origen fluvial, poco evolucionados aunque profundos.
Andisoles: Son los suelos que se caracterizan porque han derivado de
materiales volcanicos vitreos y de texturas gruesas.
Antagonista: Adj. Que pugna contra la accién de algo o se opone a ella.
Brote: Es una clasificacion usada en la epidemiologia para referirse a la
aparicion repentina de una enfermedad debida a una infeccion en un lugar
especifico.
Cacaotal: M. Plantacion de cacao
Clase: Es una categoria taxondémica situada entre el filo o division y el orden.
Colectar: Tr. Recaudar
Cultivo: M. Accidn y resultado de cultivar.
Caracterizar: Determinar los rasgos distintivos de manera que se distinga
claramente de las demas.
Dominio: Es la categoria taxondmica mas alta que se da en los sistemas de
clasificacion biologica.
Doliporo: Tipo de septo en el micelio de los basidiomicetos, con forma de barril
y con dos estructuras de reticulo endoplasmico denominadas parentosomas.
Endocarpio: Es la capa mas interior del pericarpio, es decir, la parte
del fruto que rodea a las semillas.
Epidermis: Es la capa mas superficial de la piel que recubre la dermis.
Especie: Es la unidad basica de la clasificacion biologica. Para su
denominacion se utiliza la nomenclatura binomial, es decir, cada especie queda

inequivocamente definida con dos palabras.
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Espora: Designa una célula reproductora generalmente haploide

Exocarpio: Es la parte del pericarpio que suele proteger al resto del fruto del
exterior.

Familia: Es una unidad sistematica y una categoria taxondémica situada entre
el orden y el género

Fitopatégeno: Organismo, en general microorganismo, que
causa enfermedades en las plantas por medio de disturbios en elmetabolismo
celular causado por la secrecién de enzimas, toxinas, fitoreguladores y otras
sustancias y, ademas, por la absorcién de nutrientes de la célula para su propio
crecimiento.

Floracion: Es el periodo de florescencia de las plantas con flores;
estrictamente, es el tiempo de expansion de una flor hasta que esta
completamente desarrollada y en estado funcional, durante el cual ocurre el
proceso de polinizacion.

Fructificacion: Intr. Dar fruto los arboles y otras plantas.

Género: Es una categoria taxondmica que se ubica entre la familia y la especie;
asi, un género es un grupo de organismos que a su vez puede dividirse en
varias especies.

Germinacion: Es el proceso mediante el cual una semilla se desarrolla
estimuladamente hasta convertirse en una planta.

Giba: f. joroba.

Hifa: son elementos filamentosos cilindricos caracteristicos de la mayoria de
los hongos que conforman su estructura vegetativa.

Infeccion: Es un término clinico que indica la contaminacién, con respuesta
inmunoldgicay dafo estructural de un hospedero, causada por
un microorganismo patogeno.

In6culo: Suspension de microorganismos que se transfieren a un ser vivo o a
un medio de cultivo a través de la inoculacion.

Intracelular: adj. Que estéa situado u ocurre dentro de una célula o células.
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Latitud: Distancia angular que hay desde un punto de la superficie de la Tierra
hasta el paralelo del ecuador; se mide en grados, minutos y segundos sobre los
meridianos.

Longitud: Dimensién maxima de un cuerpo o figura plana.

Meioespora: Son esporas dan lugar a una forma haploide (gametofito) en la
gue seforman gametos haploides.

Micelio: Es la masa de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo.
Microscopia: Es el conjunto de técnicas y métodos destinados a hacer visible
los objetos de estudio que por su pequefiez estan fuera del rango de resolucién
del ojo normal.

Microscopio: Es un instrumento que permite observar objetos que son
demasiado pequefios para ser vistos a simple vista

Moniliasis: Enfermedad del cacao conocida con los nombres de Monilia,
Pudricion acuosa, Helada, Mancha Ceniza o Enfermedad de Quevedo, es
causada por el hongo Monilia (Moniliophthora) roreri E. (C. y P.).

