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RESUMEN

A nivel mundial el cacao es una fruta tropical gwan impacto economico, el
Ecuador es uno de los paises que mas aporta aomon un 63% de su
produccion,llegando a ser de esta manera uno sigroductos que genera
grandes divisas y recursos para el Ecuador. Edtiwcces afectado por varias
enfermedades, pero una de las que mayor impactwegoo ha causado es la
moniliasis producido por el honddoniliophthora roreri. Motivo por la cual se
planted la siguiente investigacion “Caracterizaciamorfologica de hongos
fitopatégenos en el del cultivo del cacddhéobroma cacaokn el Sector Los
Laureles del Cantdén La Mana. El mismo que seartca ubicado a una altura
de 586 m.s.n.m con temperatura de 23 C° y humeslatva de 92% con el
objetivo de caracterizar morfologicamente al hofigpatogeno que causa mayor
impacto econémico .Para el desarrollo de esta figaeson se visitd el lugar
donde se tomO muestras de frutos infectados eoacteristicas similares
posteriormente se las etiquetd y se transportoahbratorio. Dentro del
laboratorio se elabor6 el agar un tiempo lapsoree horas, se tomé 3 mm de
tejido enfermo, se desinfectd con una solucion ldeoc2:1, posteriormente el
tejido se inoculé en el medio de cultivo y se selitéon papel parafilm. Para su
incubacion se requiri6 Temperatura de 24 C° ynduad relativa de 70% por un
lapso de tres dias. En conclusion durante el tumsscdel desarrollo de la
investigacion se pudo observar el ciclo biolégiebhongo que durd 72 horas, en
las primaras 24 horas el hongo presentd miceliealer café, a las 48 horas
presento micelio de color blanquecino con conidiidgoy a las 72 horas se pudo
observar conidiéforos con conidios reproductors color gris y a través del
microscopio se pudo identificar las estructuras hdego que contenia: micelio
alargado, conidiéforos de 2@m, conidios hilianos de 9-15m con esporas de
10-35 unidades de forma elipsoidal. Mediante I@ultados obtenidos se pudo
elaborar la guia didactica como un manual de @&stydra posteriores

investigacion.
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ABTRACT

Worldwide cocoa is a tropical fruit with great eocomc impact, Ecuador is a
country that contributes most to the world with 68%its production becoming
thus one of the products generated and resouraesn&or currencies The
equator. Similarly in Ecuador this crop is affectag various diseases, but one
that has caused the greatest economic impact iseday the fungus thrush
((Moniliophthora roreri) it has caused losses 0f9D86 of production. Reason
why this research was conducted in the Los Laur€kston La Mana which is
located at a height of 586 m with T ° of 23 ° C &286 RH .For the development
of this research visit the place where samplesnéécted fruits with similar
characteristics took the etiquiti and subsequetrdypsported to the laboratory
within the laboratory for playback performed addwals:. The agar was prepared a
three-hour time period, it took 3 mm diseased &ssas disinfected with chlorine
solution. 2: 1, then inoculated into tissue cultoredium and sealed with paper
film was required for incubation of T ° 24 ° C wit®% RH for a period three
days. During the course of the investigation it whserved that: the life cycle of
the fungus through the stethoscope as the fungustste containing: elongated
mycelium, conidiophores of 20 microns, 9-15 micrbil@nos conidia spores 10-

35 units of ellipsoidal shape.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, el cacao se caracteriza porwar de los productos mas
importantes cultivados en todo el pais, es umymit indispensable para la
alimentacion humana, y gran parte es utilizadopeacesos agroindustriales en

casi todas las regiones del pais , por lo es ed@mocomo la “pepa de oro “.

De la misma manera en el Ecuador son varias nesmnedades que atacan al
cultivo del cacadTheobroma cacaoy una de las que presentan mayor impacto
econdémico que causa grandes bajas y pérdidas,déu 90%, es la moniliasis
causada por el hongddoniliophtora roreri (ARTICA ,2008).

Esta enfermedad fue estudiada por el cientific®.JRORER. En 1914 fue
detectada en la region de Quevedo en Ecuador,egiortambién es conocida
como pudricidn acuosa, helada, mancha ceniza ameedad de Quevedo, esta
causado por el hongipniliophthora rorer) el mismo que se ha diseminado
paulatinamente hacia el sur del Pert al noréss @teas productoras de cacao en
Colombia hasta las embocaduras del Amazonas luegotoda la zona
latinoamericana. (J.BRAUDEAU, 2008).

La severidad del ataque de esta enfermedad degderds condiciones climaticas
o0 microclimas de cada una de las regiones estanesdfad es tan severa que
pasa a formar uno de los factores limitantes calmssagrandes pérdidas

econémicas con tan solo afectar a las mazorc&TI@A ,2008).

Se dice que en Ecuador y Colombia esta enfermedad a la produccion de un

16-80% con un promedio que varian de 20 al 22%.

Los sintomas de esta enfermedad se presentan eomaduracion prematura
marchitez y secamiento de los frutos dando comolteslos grandes pérdidas

econdmicas para las familias ecuatorianas.
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JUSTIFICACION

El Ecuador se caracteriza por ser uno de l@epaon mayor produccién del
cacao, ya que este es un producto indispensatdelgaalimentacion humana, y
gran parte es utilizado en procesos agroindiesrin casi todas las regiones del

pais, por lo es conocida como la “Pepa de oro “.

En ecuador la superficie cultivada de cafBoeobroma cacaogs de 500.000
hectareas, su produccion se va incrementandosedadabgue existe una mayor
demanda con el paso del tiempo Ecuador es el pextiuctor de este grano en el
mundo. Manabi es la tercera provincia en producdom el 60 %. En Cotopaxi
se cultiva en La Mana, El Coraz6n y San Miguedbido a que los suelos de
esta zona son en su mayor parte de origen volcamiao precipitaciones
promedio de 2 000 mm anuales, concentrados erriedpeluvioso de diciembre
a abril, en tanto que el periodo seco correspondesameses de junio a
noviembre. Se estima que en total existen 80 O@Chteas de plantaciones de

edad avanzada.

Pero sin duda esta produccion ha sido disminumtalg presencia de varias
enfermedades, la moniliasis es causada por el hdwgeiliophthora roreri)que
ha causado mayor dafio convirtiéndose en un faotdgahte para la produccion.

Con los siguientes antecedentes obtenidos se dletacipresencia de este
fitopatdgeno que impide una mayor productividadiveopor el cual se propone
la siguiente investigacion “Caracterizacion morfpd@ del hongo fitopatdgeno de
mayor pérdida econémica en el cultivo del ca@@weobroma cacao)el mismo
que pretende brindar una base de informacion qwe&el agricultor para tomar
decisiones oportunas y tener un guia para el dodér@enfermedades producidas
por hongo fitopatdgeno mediante el reconocimierdod signos, sintomas y el

ciclo de vida del patégeno, el cual permitira redlas costos e incrementar la

produccion , para obtener un producto de mejolidadly aumentar ingresos
econdmicos de los agricultores de la zona .Loslteskas de la investigacion

también serviran para elaborar una guia didactara gl control del hongo

fitopatégeno y coadyuvar a la realizacion de platesnanejo de enfermedad en
el Sector Los Laureles.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfolégicamente el hongo fitopat@ggoe causa mayor impacto
econémico en la produccion del cultivo del cacBmepbroma cacaofector Los
Laureles, Canton La Man& Cotopaxi. 2015

OBJETIVO ESPECIFICOS

» Determinar el hongo fitopatdgeno de mayor impaottagroduccion del
cultivo del cacagTheobroma cacao).

» Identificar signos y sintomas del hongo fitopat@edel cacao
(Theobroma cacag@n campo.

» Caracterizar macro y microestructuras del patégeno.

» Describir el ciclo de vida del patégeno en condiemde laboratorio.

» Elaborar una guia didactica de la caracterizaciérfatbgica del hongo

en estudio



PREGUNTA DIRECTRIZ

¢, Se podra caracterizar morfolégicamente el hoitgpdtdgeno que causa mayor

impacto econdémico en el cultivo del cacidbdobroma cacg@



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1. EL CULTIVO DEL CACAO ( Theobroma cacao)

El cacao es una fruta tropical, sus cultivos seiemitan mayormente en el
Litoral y en la Amazonia. Es un arbol con floregyefias que se observan en las
ramas y producen una mazorca que contiene grabaertos de una pulpa rica en
azucar. La produccion de cacao se concentra paimegnte en las provincias de
Los Rios, Guayas, Manabi y Sucumbios. En el paisl§ean dos tipos de cacao:
el Cacao CCN-51 y el denominado Cacao NacionaurE€acao Fino de Aroma
conocido como 'Arriba’, desde la época colonialador es el pais con la mayor
participacion en este segmento del mercado mufuiab3% de acuerdo con las
estadisticas de Pro Ecuador. Otro dato muy imper@sique en el 2011, Ecuador
recibié el premio como "mejor cacao por su calidead" y "mejor grano de cacao
por regién geogréfica” en Saldén du Chocolat effisPBrancia. (LIDERES ,2013).

La evolucién del cultivo en la costa ecuatorig®egun fuentes histdricas,
desde principios de 1600 ya habian pequefias piaméscde cacao a orillas del
rio Guayas y se expandieron a orillas de sus a#gexl Daule y el Babahoyo, rios
arriba, lo cual origind el nombre de cacao "Artiea el mercado internacional,
gue va ligado a su denominacion de origen. La g@adeque da origen a este
cacao se denomina nacional y botanicamente pedeaetos denominados
forasteros amazonicos. La variedad nacional, ptodaicdel cacao arriba y
reconocido mundialmente por su aroma floral, eslyecmo exclusivamente por
Ecuador. (ECUACOCOA, 2010).



El cacao ecuatoriano tiene una gran importancian@mica en lo que se
refiere al comercio nacional e internacional pogue se le denomina ' la pepa
de oro', como se conoce también al cacao ecuatoréatisten dos entidades de
apoyo a los exportadores, una de iniciativa es(Rr@Ecuador) y una de gestion
privada (Anecacao). ProEcuador es el Instituto menBcion de Exportaciones e
Inversiones, parte del Ministerio de Comercio Hrterencargado de ejecutar las
politicas y normas de promocién de exportaciones/ersiones del pais, con el
fin de promover la oferta de productos tradiciosale no tradicionales, los
mercados y los actores del Ecuador. Segun susisigtad el 60% de la
produccion nacional es adquirida en los mercaddssteedos Unidos de América,
México y Holanda. Actualmente el precio de una l@de de cacao en el mercado
internacional esta en alrededor de USD 3 000. (RB& ,2013).

De esta manera el cacao llega a ser el prinpmpducto generador de
divisas y recursos, fue aquel que permitio laci@ de los primeros bancos del
pais y fue también el soporte para el manejo polifieconémico de los grupos
gobernantes de turno. La produccion de las hacserda cacao se hacia
contratando mano de obra barata y explotada, comegeprovenientes de la costa
y de la sierra. (ECUACOCOA, 2010).



1.1.1. Clasificacion Botanica

Arbol de tamafio mediano (5-8 m) aunque puede araituras de hasta
20 m cuando crece libremente bajo sombra intensa.c@ona es densa,
redondeada y con un diametro de 7 a 9 m. Trondo re se puede desarrollar
en formas muy variadas, segun las condiciones anatés (ARTICA ,2008).

CUADRO 1: CLASIFICACION TAXONOMICA DEL CACAO

Division Magnoliopitas
Clase Magnoliopsidas
Sub clase Byttneriacea
Orden Malvales
Familia Esterculiaceas
Genero Theobroma
Especie Cacao

Segun (ARTICA ,2008).

1.1.2. ENFERMEDADES EN EL CULTIVO DEL CACAO

Segun estudios realizados por el Instituto NacioAatonomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), el problepreoritario que afecta a la
produccion del cacao es la enfermedad de la msisilgzasando a ser uno de los
factores que causa mayores pérdidas econémicas ridestun 80% total de su
produccion. (INIAP, 2009).



1.1.2.1 La moniliasis del cacao

También conocida como Pudricion acuosa, Helada,chwrCeniza o
Enfermedad de Quevedo, esta causada por el hongdiaM@oniliophthora
roreri.).La enfermedad ataca solamente los frudscdcao y se considera que
constituye uno de los factores limitantes de maygortancia en la produccion
de esa planta. Puede provocar pérdidas que osmia un 16 y 80% de la
plantacion. La severidad del ataque de la Mon#gidassegun la zona y época del
afo, de acuerdo con las condiciones del clima. &pgamente las temperaturas

altas son mas favorables para la diseminacion Metdlia. (ARTICA ,2008).

TABLA 2 Clasificacion taxonémica de la moniliasigMoniliophthora roreri)

Reino Fungi

Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Familia Marasmiaceae
Genero Moniliophthora
Especie M.roreri

Fuente:(Samson & Benny, 1978)

1.1.2.2 Caracteristicas morfoldgicas del hong®oniliophthora roreri).
a) Micelio

El hongo presenta al menos tres tipos de micedintrd de las mazorcas las hifas
(2 a 3 um de ancho), son sinuosas, ramificadascelimente intercelulares. A
partir de estas forma “hifas efectivas” de 1 an2, con las cuales penetra a las
células. Externamente, las hifas son ligeramente gndesas, 4-bm de ancho,
levemente comprimidas en las septas. En tejidorenepo de maceracion, se
presenta un micelio parecido al anterior pero deed®s gruesas, vacuolado,
forma irregular y con hinchamiento que asemejamiclesporas en formacion

(Suérez y Delgado, 1993). M. roreri sale de la digie de las mazorcas por



aperturas naturales (estomas) o heridas, formandanasa compacta de hifas o
psedomonas (Suarez y Delgado, 1993).

b) Conidiéforos

Los conidi6foros de (M. roreri) son hialinos, simplo ramificados; poco

diferenciados de las hifas vegetativas frecuentémnam erectos, bifurcados en su
parte distal y con una ligera constriccion en lata€ue lo separa del resto de la
hifa de origen (Ram et al., 2004). Se forman esreeinte en el frente de avance

de la colonia; miden de 9-12 a30-5@ de largo. (Suérez y Delgado, 1993).

c) Conidios

Son de forma globosa hasta elipsoide. Se tradeceradenas de longitud
variable, desde 2 6 3 conidias, hasta 35 o masm&duracion se produce,
aparentemente de forma bisipeta. Las conidias gsvertde reciente separacion de
la cadena presentan vestigios de la pared celelarigen miden 7-10,9-1dm

en tejidos de mazorcas momificadas y en cultiveys se observa la formacion

de clamidosporas (Suarez y Delgado, 1993).

1.1.2.3 Epidemiologia

Estudios realizados recientemente en Ecuador gladasarrollo de M.
roreri requiere una correlacién de lluvias y uhamedad relativa mayor a 80% y

una temperatura de 25-28 C°. (Suarez y Delgadif)19



1.1.2.4 Proceso de infeccion y sintomatologia

M. roreri es un hongo hemibiotrofico que forma gukaridades en el
micelio intracelular. El proceso de infeccion emzpieuando los conidios de M.
roreri llegan a la superficie de las mazorcas. gdrminan y penetran la mazorca
directamente desde la epidermis, causando daf@®asten las primeras etapas
de la enfermedad. Sintomas externos como pequedidss poscuras en la
superficie de las mazorcas pueden ser vistas desigu€0 a 80 dias de infeccion;
ademds, las mazorcas infectadas son asintomatickss erimeras etapas de la
infeccidn, que es un factor que no le da la opatadha los humanos para saber si

estan transportando mazorcas infectadas. (ARTIOB8P

Una semana después de la aparicion de lesionesassel caracteristico
polvo blanco de la enfermedad en la superficieadenhazorcas infectadas. La
apariencia polvorienta es debido a la presenciandienes de conidias que
pueden alcanzar a 44 millones por centimetro cdadea una mazorca madura

infectada, esta es capaz de crear 7 mil millonessgeras. (ARTICA ,2008).

1.1.2.5 Ciclo de vida y caracteristicas de la infeidn.

El ciclo de vida es el conjunto de etapas ocurridizsde el momento en
que la espora infecta una mazorca, germina, Cye@enera nuevamente

estructuras infectivas es decir nuevas esporas.(@R]2008).

Para que se inicie la infeccion es necesario quealeorca este hiumeda, la
humedad es la condicion suficiente para que estarnreedad se desarrolle.
(ARTICA ,2008).