Muestreo: Técnica para la seleccion de una muestra a partir de una poblacién.
Necrosis: Es la muerte patolégica de un conjunto de células o de cualquier
tejido, provocada por un agente nocivo que causa una lesion tan grave que no
se puede reparar o curar.

Ortotropico: De crecimiento vertical.

Parenquima: Es un término histolégico que tiene diferente significado segun los
tejidos estudiados sean animales o vegetales:

Peciolo: Forma diminutiva de pes pedis, pie, tronco de una planta, es el rabillo
gue une la lamina de una hoja a su base foliar o al tallo.

Plagiotropico: De crecimiento lateral.

Poda: Es el proceso de recortar un arbol o arbusto.

Proliferacion: f. Multiplicacién abundante de alguna cosa.

Pudricion: f. Putrefaccion.
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Pulpa: Es un tejido celular vegetal cuyo objeto es mejorar la dispersion de las
semillas.

Pulverulento: adj. En estado de polvo. Sustancia pulverulenta.

Pulvinulo: Son engrosamiento o ensanchamiento en forma de cojinete de la
base de la hoja o del peciolo de las hojas o foliolos de ciertas especies y que,
por variaciones en la turgencia de sus tejidos, puede provocar cambios de
posicion o movimientos de las hojas.

Poro: En botanica, puede referirse a los estomas de las plantas

Reino: Es cada una de las grandes subdivisiones en que se consideran
distribuidos los seres vivos.

Septo: Es una pared que divide de un modo completo o incompleto una
cavidad o estructura en otras mas pequenas.

Susceptible: adj. Capaz de recibir el efecto o acciéon que se indica.

Tincion: Es una técnica auxiliar utilizada en microscopia para mejorar el
contraste en la imagen vista al microscopio. Los colorantes y tinturas son
sustancias que usualmente se utilizan en biologia y medicina para resaltar
estructuras en tejidos biolégicos que van a ser observados con la ayuda de
diferentes tipos de microscopios. Los diferentes colorantes pueden ser
utilizados para aumentar la definiciébn y examinar.

Ultraestructura: Estructura de los organismos que solamente puede ser
observada con un microscopio. Son caracteres ultraestructurales por ejemplo,
los caracteres relacionados con las organelas del interior de la célula o las

diferencias entre flagelos.
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ANEXO N° 1
PROTOCOLO DE AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE Moniliophthora

roreri
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1. Aislamiento del hongo Moniliophthora roreri en frutos de cacaos

sospechosos de enfermedad.

1.1 Coleccién de las muestras
Procedimiento:
— Colectar las muestras en bolsas plasticas estériles.
— Identificarlas con fecha, lugar, nUmero de muestras, niumero de lote,
persona que colecto la muestra.
— Tomar fotografias de las muestras.
— Si las muestras no se utlizan en el momento, conservarlas en

refrigeracién a — 2 °C.

1.2 Desinfeccién de muestra

Materiales y Equipo Reactivos
Mechero bunsen Hipoclorito de sodio
Pinzas estériles Agua estéril

Cuchillo estéril

Procedimiento

— En condiciones estériles
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colocar los frutos de cacao en una solucién de hipoclorito de sodio

2.5% durante 5 min.

— partir las muestras por la mitad con un cuchillo estéril, evitando el
contacto del cuchillo con el interior del cacao.

— tomar con una pinza estéril tres porciones del fruto del cacao de 0.5 cm
que se encuentre enferma.

— desinfectarla con hipoclorito de sodio 2.5% sumergiéndola durante 3
min.

— lavar las porciones sumergiéndolas en agua estéril durante 2 minutos

para eliminar los restos del hipoclorito de sodio.

1.3 Siembra de la muestra

Materiales y Equipo Reactivos
Pinza estéril Agar sabouraud dextrosa
Mechero bunsen Agar papa dextrosa
Asa microbiolégicas Agar V8
Incubadora Gentamicina sulfato

Procedimiento:

-Tomar con un pinza el endocarpio ya desinfectado y colocarlo en placas de

Agar Papa Dextrosa; la segunda porciéon en Agar Sabouraud por ser medios de
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aislamiento de hongos; y la tercera porciébn en Agar V8 con el que se lograra
su esporulacion, cada uno reforzado con 800 uL de Gentamicina Sulfato
(80mg/2mL).