Una mazorca esporulada ubicada a unos dos metralfude es capaz de
infectar hasta el 40% de las mazorcas vecinassiaa a 20 metros de distancia.

La infeccion de Monilia ocurre pripalmente en las primeras etapas del

crecimiento de las mazorcas. (ARTICA ,2008).



1.1.2.6 Sintomas

1.-Los pepinos menores de un mes presentan madglia@matura marchitez y

secamiento los frutos de 1 a 3 meses se torndtadbs y deformes.

2.-Las mazorcas infectadas de 2 a 3 meses pmespaonhtos verde oscuro o

deformaciones.

3.-Mazorcas atacadas de mayor de tres meses @esmnitos aceitosos, islas

amarillentas o maduracion.

4.-Luego de los primeros sintomas aparece unahmade color marrén o

chocolate cubierta con una sustancia blanquecina.

5.-Finalmente el color blanco se torna gris coreaegpde ceniza la razon es que la
semilla de la enfermedad se presenta como un pplese desprende facilmente

con el viento o con el movimiento de la fruta.

La primera sefial de la infeccion; es la apariciémpdntos o pequefias manchas de
un color que sugiere una maduracién prematura erontes que aun no han
alcanzado su desarrollo completo. Las mazorcasim@eciones ocultas con
frecuencia presentan tumefacciones. Cuando estamorcas se abren se
encuentran mas o menos podridas en su interiorgc@a mas pesadas que las

mazorcas sanas de igual tamafio. (ARTICA ,2008).

1.1.2.7Control

Cuando la espora o semilla del hongo germinaym®dinas estructuras
llamadas hifas infectivas que se encargan de @eradtfruto la infeccion llega a
los tejidos centrales incluyendo los granos de @wac#nicia el desarrollo de la
necrosis desde la parte interna, finalmente eb festel inico érgano infectado.

Para el combate de la enfermedad se ha recomeladasiguientes practicas:

10



1.-Disminuya los niveles de sombreado en el casjudesste en exceso.
2.-Disminuya los arboles improductivos.

3.-Pode los arboles productivos y sanos para dismso altura, esto facilita el

alcance de frutos enfermos.

4.-Haga drenajes para evitar encharcamientos. (BRT2008).

1.1.2.8. TRATAMIENTO EN LABORATORIO DE LA MONILIASI S DEL
CACAO (Moniliophthoraroreri)

Desinfeccion de las muestras

Las muestras de mazorcas recoleceaampo, se colocaran en fundas
de papel kraft; luego se llevaran al laboratoriadioseran, analizadas segun sus
sintomas y codificadas. Seguidamente se selecéalorigemilla, mucilago, parte
interna sana, parte interna enferma, etc.) y secacdn en hipoclorito de sodio al
10% para su desinfeccion. (DSPACE ESPOL, 2014).

Siembra de las muestras

Las muestras ya desinfectadas se sembraran erPedjaque contendra el
medio de cultivo de Papa Dextrosa Agar (PDA) y AdMutritivo (AN);
posteriormente se colocaran en una incubadora @ APSPACE ESPOL, 2014).
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Seleccion de muestras por el color y textura

De las muestras obtenidas en cada una de las zsepaglegiran
crecimientos del hongo (M. roreri) de acuerdo ackascteristicas morfologicas
diversas que presentan, basada en las observadianes de color y textura de
la colonia, realizando cinco repeticiones por aata (DSPACE ESPOL, 2014).

Forma y tamafio de conidias

La evaluacion de la forma y tamafio de las coniskagealizara a partir de
los microcultivos obtenidos en medio solido V8MA®&bse laminas porta objeto.
El medio de cultivo sera depositado en las lamisasgalizara la inoculacion con
esporas del hongo y posteriormente se colocaramarincubadora a 27° C en
oscuridad. (DSPACE ESPOL, 2014).

El tamafio de conidias de los aislamientos obtsnisl® determinara
midiendo el largo y ancho de 10 conidias escogc@spletamente al azar,
utilizando un micrémetro ocular. La férmula aplieagara determinar el tamafio
real de las conidias en un lente de 40X sera daiesite. (DSPACE ESPOL,
2014).

1.1.3 HONGOS FITOPATOGENOS

(HERRERA Y MAYEA, 1994) Manifiesta que los bi6logasilizan el

término hongo para incluir organismos eucariotiespordégenos, sin clorofila.

Los hongos son pequefios organismos productores sjmras,
generalmente microscopicos, eucarioticos, ramifisag a menudo filamentoso
gue carecen de clorofila y que tienen paredes arelsll que tienen quitina,

celulosa, o ambos componentes. (AGRIOS G, 1999).
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1.1.3.1 Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofila spiereproducen
mediante esporas. Son por lo general filamentoswsilticelulares, con nucleos
que se observan con facilidad. Los filamentos ¢mysin el cuerpo (soma) de los
hongos que se alargan mediante un crecimiento iabgeen pequeiio fragmento
de ellos puede reproducirse un nuevo individuo.RRERA Y MAYEA, 1994).

Las estructuras reproductivas se diferencian desdasaticas y sobre la
base de sus caracteristicas se clasifican los Boh@s estructuras somaticas de
los diversos hongos son muy similares y pocos pusde identificados cuando
no se presentan las estructuras reproductivas. RIEHRA Y MAYEA, 1994).

1.1.3.2 Estructuras somaticas

El talo de los hongos consiste tipicamente en &laiws microscopicos
ramificados hacia todas partes y que se extienolere © dentro del sustrato que
se utiliza como alimento. Estos filamentos se denamhifas. El conjunto de
hifas constituyen el micelio de los hongos. (HERRBERMAYEA, 1994)

Las hifas pueden ser septadas o sin septos (lisasaziticas) este ultimo
tipo de hifa es caracteristico de los hongos iafes y cuando envejecen pueden
formarse septos en varios lugares. Los septosrvanau estructura y pueden ser
simples o complejos. (HERRERA Y MAYEA, 1994).
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El micelio en algunos hongos forma gruesos cordote@sominado
rizomorfos que semejan raices, son resistentes raliciones adversas y
permanecen en estado de letargo hasta que setpresendiciones favorables.
(HERRERA Y MAYEA, 1994)

1.1.3.3 Hongos como patégenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su caghqgi@dra destruir
fisicamente los tejidos de la planta, alterar faofogia vegetal reduciendo el
crecimiento de toda la planta o de 6rganos detewiois, 0 producir toxinas que
afectan tanto a plantas como animales. Algunos dgngonocidos como
biotrofos, pueden crecer y multiplicarse mantend&eddurante todo su ciclo de
vida en la planta huésped, viviendo y obteniendoigntes sin causar la muerte.
Otros son necrotrofos, en una parte de su cicid refquieren una planta huésped
pudiendo crecer sobre tejido muerto o producir leerte celular para absorber los
nutrientes del tejido muerto. (AGRIOS G, 1999).

1.1.3.7 Induccién al desarrollo miceliar

Recomienda utilizar una trozo del hospedante padacir al desarrollo
miceliar aquellos hongos biotrofos para que el boogezca y esporule sobre
medios de cultivos recomendables para hongos quawde poco en el tejido,
tales como hongos de la raiz.
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Este método es el mas usado cuando se quiereatenenongo en cultivo puro.
. Lavar el material enfermo con agua corrientecase

. Seleccionar el tejido vegetal afectado procuramge los trocitos queden

de 0,3 a 0,5 cm de longitud.

. Enjuagar los trocitos en 3 pasos de agua destilsgd secarlos
perfectamente, al secar bien, disminuyen las cantamones pasar 4 a 5
secciones a una caja de Petri con PDA, selle éaamj cinta adhesiva e incube de
20 a 25 °C. (AGRIOS G, 1999).

1.1.3.8 Lavado de tejidos afectados

Partes subterraneas: deben lavarse bajo aguantesren la ayuda de un
cepillo suave. Para casos dificles como de alguiasmicetos patdgenos
sensibles a desinfectantes, se alarga el proceBva@o para eliminar el uso de
desinfectantes. Se colocan porciones de las ri@eadas en un frasco tapado con
una malla o gasa y se deja caer un chorro de amure sste durante dos o mas
horas. (HERRERA, 1994).

Partes aéreas: los 6érganos aéreos son generaldifécites de mojar. Una
sumersion instantanea en alcohol etilico 70% atgastroducir en agua o el uso
de detergente liquido como “Tween” (unas 2-3 ggas litro) generalmente
resuelve el problema. Los tejidos aparentementpidsnno necesitan lavado,

excepto el que se hace durante la desinfecCiorRRHERA, 1994).

1.1.3.11 Identificacion de hongos

Para la identificacion de hongos fitopatogenosezesario la observacion
de sus estructuras somaticas y reproductivas. Miedi técnica de camara
hameda y/o aislamiento es posible inducir la aparicde estas estructuras
producidas y el uso de claves taxondmicas son aecsspara determinar el

género y la especie del hongo patégeno. (HERRER®4)1
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Plasmodio: se refiere al cuerpo o soma vegetatercaldunos hongos
inferiores, el cual esta constituido por una mas#inucleadas, sin pared celular.
Son escasos los hongos fitopatdgenos que poseea segetativo de tipo

plasmodial.

Micelio: la mayoria de los hongos poseen cuerdaméntosos provistos
de pared celular. A los filamentos que constituglecuerpo o soma vegetativo se
les denomina hifas. Al conjunto de hifas se le d@na micelio. Cuando las hifas
no presentan septas, el micelio es denominado it&woc no tabicado y cuando

las presenta el micelio es tabicado.

1.1.5.3 Signos y sintomas de hongos patdégenos epléata

Los sintomas que producen los hongos en sus hadpedson de tipo
local o general y pueden aparecer por separadmgpetantes distintos, en un
mismo hospedante aparecer uno después de otro enisamo en un mMismo
hospedante. En general, los hongos producen umasmedocal o general o la
muerte de los tejidos vegetales que infectan, tigfex e hipoplasia o atrofia de
plantas completas o de sus 6rganos, e hiperplagiecomiento excesivo de ellas
o de algunos de sus 6rganos. (AGRIOS G, 1999).

Segun (AGRIOS G. , Fitopatologia 2 ed, 1999) lastashas necréticos mas

comunes son los siguientes:

. Ahogamiento o secadera: Muerte rapida y colapsopldntulas muy

jovenes que se cultivan en el campo o en el almacig

. Antracnosis: Lesion necrotica que se asemejaadilaera profunda y que

se produce en el tallo, hojas, frutos o floresadeplantas hospedantes.

. Cancro: Herida localizada o lesién necrotica; tecuencia sumida bajo

la superficie del tallo de una planta lefiosa.
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. Decaimiento: Crecimiento deficiente de las plantédas hojas son
pequefas, quebradizas, amarillentas o de color lagoplantas muestran cierto

grado de defoliacion y muerte descendente.

. Manchas foliares: Lesiones localizadas en laashd¢ los hospedantes que

constan de células muertas y colapsadas.

. Muerte descendente: Necrosis generalizada deatagas de las plantas

gue se inicia en sus puntas y avanza hacia su base.
. Pudricion basal del tallo: Desintegracion dedéaeinferior del tallo.

. Pudricion de la raiz: Pudricidon o desintegraaiéntodo el sistema radical
de una planta o parte de él.

. Pudriciones blandas y pudriciones secas: Macaragidesintegracion de

frutos, raices, bulbos, tubérculos y hojas carndedas plantas.

. Sarna: Lesiones que se producen sobre el frojashtubérculos y otros
organos de las plantas hospedantes, por lo corgérainente realzadas o bien

profundas y agrietadas, lo cual les da una apasi@ostrosa.

. Tizon: Coloracion café general y extremadamedigda de las hojas,
ramas, ramitas y 6rganos florales de una plangagdgn como resultado la muerte
de estos 6rganos.

(AGRIOS G, 1999), también manifiesta que los siE®Mue se asocian a la

hipertrofia o hiperplasia y distorsion de los érgmde las plantas incluyen:

. Agallas: Porciones alargadas de las plantas quéopcomun estan llenas
del micelio del hongo.

. Enchinamiento foliar: Deformacion, engrosamientnchinamiento de las
hojas.

. Hernia de las raices: Raices alargadas en foenhasb o mazo.

. Verrugas: Protuberancias en forma de verrugasguérman sobre los

tubérculos y los tallos.
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Ademas (AGRIOS G. , Fitopatologia 2 ed, 1999),d¢adjue de los sintomas que
ya se han mencionado, pueden afiadirse otros gdepsistomas:

. Marchitamiento: Por lo comudn, es un sintoma seéatio generalizado en
el que las hojas o los retofios de las plantas gnestl turgencia y se cuelgan

debido a las alteraciones que sufre el sistemallaste la raiz o del tallo.

. Mildiu: Zonas necroticas o clordticas que apanesabre las hojas, tallo y
frutos de una planta y que por lo comun se cuboenet micelio y los cuerpos

fructiferos del hongo.

. Roya: Muchas lesiones pequefias, por lo comunaller ¢ojizo, que
aparecen sobre las hojas o el tallo de las plantas.

En muchas enfermedades, el patdgeno se desaa@iaduce varias estructuras,
sobre la superficie de su hospedante. Estas as@acique incluyen al micelio,
esporoforos, cuerpos fructiferos y esporas, seldesmina signos vy difieren de
los sintomas, los cuales solo se refieren a laaapmaa que toman las plantas o sus
tejidos cuando han sido infectados. (AGRIOS G, 1999

Por ejemplo, en los mildius, lo que se observa m@yor frecuencia son los
signos representados por las esporas y el credmnieziloso y blancuzco del
micelio del hongo sobre las hojas, frutos o tatlesla planta, mientras que los
sintomas consisten en lesiones necréticas 0 dasdtijue aparecen sobre las

hojas, frutos y tallos, crecimiento deficiente dglanta, etc. (AGRIOS G, 1999).

1.1.5.4 Calidad de la muestra

Este aspecto es de suma importancia puesto quefreomencia las
muestras tomadas no llegan al lugar de destindecoalidad requerida para poder
realizar una labor investigativa eficiente. Al tama muestra enferma no se
deben seleccionar las partes u 6rganos que maaifiesstado avanzado sino
aquellas partes que manifiesten aun un procesestrdllo. (HERRERA M. y.,
1994).
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La conservacion y el almacenamiento de las muekast su llegada al
laboratorio deben tenerse muy en cuenta; parasell@aconseja el empleo de
envases que no acumulen excesiva humedad y ewteprdliferacion de
organismos secundarios, asi como mantener las masiesie ser posible bajo

temperaturas que inhiban el desarrollo de microosgaos.(HERRERA, 1994).

El empleo de técnicas de herborizacion natural demfie en algunas
circunstancias y por algunas enfermedades caugemtaBongos, conservar las
muestras inalterables durante largo tiempo, comarrec en numerosas
enfermedades foliares. (HERRERA, 1994).

1.1.5.5 Recomendaciones para toma de muestras - iskaa vegetal

La muestra debe recogerse en bolsas de plastignaimdebidamente

codificadas y manteniendo la boca de la bolsa @pera evitar putrefacciones.

Si la muestra debe ser enviada por correo, se wrélen papel de
periodico para absorber la humedad de la mismé#a Biuestra es de semillas,
podran recogerse en bolsas de plastico, botesslal @ sobres de papel limpios,

con su correspondiente cédigo de identificaci@dlAP, 2009).

1.1.6.1 Métodos de aislamiento

Para lograr el aislamiento del agente causal de determinada
sintomatologia o enfermedad, en primer lugar, dm destablecer la causa que
origino dichos trastornos, es decir permite llegafiagnosticar la naturaleza del
agente causal. No obstante, es muy comun cuandilizan técnicas o0 métodos
para el aislamiento del agente causal, que mashderganismo sea obtenido.
(AGRIOS G, 1999).
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1.1.6.2 Aislamiento de hongos

El aislamiento de los hongos fitopatbgenos se puedalizar
frecuentemente con cierta facilidad, ya que sobtejido enfermo de una planta
suelen encontrarse solamente las estructuras degamismo causantes, sin la
presencia de otros microorganismos contaminant@®.o®jemplo de este tipo de
situacion puede citarse el caso de los mildius gbarees, que fructifican
profundamente sobre tejidos afectados. Las royag, fguctifican también
abundantemente, son dificiles de aislar in vitin.e®nbargo en la mayoria de los
casos se requiere de métodos especificos de asi@milos cuales dependen
principalmente de la naturaleza del hongo en awesti del sustrato o planta
hospedante en que se desarrollo. Tal es el cada deyoria de los hongos
fitopatdgenos del suelo. El autor antes mencioniadica que en otras ocasiones
numerosos hongos que producen estructuras repoodsickobre el sustrato
natural que parasitan no lo hacen en medios #tds por lo que para su
identificacion hay que prescindir de métodos d&migentos. Un caso particular
son los hongos de la clase Ascomycetes que raranpgatucen sus cuerpos
fructiferos sobre medios artificiales.