- incubar a 27°C en la oscuridad durante 15 dias.

Luego a los 15 dias del crecimiento obtenido

-repicar en Agar V8 por duplicado para obtener colonias mas puras.
-Incubar a 27°C durante 15 dias en oscuridad.

1.4 Identificacién mediante el microscopio 6ptico

Materiales y Equipo Reactivos

Asa de siembra Azul de lactofenol
Mechero de Bunsen Solucién salina
Cubeta de Tincion Lugol
Portaobjetos Alcohol -acetona
Cubreobjetos Cristal violeta
Microscopio 6ptico Agua

Realizar dos tipos de tinciones:
— Tincion de Gram ya que los hongos se tifilen Gram positivos color azul-
violeta, observar al microscopio e identificarlas hifas del hongo, la forma

de las esporas que pueden ser globosas, subglobosas y elipticas, donde
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— también se observara las formas de las esporas es la de mayor

aparicion.
Procedimiento

— Colocar una gota de solucion salina

— Tomar con un asa estéril una fraccion de la colonia de microorganismo y
extender

— Fijar con calor flameando

— Dejar secar

— Agregar cristal violeta al frotis y esperar por un minuto

— Agregar lugol y esperar por un minuto

— Lavar con alcohol cetona

— Agregar safranina, esperar un minuto

— Lavar con agua

Tincién con Azul de Lactofenol para observar al microscopio esporas e hifas
color azul, del hongo Moniliophthora spp. De las muestras de cacao que se
aislaran en los diferentes medios.
Procedimiento

— Colocar una gota de solucion salina

— Con un asa estéril tomar una fraccion o colonia del microorganismo y

extender

— Fijar con calor y flamear

— Dejar secar

— Agregar un a gota de azul de lactofenol

— Cubrir con un cubreobjetos
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— Observar al microscopio

2. Caracterizacion morfoldgica de los aislamientos de Moniliopthora

roreri ue
Materiales y Equipo Reactivos
Pie de rey Agar V8
Portaobjetos Agua estéril
Cubreobjetos Azul de lactofenol
V de vidrio

Placas Petri de vidrio
Asa bacteriol6gica en punta
Microscopio 6ptico

Papel Parafilm

2.1 Evaluacién Morfologica
Evaluacion Morfolégica a partir de los aislamientos obtenidos de

Moniliophthora roreri observar los parametros siguientes:

Caracteristicas Microscopicas.
— Caracteristicas de las colonias como:

Mediante observacion visual anotar los siguientes parametros:
— Borde: Irregular, regular

— Textura: Algodonosa, pulverulenta
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— Coloracion anotar las coloraciones presentadas por las colonias

— Presencia/ausencia de sectores ausencia, presencia, los cuales
indican la edad de la colonia.
— Crecimiento/tamano de las colonias, realizar la medicién de la colonia

del hongo haciendo uso de un pie de rey y anotar diametro.

Caracteristicas Microscoépicas

Realizar tinciones de los aislamientos obtenidos, observar al microscopio

y anotar caracteristicas de las esporas presentes:

- Esporulacion observar al microscopio si es Escasa 0 abundante, y sin
son esporas maduras o inmaduras
- Forma de esporas observar al microscopio si las colonias son Globosas,

subglobosas, elipticas

2.2 Caracterizacién con micro cultivos

Materiales y Equipo Reactivos

Porta objeto Agar v8

Cubre objeto Agua estéril

Placa de Petri de vidrio Azul de lactofenol
Varillas de vidrio en v Tetroxido de osmio

Parafilm Acetona
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Microscopio
Asa microbiologica

Pinzas

Procedimiento

Agua desmineralizada

Esterilizar en autoclave el material (portaobjetos, cubreobjetos, V de
vidrio, agua destilada y medio de cultivo)

Introducir la barra de vidrio en la placa de vidrio

Colocar el portaobjetos sobre la barra de vidrio

Cortar un cuadro de 5 mm de agar V8 y colocarlo sobre el portaobjetos.
Tomar con un asa estéril un fragmento de micelio del hongo aislado y
purificado e inocular en los cuatro extremos de agar V8.