El aislamiento de los hongos productores de naicafireo esporégeno
resulta exitoso simplemente transfiriendo directabmesl micelio o masas de
esporas formadas sobre el tejido de la planta,esobr medio determinado.
Cuando el crecimiento del micelio o la formacion efporas no es apreciable
sobre el tejido de la planta hospedante se emplEghica conocida como camara
hameda, que consiste en tomar porciones o peda&dgldo tejido, lavarlo bajo
un chorro de agua corriente durante 10 o 15 mirmeos remover de la superficie
las esporas de otros hongos Yy colocarlos luegee gupel de filtro humedecido
dentro de placas de Petri e incubar dentro desrhneas a temperatura entre 26 y
30 °C. Para el aislamiento de hongos presentes iategor de la planta (haces

vasculares, frutos, tubérculos, etc.)
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Debe procederse a la desinfeccién productos atgssritos, cortar el
tejido con un bisturi o escalpelo estéril y extpaarciones afectadas y colocarlas
o sembrarlas en un medio apropiado que favorezcaresimiento de las

estructuras vegetativas o reproductoras. (AGRIO$9G9).

1.1.6.3 Aspectos a contar en el estudio de los hosgen laboratorio

Los hongos son capaces de crecer en cualquier noedioultivo, sin
embargo para evitar su contaminacion por bactdoagnedios de cultivo deben
presentar altas concentraciones de soluto y bajo pH

1.1.6.4 Medios de cultivos usados en el aislamiertte hongos

(FRENCH & HEBERT, 1980) manifiestan que los meddss cultivo

utilizados habitualmente que se encuentran en elatde son:

. AGAR PAPA DEXTROSA (PDA). Es un medio util paralerar
el aspecto morfolégico y la coloracion de la codonbu alto contenido de
carbohidratos condiciona un mayor crecimiento,etfishento de la esporulacion
que suele retrasarse hasta un mes, las colonigemser atipicas. (ECHANDI,
2001).

Este medio de cultivo se puede preparar con pagiasales o con
el producto comercial deshidratado. Para prepatarmeedio de cultivo es a partir
de papas naturales se procede de la siguiente anaeelavan de 200 a 300
gramos de papas no es necesarios pelarlas, rigsapdrerviras hasta que estén
suaves y exprimirlas a través de tres capas deimdilgada. Reciba el filtrado
en un matraz aflada 20 gr de dextrosa y 20 gr deadg@ a un litro. Esterilice
los medios 20 minutos a 15 libras de presién. Coagldmedio este casi frio
(40°C) viértalo en las cajas Petri Los conidiosnmfados en PDA no son
consistentes en tamafo y forma ademas de que soosntonfiables para

utilizarse con fines de investigacion. (CIAMPI1,02)
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Sin embargo la morfologia de la colonia pigmentaciél medio y rango
de crecimiento. La mayoria de especies de monédimapida son consistentes si el
medio es preparado de una manera consistente,sycef@as provienen de un
inoculo estandar y han sido incubadas bajos cmmdis estandar. (ECHANDI,
2001)

. Estas caracteristicas son utilizadas por lo eggedmo criterio secundario
para la identificacion. En el cultivo de PDA edimdéido por varios investigadores
para el aislamiento de especie presentes. Seaufifira recuperaciéon de hongos
provenientes de las plantas entonces se debe rdducbncentracion de papa
dextrosa entre un 50 a 75% para inhibir el crezma de bacterias. (ECHANDI,
2001)

1.1.8 Estructuras reproductivas

1.1.8.1 Hongos inferiores y pseudohongos

Los hongos inferiores se caracteripmn poseer micelio cenocitico.
Segun su reproduccidon sexual estos hongos puedtangeer a dos diferentes

clases:

Clase: Oomycetes: (Ficomicetes) Esta clase dedsomgpducen oosporas,
las que se originan por la unién de dos gametcratifes, el oogonio y el
anteridio. Estas oosporas son esféricas y de pagmeesa. Estos hongos se
reproducen asexualmente por medio de esporas dagl denominadas
zoosporas. Estas zoosporas se encuentran contemidasierpos fructiferos

denominados zoosporangios.

Clase: Zigomycetes: Esta clase de hongos prodsjparas asexuales no
moviles contenidas en cuerpos fructiferos denonos@&dporangios. Sexualmente

producen esporas denominadas zigosporas.
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1.1.8.2 Hongos superiores

Estructuras representativas de la clase Ascomydededase ascomycetes
se caracteriza por poseer micelio tabicado y priodegporas de origen sexual
denominadas Ascosporas. Estas ascosporas se pratkiteo de sacos llamados
ascas. Las ascas pueden encontrarse en formadlilm@ntenida en cuerpos
fructiferos. Los cuerpos fructiferos pueden ser dis tipos: Apotecios y

Cleistotecios.

Estructuras representativas de lasecl®asidiomycetes: La clase
basidiomycetes se caracteriza por tener miceliocdadb y reproducirse
sexualmente mediante la produccion de basidiopdeasas son producidas
exdgenamente sobre una estructura llamada badids.basidios pueden ser

septados o no.

Estructuras representativas de ksecl Deuteromycetes: Esta clase
incluye a los hongos superiores (micelio tabicad)s que no se les conoce la
reproduccién sexual. En algunos casos por no tepeoduccion sexual, o si la
tienen esta se produce rara vez, o simplementei@arg se le conoce aun. Estos
hongos se reproducen de forma asexual formandeassgenominadas conidios.
Estos conidios pueden producirse en forma libremtrd de cuerpos fructiferos.
Los conidios pueden tener diferentes formas y tasaRueden ser hialinos u
obscuros. Pueden ser unicelulares o multicelulaPeseden estar sueltos o
agrupados en ramilletes o cadenas.
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2.

CAPITULO Il

DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1. Materiales

2.1.1.

2.1.2.

Recursos humanos.

Autor: Ofia Cuyachamin Nancy Jeaneth
Director de Tesis: Ing. Guadalupe Lopez. Mg.
Miembros del tribunal:

Ing. Karina Marin

Ing. Santiago Jiménez

Ing. Luis Benavides

Materiales de campo

Muestras de frutas y semillas del cacao (Thenhkrcacao)
Bisturi

Fundas plasticas

Fundas de papel

Camara digital
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2.1.3.

2.1.4.

Libro de campo
Lapiz

GPS

PH metro

Flas memory

RECURSOS TECNOLOGICOS

EQUIPOS
Céamara de crecimiento o incubadora
Balanza de precision

Estufa de 2 quemadores
Estereoscopio

Refrigeradora
Camara de flujo laminar
Autoclave
Cuenta colonias

Microondas

Desecador con mallas

MATERIALES DEL LABORATORIO
Micro tubos
Goteros de plastico

Papel aluminio
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Pizeta

Marcadores permanentes
Aguja de diseccion

Asa de siembra

Reposeros plasticos con tapa
Cajas Petri

Papel absorbente

Parafilm de laboratorio
Portaobjetos

Cubreobjetos

Vaso de precipitacion de 50-100-500-1000 ml
Erlenmeyer de 500-1000 ml
Tubos de ensayo de 10 ml
Tarrinas de %2 litro trasparente

Tanque de gas

Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho

Pinzas
Bisturi

Tijeras con punta.
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2.1.6. REACTIVOS

. Agua destilada

. Agar

. Dextrosa o sacarosa
. Alcohol antiséptico

2.2 UBICACION DEL ENSAYO

La siguiente investigacion se llevé aa en la provincia de Cotopaxi
Canton La Mana Parroquia La Matriz Sector, Los Ebag mismo que se

encuentra ubicado en la parte sureste del Camstdmana.

CUADRO: 3 COORDENADAS GEOGRAFICAS

Ubicacion ECUADOR
coordenadas 07° 06198°S

98° 892 32" W

altitud 586 msnm
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2.3 CARACTERISTICAS DEL LUGAR

CUADRO: 4 UBICACION POLITICA

Pais Ecuador
Provincia Cotopaxi
Capital Latacunga
Canton La Mana
Altitud 584 m.s. n. m.
Ubicacién Nor-oeste de la provincia de Cotopaxi

Elaboracion: Del investigador

3.2 UBICACION DEL LABORATORIO

El lugar donde se realizé la investigaoddta ubicado en la provincia de

Cotopaxi, cantdn Latacunga en la Avenida Eloy Alfar

CUADRO: 5 UBICACION DEL LABORATORIO

Ubicacion ECUADOR
56° 56 00 “S
Coordenadas 78° 37 00" W
Altitud 2650 msnm
Temperatura 13°C
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2.4. DISENO METODOLOGICO.

2.4.1. Tipo de investigacion.

Investigacion descriptiva

Con esta investigacion se pudo puntualizar los femips que ocasionaron la
presencia de esta enfermedad con las caractesigtieaentadas en la poblacion
del cultivo el mismo que permitié identificar y oggilar informacion acerca de las

caracteristicas morfoldgicas que presenta el hongo

Ademas los resultados que se obtuvieron en estéstigacion seran procesados

para discutir y puntualizar aspectos relevantes.

2.5. Meétodo.

2.5.1.1.Descriptivo y exploratorio

Se visito el lugar de la recolecciée thuestras donde se observo
detenidamente el lugar y el estado del cultivol cdeao (Theobroma cacao)
donde se determind la presencia de la moniliasisn{idphthora roreri).en los
frutos del arbol de cacao el mismo que nos pernsgeccionar muestras

adecuadas para el proceso de la investigacion.
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2.5.1.2.Deductivo.

Para el avance de la investigac®rempled este método porgue nos
permito recopilar la informacion de las carast&réd morfologica que presentan
el Hongo permitiendo Identificar al Hongos fitopgeéno de mayor pérdida

econdémica en el cultivo del cacao (Theobroma gacao

2.6.1.3. Comparativo.

Es un procedimiento donde sdizé una de busqueda sistemética
de similitudes con el objeto de estudiar su pasestentre la identificacion de los
hongos y para encontrar el patbgeno de mayor emidel cultivo y con su

forma de reproduccion.

2.7. TECNICA

Se utilizé la técnica del fichaje cehque se obtuvo informacion en
campo mediante entrevistas al agricultor y atredeeda toma de muestras de
frutos enfermos el mismo que ayudo cumplir la eigtesas propuestas. En
campo Yy en el laboratorio se pudo analizar cofupdidad las caracteristicas de
dicho hongo.

2.8. METODOLOGIA.

2.8.1. Delimitacién del lugar de recoleccién

Las muestras se recolectaron en el iseo®Laureles que esta ubicado en
la parte sureste del cantdén la Mana la misma quienge al norte con el recinto
San Pedro al sur con el recinto san Pablo alaestesl rio San Pablo al oeste

con el cantén Pangua.

30



2.8.2. Diagnostico del cultivo.

Para realizar el diagnostico se sigaisécuencia propuesta por Rubert
Streets (1972).

. Se identificé la planta hospedante: en este @@s@l cacao (Theobroma
cacao)

. Se utilizé informacién propia y del productor.

. Se investigé el mantenimiento del cultivo.

. Se observé los sintomas de la enfermedad aleletah este caso se

observé maduracion prematura el fruto con manchasobbr marron o chocolate

cubierta con una sustancia blanquecina y bayasefieg ya muertas

2.8.4. Toma de muestras.

Para realizar esta actividad se escatjoles de cacao (Theobroma cacao)
con mayor cantidad de frutos que contenian la poisedel hongo de la
moniliasis (Moniliophthora roreri) en diferentesago bioldgico.

Luego cada una de las muestras fueron etiquetaalas lpego estudiarlas en

laboratorio.

2.8.5. Toma de muestras.

El método utilizado para esta actividad por cuotas, el mismo que
consiste escoger un cierto numero de individuas rgiinen unas determinadas
caracteristicas, se eligieron las plantas queeptaban mayor grado de
afectacion.
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2.8.5.1. Procedimiento en la toma de muestras.

Se extrajo frutos afectados utilizanuisturi y tijeras, los materiales
fueron esterilizados con alcohol en cada corte sgierealizd para evitar la
contaminacion de hongo.Luego cada una de las ragdsieron embazadas en
bolsas de papel para disminuir la humedad, segeidEEmse procedioé a colocar
las bolsas en fundas ziplop con su respectiva icadibn posteriormente se

traslado a la hilera para evitar la deshidratad&tas muestras.

2.9 Laboratorio

2.9.1 Aislamiento

Se procedié a tomar frutos con presencia deldgjenfermos posteriormente se
procedié a secar los tejidos con papel absorbgrer dltimo se desinfecto en
una soluciéon 2:1 de cloro, se lavdé dos veces qua alestilada estéril y se
elimind excesos de agua, colocamos el interiourte caja de Petri estéril que
contenga papel filtro esterilizado, este matergaiatio, desinfectado y seco se
coloca en cajas con PDA y/o Jugo v 8 agar solalifiic Se incuba a 22-24 °C
luego se pasoO a observar las caracteristicasrggenta el patdgeno durante los

siguientes 5 dias.

2.9.2 Purificacion

Se cortd puntas de micelio del borde de la caleni crecimiento, mediante la
utilizacién de agujas de diseccion flameadas, posteente esta pequefia porcion
del hongo se depositd cajas de petri con mediaultivo estéril y de esta forma

se obtuvo cultivos puros.
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2.9.3 Inoculacién

La inoculacion del hongo fitopatogenaaalizé en un | medio de cultivo,
bajo condiciones controladas de esterilidad y asepdara esta practica se

esterilizo todos los materiales de uso.

En este proceso se realizé un raspddda parte afectada donde se
encontraba el hongo, luego se procedié a la semdresporas o haustorios en
los medios de cultivos y por ultimo realizamos ciglrre hermético de la caja

Petri con Para film.

2.9.4 Incubaciéon

Para el proceso de incubacion seccéoldos medios de cultivo a una
temperatura de 24 °Cy con el 70% de humedtdiva, durante 7 dias

aproximadamente segun tengamos el desarrollo deitedios del hongo.

2.9.5 Identificacion

Se procedié a realizar un doblez detim de cinta de 4 cm, con el lado
adhesivo hacia fuera y se sostendra con una pwael lado adhesivo se tomé
con mucho cuidado una pequefia muestra de la cottelidaongo a estudiar,
después colocamos una gota de agua destiladaedgiweaobjetos y se procede
a pegar la cinta sobre el portaobjetos para luegolsservado en el microscopio

con un aumento de 40x y 100x.
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Con un asa estéril (0 una aguja decdién), se tom6é una pequefia
muestra del hongo y se colocd en un portaobjetosina gota de agua destilada,
con el mismo asa se extendio el micelio, se colelcéubreobjetos y se procedio a

observar al microscopio de 40x y 100x.

Con la ayuda de un bisturi est&ituadricula el medio de cultivo de la
caja de Petri con PDA en cuadros de aproximadaniecne?, este paso se realizo
en el interior de una campana de flujo laminar graga para trabajar bajo

condiciones asépticas

1. Dentro de la camara de flujo laminar, con ladayde un bisturi estéril,
uno de los cuadros de PDA se transfirio al poretobjque esta en la camara de

microcultivo; este portaobjetos debe de estar seldrédngulo de vidrio.

2. Con la aguja de diseccion estéril o con un astebiologica estéril se lleva

el inoculo a las orillas superiores e inferioreksadadro de PDA.

3. Se coloco el cubre objetos sobre el cuadrold® iRoculado, procurando

gue quede bien centrado.

4. Se agregé 2ml de agua estéril, en el fondadg&mara de microcultivo
para mantener la humedad, sin mojar el area deviesto del hongo. Los pasos
1-5 se llevan a cabo en el interior de una camgarfaujo laminar o en mesas de

trabajo en condiciones asépticas.