Colocar el cubreobjetos sobre el medio de cultivo inoculado.

Afadir 1 ml de agua destilada estéril en la placa, para crear un ambiente
hamedo.

Cerrar la placa y sellar con parafilm e incubar 7 dias a 25°C en la
oscuridad.

A los 15 dias de crecimiento:

Retirar el cubreobjetos con crecimiento

Colocar una gota de lactofenol sobre un portaobjetos limpio

Flamear las pinzas

Colocar el cubreobjetos con crecimiento sobre el portaobjetos y esperar
unos instantes para que actue el Lactofenol

Observar al microscopio con el objetivo “seco fuerte” (x40)
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Observar e identificar visualmente las conidios e hifas de Moniliophthora
roreri, observar la forma y el tipo de las esporas de las muestras de cacao que

se aislaron.

2.3 Determinaciones por Microscopia Electrénica de Barrido g

Materiales y Equipo Reactivos

Vasos de precipitado de 100 mL Etanol puro.

Goteros Solucion de buffer fosfato.

Probetas Fijador Karnovsky.

Varillas de vidrio Tetroxido de osmio

Cuchillas Acetona

Estufa Agua desmineralizada.

Microscopio electrénico de barrido Soluciones de hidroalcohdlicas al 90%,

70%, 50% y 30%.
Soluciones de etanol-acetona (3:1),
(1:D) y(1:3)

Procedimiento:

Procesamiento para Muestras de Monilia.

— Cortar segmentos de 5 x 5 mm de medio con el espécimen a observar y
colocar en frascos de vidrio con boca ancha que permitan la entrada de
micro pipetas y pinzas. Rotular los frascos debidamente.

— Adicionar solucién de fijador karnovsky en cantidad suficiente que cubra

la muestra y guardar en refrigeracion.
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Partiendo de Muestras en Solucion Karnovsky en Refrigeracion durante 24

horas.

— Realizar dos lavados en Buffer Cacodilato 0.1 M pH 7.4 de 10 minutos a
temperatura ambiente.

— Realizar la post fijacion en tetroxido de osmio 1% durante 3 horas a
temperatura ambiente. En una hora no se habia infiltrado toda la
muestra.

— Realizar dos lavados en Buffer Cacodilato 0.1 M pH 7.4 de 10 minutos a
temperatura ambiente.

— Realizar deshidratacion en soluciones de etanol durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

a. Alcohol 30%
b. Alcohol 50%
c. Alcohol 70%

— Guardar las muestras en refrigeracion para seguir al siguiente dia.

— Realizar deshidratacion en soluciones de etanol durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

a. Alcohol 90%
b. Alcohol 100%
c. Alcohol 100%

— Realizar deshidratacion en soluciones de etanol-HMDS

(Hexametildisilazano) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
a. Alcohol-HMDS 3:1
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b. Alcohol-HMDS 2:2
c. Alcohol-HMDS 1:3
d. HMDS puro

— Guardar las muestras en desecador y dejar secar.

Partiendo de Muestras secadas en HMDS.

Montar las muestras en porta muestras cilindricas de cobre que estén

limpios y rotulados. No tocar los cilindros con las manos.

— Colocar cinta adhesiva doble de carbon en un porta muestra cilindrico.

— Con una pinza tomar la muestra y pegar partes de ella en la cinta
adhesiva.

— Colocar las muestras en el recubridor catédico y encender el equipo y
esperar a que se alcance una presién de vacio no menor a 102 mbar.

— Realizar el recubrimiento usando argén en estado plasméatico para

recubrir las muestras con una pelicula de oro.

Observacion en el Microscopio Electronico partiendo de muestras recubiertas

en oro.

3.3 Conservacion de Cepas de M. roreri
Proporcionado para el centro de investigacion y desarrollo en salud
CENSALUD, segundo nivel.

Materiales y Equipo Reactivos
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Tubos de rosca Glicerol 2%
crio viales BHI
Pipeta graduada Caldo V8.

Asa microbiologica

Procedimiento:

Para la conservacion de cepas de Moniliophthora roreri

-Realizar una suspension de esporas en tubos de caldo V8 con 5% glicerol y

caldo BHI con 5% glicerol.

-Colocar 1 ml de la suspensién crio viales.

-Almacenarlos a temperaturas de -30
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Esquemas de Procedimientos
1. Aislamiento del hongo Moniliophthora roreri en frutos de cacaos
sospechosos de enfermedad.

1.1 Coleccién de las muestras

Identificacion de la Muestra

Localizacién

- GPS. N W

Fecha de Recoleccién

Persona que colecto la muestra

¥

Conservarlas en
refrigeracion a — 2 °C
para su uso posterior.

Fig. N°107 Esquema de coleccion de muestras
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1.2

Desinfeccién de las muestras

/
5 min \
-

=
ﬁE@U

B B
="

Partir las muestras

Fruto de
cacao

Tomar tres porciones de

Hipoclorito de por la mitad 0.5 cm del endocarpio de
sodio 2.5% la muestra del fruto del
cacao
F’ F)
] e
mp@n — L
-

Lavar las porciones
de endocarpio
sumergiéndolas en
agua estéril
durante 2 minutos

Desinfectarla con
hipoclorito de sodio
2.5%
sumergiéndola
durante 3 min

Fig. N°108 Esquema desinfeccion de muestra
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1.3 Siembra de la muestra

Agar Papa Dextrosa

reforzado con 800 pL
Gentamicina

Porciones de
endocarpio.

- Agar V8 reforzado
H con 800 },lL
Gentamicina

Agar Sabouraud
reforzado con 800 pL
de Gentamicina sulfato

4

Incubar a 25°C en la
oscuridad durante
15 dias

Fig. N°109 Esquema siembra de muestra
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Identificacién por microscopio 6ptico
Tincion Gram

& -

.

R ,»--f/
c— < —
Agregar lugoel o una

solucion de yodo y esperar
por un minutoe

1
/S < i

Agregar cristal
violeta al frotis y
esperar por un
minuto

T T, A
=
Agregar safranina, esperar
un minutoe y lavar con agua Lavar con alcohol- cetona
destilada

/

= => - et

colocar una gota de
solucion salina

con un asa esteril tomar una
fraccion o celonia del
microorganismo y extender

4
- [

O

Dejar secar

fijar con calor
flameandolo

Fig. N°110 Esquema de Tincion de Gram
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Tincion azul lactofenol

O — | & |
colocar una gota de con un asa esteril tomar una

solucion salina fraccion o colonia del
microorganismo y extender

D) -

Dejar secar

4
& (@]

fijar con calor
flameandolo

Loy = ||le]

Agregar una gota de azul Cubrir con un
de lactofenol cubreohjetos

Fig. N°111 Esquema Tincion de Azul de Lactofenol
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2.0 Caracterizacion morfoldgica de los aislamientos de Moniliopthora
roreri

2.1 Evaluaciéon Morfologica

Fig. N°112 Esquema de Evaluacion Morfolégica
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2.2 Caracterizacion con micro cultivos

Introducir la

barra de vidrio

Colocar el portaobjetos
sobre la barra de vidrio

Cortar un cuadro de
5 mm de agar V8 y
colocarlo sobre el
nortanhietns

Tomar con un asa estéril un
fragmento de micelio del
hongo aislado y purificado e
cuatro

inocular en los

extremos de anar V&

a4

- -

Retirar el cubreobjetos con

crecimiento.

Cerrar

Colocar una

sellar con parafiim e

Afadir 1 ml de agua el

la placa y Colocar

destilada estéril en cubreobjetos sobre el

la placa, para crear

gota de lactofenol sobre un incubar 7 dias a medio de cultivo
portaobjetos limpio 25°C en la un ambiente inoculado.
humedo

Flamear las
pinzas

sobre

Colocar
cubreobjetos con

crecimiento

el

Esperar unos

instantes para microscopio.

que actie el

el
Lactofenol...