5. Se sell6 la caja Petri del microcultivo con afd®ilm y se rotulo.
6. El crecimiento del hongo se detiene cada 24,
7. Se repiten los pasos del 1 al 7 para mas mitnans; y detener su

desarrollo a la 48, 72 y 96 horas. Respectivamente.

2.9.6 Descripcion
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Para esto se utiliz6 el método contpara través de fotos microscopicas

y macroscopicas y el uso de claves taxonémicas

De las cepas aisladas se hizo obsemvasimacroscopicas tales como:
forma de la colonia del hongo, color caracteristebmedio de cultivo, halo de

crecimiento de cada una de las colonias.

Luego se procedid a realizar plagas file cada una de las cepas aisladas
para posteriormente observar las estructuras noigpisas tales como: forma del

conidiosporo, esporangiosporos, forma y tamanasiesporas o conidios.

Para realizacion las placas fijas se procedieedia giguiente manera:

. Se prepararon las cajas petri con las cepasrmgol aislados, una en cada
caja Petri.
. Se tomaron un trozo de cinta masking transpamateeis cm. de largo y

se fijaron en el cuerpo fructifero, tomando damewtnte de la caja Petri, donde se

encuentran las cepas puras.

. Se observaron al microscopio con objetivo decaados y se procedidé a
tomar fotografias microscopicas de las diferensésieturas con una cdmara.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Observacion en Campo

3.1.1 Hongo fitopatégeno de mayor impacto da produccion del
cultivo de cacao Theobroma cacao)

Mediante la visita realizada al canton La Manaegyetiente a la provincia
de Cotopaxi sector Los Laureles se pudo determitarpresencia de la
enfermedad de presentan mayor impacto econdmicel esultivo del cacao
(Theobroma cacao)causando pérdidas desde el 20 a 80% sin conttal es
enfermedad puede llegar a causar perdidas de tebo cultivo.
(ACEPROCACAOL, 2012).

Uno de los mayores problemas que enfrenta el outkel cacao, son los de
caracter fitosanitario, situacion agravada por staso manejo del cultivo
especialmente en los aspectos sanitarios, la inadacseleccion de material
genético y la avanzada edad de los cultivos; aspastos que han favorecido la
mayor incidencia de enfermedades causadas por soagioe los que sobresale la

moniliasis Moniliophthora rorerj).
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Por la cual se estima que el Ecuador pierde mag08eé de la produccion,
que expresada en grano comercial equivale a md®.de0 toneladas y 150
millones de dolares por afio. (ACEPROCACAOL, 2012.)

De la misma manera en el Ecuador son varias riéermeedades que
atacan al cultivo del cacadl{eobroma cacaoy una de las que presentan mayor
impacto econdmico que causa grandes bajas y pérdde un ,16- 90% es la
moniliasis causada por el hondddniliophthora roreri) (ARTICA ,2008).

Imagen N°1 En campo el hon@doniliophthora roreri)

Fuente Directa
aBbrado por: ONA, Nancy, 2015.
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3.2. CUADRO: 6 Signos y sintomas de la enfermedatbniliasis

(Moniliophthora roreri) en el cultivo del cacadTheobroma cacao) en campo

Bibliograficamente

Investigacion realizada
en campo

Imagenes de signos y
sintomas observados en
campo

Segun Artica afirma qu
los pepinos menores (
un mes presenta
maduracion prematura.

Mediante la visita
l@ealizada en campo se
npudo observar pepinos

pequefios con

maduracion prematura

ICA, afirma que Ia
mazorca atacada ¢
mayor a tres mese

presenta frutos aceitos
con islas amarillentas
maduracion.

Frutos aceitosos con
Igpuntos amarillentos con
gnaduracion prematura
DS

0

Artica afirma que luegq
de los primeros sintoma
aparece una mancha
color marrén o chocolat
cubierta con una manch
blanquecina.

color café con presenc
dde una
blanquecina
na

D Frutos con manchas (¢

sustanci

Segun Artica el colo
blanco se torna gris cg
aspecto de ceniza

I Presencia de un polvo

rcolor cenizo en los frutos

Imagen: 5
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3.3 Observacioén en laboratorio

3.3. 1 Macro y microestructuras del hongoMoniliophthora roreri)

La siembra se realizé en 3 cajas Petri de ptaststerilizadas de 9cm
de didmetro los mismos que contenian el medio ttv@uealizados con PDA
papa dextrosa, para ello se coloc6 un disco malcdé 5 mm de didmetro
extraidas del cultivo infectado de una edad ddid3, posteriormente la caja fue
sellado con papel parafinado (parafilm) El tipo réproducciéon realizada es
asexual porque se utilizO muestras extraidasuiesf infectadas del cultivo en
el campo el mismo que fue realizado, en un labdmpor un periodo de 3 dias

con una temperatura de 23 a 24° C.

Tejido infectado del cacao

Agar

Imagen N°6 Repraziéo en laboratorio del honddoniliophthora roreri)
Fuente Directa
Elaborado por: ONAarity, 2015.
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2 cm micelio

Imagenes N° 7 Reproduccion en labomaitdel hongdMoniliophthora roreri)

Fuente Directa
Elaborado por: ONA, Nancy, 2015.

En la imagen N° 7 Se puede observar de como elohdagla monilla
(Moniliophthora roreri) va reproduciéndose en el medio de cultivo realizaxo
agar de papa dextrosa, presentando un crecimienfbain de didmetro de la
colonia a las 24 horas después de haber realizadierhbra, se puede observar
una mancha de color café con poca presencia demigalio de color

blanquecino.
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Conidiéforo 20 pm

Iméagenes N° 8 Reproduceidtaboratorio del hongd/loniliophthora roreri)
Fuente Directa
Elaborado por: ONA, Nan2915.

Mientras que en la imagen N° 8 @oorando con lo dicho ENRIQUEZ,
.G 2004 se puede observar la presencia de cémidgd hialinos de forma
septadas de tamafio 20 um en colonias de crecim@ntpresencia de conidios.

7 cm pigmentacion blanquecino

Iméagenes N °9 Reproduccion en laboratorio del hor{ytoniliophthora roreri)
Fuente Directa
Elaborado por: OfMancy, 2015.
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Posteriormente a las 48 horas mtagenes N° 9 se puede identificar
gue el diametro de la colonidM@niliophthora rorer) crecido 7 cm de diametro,

donde se observé la presencia de una pigmentdeigolor blanquecino.

Conidias

conidi6foros de 9 a 50

Imagenes N° 10 Reproduccién en laboratorio del horflymniliophthora roreri)
Fuente Directa
Elaborado poNA& Nancy, 2015.

En la imagen N° 10 se puede observar conidiéforamos simple o
ramificado, mide 9-5@m de largo con presencia de conidios de formaseidal.

Corroborando lo observado ENRIQUEB04 afirman  que Los
conidioforos de Nloniliophthora roreri) hialinos, simples o ramificados;
frecuentemente no erectos, bifurcados en su pastal dy con una ligera
constriccion en la septa que lo separa del restia défa de origen. Se forman
especialmente en el frente de avance de la colomiden de 9 a 5Qum de

longitud aproximadamente.
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100% con conidias

Imagenes N °1Reproduccion en laboratorio del hor{doniliophthora roreri)
Fuentecbta

Elabaogubr: ONA, Nancy, 2015 Aumento: 400X

Al tercer dia de haber puesto a reproducir alghafMoniliophthora
roreri) en la imagen N° 11 se observo que la pigmentad&oolor blanquecina

se torna gris con aspecto pulvurulento porés@ncia de esporas.

Conidi6foros 9 a 50
N

conidias elipsoidal 2-35 .

Imagenes N°1Reproduccion en laboratorio del hor@oniliophthora roreri)
Fuente Biee
Elaboradw:gONA, Nancy, 2015. Aumento: 400x
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Mientras que en la imagen N° 12 se oliseonidiéforos hialinos simples
y ramificado, con una gran cantidad de conidiasfodma elipsoidal en cadena
de 3 a25 conidias.