Fig. N°113 Esquema Preparacion de microcultivos
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%), CENSALUD PROTOCOLO DE AISLAMIENTO Y
A CARACTERIZACION DE Moniliophthora
roreri

Almacenamiento de cepas de M. roreri

« ~

Almacenar a -
2°C

Fig. N°114 Esquema de conservacion de cepa
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ANEXO N° 2
UBICACION DE LA HACIENDA SAN JOSE DE LA CARRERA EN
USULUTAN
N\ o i Nueva 1
hW""o , . Guadalupe
LIS ,’% Chinameca S
Al R i
?:*d" . .~ ElMararquezed 1
ceituno El Cedro g WY }“_“ .
o . \m ocoe it i
Ea. f‘ Conacastal
las ‘ \ )
. . California A |
Tres Calles Sen Agusthn Gu,‘,g €l Volcan ]‘ s Mo}h
El'Castano S/ 5 : San Jorge
Los /° z / ‘
Eucaliptos 5
San Rafael
’ Csﬂe Nueva |
Hacienda La
N E:ew.qu -w‘
ormandia \ “ .
= ﬁ { i
Obrajuelo 3
Puerto \‘ A o
0s Pozos Avalos A~ ) |
[ : Anchila
Pueno Del ‘ it
Triunfo . Uy 3
El Esplrt;u
Santo
El Retiro

Fig. N° 10 Ubicacién de La Hacienda San José del Real La Carrera en

Usulutan.



ANEXO N° 3
FICHA DE IDENTIFICACION DE MUESTRAS

Identificacion de la Muestra

Localizaciéon

GPS. N W

Fecha de Recoleccion

Persona que colecto la muestra

Fig. N° 11 Ficha de identificacion de muestra.
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ANEXO N°4
Reconocimiento de sintomas segun la edad del fruto de los cuales se aislé

M. roreri
Cuadro N° 23 Reconocimiento de sintomas segun la edad del fruto de los cuales se aisld

M. roreri

Maduracién prematura
Marchitez
secamiento

v

Maduracién prematura
Marchitez
secamiento
Pudricion acuosa en el interior

Maduracién prematura
Marchitez
secamiento
Pudricion acuosa en el interior

Maduracién prematura
Marchitez

! MX3-3 secamiento
Pudricion acuosa en el interior
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Cuadro N° 23 Continuacion

Maduracidn prematura
Marchitez

secamiento

Maduracién prematura
Marchitez

secamiento

Pudricion acuosa en el interior
Maduracién prematura

MX3-9

Marchitez

secamiento

Pudricion acuosa en el
interior

Maduracién prematura

Marchitez

secamiento

MX2-22

Felpa blanca
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Cuadro N° 23 Continuacion

Abultamientos

Mancha café

Abultamientos

Mancha café

- MX2-16

A

Abultamientos

—— Mancha café
MX2-19

Puntos aceitosos
Puntos aceitosos verdes
Puntos aceitosos anaranjados

Mancha café

Mancha café con borde irregular

Felpa blanca con desprendimiento
de esporas.
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ANEXO N°5
PREPARACION DE MICROCULTIVOS DE M. roreri PARA LA

IDENTIFICACION.
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ANEXO N° 6
Procesamiento de las muestras para aislar M. roreri

(0]}
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Fig. N° 13 Procesamiento de las muestras para aislar M. roreri. (14

ANEXO N° 7
ESQUEMA DE DESINFECCION Y SIEMBRA DE MUESTRAS PARA EL
AISLAMIENTO DE Moniliophthora roreri
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DESINFECION DE LA MUESTRA

v
= 0
. 100
5 minutos ml 40
frfutot dde cacalow i colocar los frutas en partir las muestras por la mitad, Eesm{e?aréas °°d’? Lavarlas zorc;$n§s
Iniectado con Momia 2 solucign de con un cuchillo esteril y tomar 2'22; 3”0 te ;0 0 icordgna desl i a|2
hipoclorito de sodio ~ una parcion del endocarpio. el e
960, minutos.
SIEMBRA DE LA MUESTRA

\ 4 N

i “( b Agar dextrosa

Jar juge ' i sabouraud

gentamicina \ / y Hentamicing
Agar PD gentamicina

¥

Incubar 25°C durante 15 dias en
oscuridad

Fig. N° 14 Esquema de desinfeccion y siembra de muestras para el aislamiento
de Moniliophthora roreri (14
ANEXO N°8
RANGO DE COLORES PARA EVALUAR A LOS AISLAMIENTOS
MORFOLOGICAMENTE CON RESPECTO AL COLOR DE LAS COLONIAS 4,
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Cuadro N° Rango de colores que pueden presentar colonias caracteristicas a

Moniliophthora roreri

NUMERO DE
COLONIA COLOR
1 cafe claro
2 café claro — blanco
3 café oscuro - cafe claro —
blanco
4 crema- café oscuro - café claro
— blanco
5 café oscuro — blanco
6 café oscuro - crema — blanco
7 crema- café claro- blanco
ANEXO N° 9

ESQUEMA PARA PREPARACION DE TINCION DE GRAM
PREPARACION DE FROTIS



b4

i,
r
r
I

Lo ] =

B -

Colocar una gota de
soluciodn salina

Con un asa estéril tomar una
fraccion o colonia de

microorganismos v extender

(o ]

Deiar secar

o

¥ 4

TINCION /

<
@

Fijar con calor
flameandolo

F

/

Agregar cristal violeta
al frotis y esperar por
un minuto

Agregar safranina, esperar un
minuto y lavar con agua destilada

Fig. N° 14 Esquema de preparacion de tincién de Gram. .,

Agregar lugol o una solucién
de yodo y esperar por un
minuto

U

V4

A7
__f’

!

/

-
P T —
& =

——

Lavar con alcohol-cetona

ANEXO N° 10

ESQUEMA PARA PREPARACION DE TINCION CON AZUL DE

LACTOFENOL
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PREPARACION DEL FROTIS
A

e

—

Colocar una Con un asa estéril tomar una
gota de fraccidn o colonia del
solucién salina microrganismo y extender

—

L ':::_) <: i_'" b‘ - l

Dejar secar

Fijar con calor
flameandolo

TINCION
4

Agregar una gota de azul Cubrir con un

de lactofenol

cubreobieto

Fig. N° 15 Esquema de preparacion de tincion con azul de lactofenol.

ANEXO N°11
FORMA DE LAS ESPORAS EN LOS DIFERENTES AISLAMIENTOS DE M.

roreri.
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Fig. N° 16 Forma de las esporas en los diferentes aislamientos de M. roreri.
(A) Aislamiento, esporas globosas; (B) Aislamiento, esporas subglobosas; (C)

Aislamiento, esporas elipticas. (14

ANEXO N°12
PROCEDIMIENTO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO



Cortar segmentos de 5
x5 mm de medo

colocar en frascos de

vidrio con boca ancha
que permitan la
entrada de micro
pipetasy pinzas.

Adicionar solucién de
karnovsky en cantidad
suficiente que cubra la
muestra y guardar en
refrigeracion

Realizar dos lavados en
Buffer Cacodilato 0.1
M pH 7.4 de 10 min

Realizar la post fijacion
en tetroxido de osmio
1% durante 3 horas a

temperatura
ambiente.

Realizar dos lavados en
Buffer Cacodilato 0.1
M pH 7.4.

A

Partiendo de Muestras secadas en HMDS.

Realizar deshidratacién
con Alcohol 30%,50% y
70% cada 10 min

deshidratar en
soluciones Alcohol
90%, 100%y 100% cada
10 min

deshidratar en
soluciones de etanol-
HMDS durante. dejar
secar

Montar las muestras en
porta muestras cilindricas
de cobre. No tocar los
cilindros con las manos

Colocar las muestras en el
recubridor catddico,
encender el equipo y

esperar a que alcance una

presién de vacio no menor
a 102 mbar.

p

Colocar cinta adhesiva
doble de carbén en un
porta muestra cilindrico. .

Realizar el recubrimiento
usando argon en estado
plasmatico para recubrir las
muestras con una pelicula
de oro..

Con una pinza tomar la
muestra y pegar partes de
ella en la cinta adhesiva

Observacion en el
Microscopio Electronico
partiendo de muestras

recubiertas en oro.

ANEXO N°13

CONSTANCIA DE ENTREGA CEPAS DE M. roreri
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ANEXO N°14
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO ©)
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— Preparacion de medio Agar Dextrosa Sabouraud, reforzado con
Gentamicina 80mg/2mL

Pesar 65 g de medio Agar Dextrosa Sabouraud y disolver en un litro de agua

destilada. Calentar agitando frecuentemente y dejar hervir durante 1 minuto

para disolver completamente los ingredientes. Evitar el sobrecalentamiento.

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. , ajustar el pH 5.6 £ 0.2. Dejar enfriar y

agregar 800uL de Gentamicina Sulfato (80mg/2mL), mezclar bien y colocar

aproximadamente 20 mL en cada una de las placas de Petri.

— Preparacion de medio Agar Papa Dextrosa, reforzado con
Gentamicina

Pesar 39.0 g de agar Papa Dextrosa en polvo, colocarlos en un Erlenmeyer y

agregar 1000 mL de agua mezclar bien hasta homogenizacion luego calentar a

ebulliciébn en un hotplate homogenizando a la vez. Esterilizar 121°C durante 20

minutos. , ajustar con papel PH, el pH a 5.6 + 0.2 Dejar enfriar cuando este frio

agregar 800 uL de Gentamicina Sulfato mezclar bien, y colocar

aproximadamente 20 mL en cada una de las placas de Petri.

— Preparacion de medio Agar V8 MAA, reforzado con Gentamicina
Colocar en un Erlenmeyer 200 mL de Jugo V8 MAA. Agregar 20 g de Maltosa,
1.0 g de asparigina, 10g de extracto de malta, 3 g de carbonato de calcioy 15 g
de agar. Completar 1L con agua destilada, mezclar bien hasta homogenizacion,
calentar a ebullicion en un hotplate. Homogenizar toda la muestra. Esterilizar
121°C durante 20 minutos y dejar enfriar. Luego agregar 800 uL de
Gentamicina Sulfato 80 mg/2mL, mezclando bien y colocar aproximadamente
20 mL en cada una de las placas de Petri.

ANEXO N°15
MATERIALES, EQUIPOS y REACTIVOS



MATERIALES Y EQUIPO
Erlenmeyer de 600mL
Erlenmeyer de 150 mL
Probeta de 100 mL
Probeta de 10 mL
Espatula
Balanza semianalitica
Agitadores
Hot plate
Auto clave

Placas de Petri

REACTIVOS
Agar sabouraud dextrosa
Agar papa dextrosa
Agar V8
Jugo V8
Maltosa
Aspargina
Extracto de malta
Carbonato de Calcio
Agar
Agua

Gentamicina Sulfato

80mg/ml

Tinciones
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Materiales y Equipo
Asa de siembra
Mechero de Bunsen
Cubeta de Tincion
Portaobjetos
Cubreobjetos

Microscopio optico

Reactivos

Azul de lactofenol
Solucion salina
Lugol

Alcohol -acetona
Cristal violeta

agua

Microscopia Electronica de Barrido (i)

Materiales y Equipo

Vasos de precipitado de 100 mL
Goteros

Probetas

Varillas de vidrio

Cuchillas

Estufa

Microscopio electronico de barrido

Reactivos

Etanol puro.

Solucion de buffer fosfato.

Fijador Karnovsky.

Tetroxido de osmio

Acetona

Agua desmineralizada.

Soluciones de hidroalcohdlicas al
90%, 70%, 50% y 30%.

Soluciones de etanol-acetona (3:1),
(1:1) y (2:3)
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