Corroborando lo observado ENRIQUEZ)04 afirma, que los
conidioforos son hialinos, simples o ramificados gresencia de Conidias de
forma globosa hasta elipsoide. Se traducen en aaddnlongitud variable, desde
2 0 3 conidias, hasta 35 0 mas. Su maduracion cduge, aparentemente de
forma bisipeta. Las conidias jovenes o de reciessjgaracion de la cadena
presentan vestigios de la pared celular de origen.

Iméagenes N° 1Reproduccion en laboratorio del hordoniliophthora roreri)
Fuente Directa

Elaborado por: ONA, Nancy, 2015.

Aumento: 400X

Culminando el ciclo de vida de hongdMdniliophthora rorer) En
microscopio se observé hifas hialinas septadamigdias catenuladas ovoides dentro y
fuera del conidiéforo.Corroborando lo observaddNREQUEZ, 2004 afirma, lo que en
el microscopio tridimensional se observd, hifadihas septadas y conidias catenuladas
ovoides o redondos presentes en el conidiéforoidizmn de 2-3 hasta 35 o
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Ciclo de vida del

hongo

monilia(Moniliophthoraroreri)

Actividad Tiempo/T® Imagen Observacion Aumento
microscoépicas
Inoculacién En 10 minutos 400X
del hongo de23az24°c
En 24 horas a T[° 400X
Presencia dgde 24 C°
micelio
formacion de A las 48 horas 400X
conidiéforos | g To de 24 C°
conidi6foros | Al tercer dia a 400X

con presenci

de conidias

Auna T° de 24CP
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3.4.1 Descripcion del ciclo de vida del patégeno

La sobrevivencia del patbgeno empieza en los uesidle cosecha (mazorcas
contaminadas). Luego, las conidias son diseminaaiasl viento y la lluvia, ocurriendo
también contaminacion de frutos o mazorcas con llasisi de una plantacién a otra).
Ademas, debido al movimiento producido por las tabade cosecha las esporas se
movilizan en el aire y bajo condiciones propiciashdmedad y temperatura. (Navarro y
Mendoza, 2006).

3.4.2 Epidemiologia

Esta enfermedad ha sido relatada a una altitue énty 1520 m.s.n.m., donde
existe precipitacion fluvial anual de 780 - 5,500 m una temperatura de 18 a 28 °C,
existe una estrecha relacion entre la humedadvalatel movimiento de esporas del
hongo, indicando que la liberacion es realizadeeegit71 y 74% de humedad relativa,
en las condiciones secas, humedad relativa b&mpdratura mayor a 26 °C favorecen
la liberacion y dispersion de las conidias, y lagias intensas y frecuentes favorecen la
presencia de agua libre sobre los frutos, facditanla germinacion.
(ECUACOCOA,2010).
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CONCLUSIONES

Mediante la visita y la observacion realizada sitio de la investigacion, se
pudo identificar al hongo que causa mayor inpacobnomico en el cultivo
del cacao(Theobroma cacaojjue es la Monilia causada por el hongo

(Moniliophthora rorer) .

Mediante la observacion realizada en campo se padstatar que los signos y
sintomas caracteristicos del horigoniliophthora rorerison: muerte total de
bayas pequefas, frutos con manchas de color cafépresencia de una
sustancia de color blanquecina torndndose a uivo gois en la etapa final del
hongo. Presentando similares caracteristicas e nmencionado las citas

bibliograficas mencionadas anteriormente.

En la siembra realizada en el laboratorio mediahteso del cultivo PDA papa
dextrosa se observo el desarrollo del horMoniliophthora roreri con

caracteristica estructural que son: mancha aceilesacolor café, micelio
algodonoso de color blanquecino y en su etapa$maornd a un color cenizo

gris.

Utilizando los equipos de alta tecnologia comosétreoscopio con el lente de
40X se pudo visualizar que las microestructurashdelgo Moniliophthora
roreri presentaron micelio alargados deu2( con la presencide conidioforos
hialinos, simples de 1im, que contienen cadenas de conidios de 2 a 3 ha&sta 3

de forma globosa de 4gm.

En la investigacion realizada en laboratorio sdopabservar que el hongo se
desarrolla normalmente en una temperatura de 22 € .y que su ciclo de

vida se cumplio a los 5 dias después de habézadalel cultivo.
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v" Luego de la investigacion realizada se pudo etabona guia didactica de la
caracterizacion morfolégica del hongo en estudicapaar  conocer
cientificamente toda la estructura que tieneogigb en las diferentes etapas
durante su ciclo biologico. Para poder tratamiizenedad y controlar de mejor

manera.
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RECOMENDACIOHRS

Para identificar detalladamente los signos y siamen un cultivo es
recomendable visitar el lugar y realizar un momitoradecuado de todo el

cultivo para tomar muestras mas infectadas poormegd.

Para poder identificar los signos y sintomas quesemta el hongo es
recomendable tener manuales vy libros con contengiddre los hongos en

estudio.

Para el buen desarrollo del ciclo biolégico de andgo es recomendable utilizar
las condiciones de ambiente en laboratorio alialigjue el de su entorno

natural.

Para obtener y contribuir nuevos conocimientoteratdos se recomienda

elaborar una guia didactica con contenidos clgrdstallados.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Aislamiento: separacion de un patdgeno a partir de un hospegasu cultivo en un

medio nutritivo.

Agar: sustancia de consistencia gelatinosa que seneltie las algas marinas y que se
utiliza para reparar medios de cultivo nutritivos les que se estudia y cultiva a los

microorganismaos.

Cepa progenie de un solo aislamiento en un cultivoopaislado; grupo de aislados

similares; una raza.
Conidio: espora asexual de un hongo formada en el extdenom conidioforo.
Cuerpo fructifero: estructura compleja de los hongos que contiesparas.

Espora: unidad reproductiva de los hongos que constarde alvarias células, es
analoga a la semilla de las plantas verdes

Enfermedad: cualquier mal funcionamiento de las células yltsy del hospedante, que

resulta de la irritacion contindia por un agent®geéico

Esterilizacion: eliminacion de los patégenos y otros organismi®sv del suelo,

recipientes, etc., mediante calor o sustanciasiqagn

Fitopatdbgenos termino que se aplica a los microorganismos quedyten

enfermedades en las plantas.

Hongo: pequefios organismos productores de esporas, affeeate microscopicos,
eucarioticos, ramificados y a menudo filamentosges @carecen de clorofila y que tienen

paredes celulares que contienen quitina, celubambos componentes.
Hifa: ramificacion simple de un micelio.

Hospedante planta que es invadida por un paracito y de lal @ste obtiene sus

nutrientes.

Medio de cultivo: medio nutritivo preparado en el que se cultivaoraorganismos o

células vegetales.

Micelio: hifa 0 masa de hifas que constituyen el somandeugo
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Purificacion: aislamiento y concentracién de particulas virgledorma pura, libre de

los componentes celulares.
Signa patégeno o sus partes o productos que se obssrbag una planta hospedante.

Sintoma reacciones o alteraciones internas y externassgfie@ una planta como

resultado de una enfermedad o factor ambientakyllgua al desarrollo de sintomas
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ANEXO: 1

INTRODUCCION:

En muchos sectores del Ecuador los hongos fitopatigyson los culpables de grandes
pérdidas econdmicas al dafiar los cultivos, el sdaie Laureles del Canton La Mana
no es la excepcion al tener muchos problemas enl@vo de cacao causado por el
hongg Moniliophthora roreri mas conocido en la zona por sus agricultores como
moniliasis, por lo cual en la presente Guia Didé&ctie redactan los pasos mas practicos
para la reproduccion de dicho hongo en condicialeekboratorio, con el objetivo de
aislar, propagar y estudiar el fitopatdbgeno pardep@ futuro recomendar un control

adecuado, teniendo ya muy claro el ciclo de vida,morfologia del patégeno.

FUNDAMENTACION:

El cacao es una fruta tropical, sus cultivos sei@nitan mayormente en el Litoral y en
la Amazonia. Es un arbol con flores pequefias qubservan en las ramas y producen
una mazorca que contiene granos cubiertos de Upa poa en azlcar. La produccién
de cacao se concentra principalmente en las priaginle Los Rios, Guayas, Manabi y
Sucumbios. En el pais se cultivan dos tipos deocaeh Cacao CCN-51 y el
denominado Cacao Nacional. Es un Cacao Fino de @&roomocido como 'Arriba’,
desde la época colonial. Ecuador es el pais comajer participacion en este segmento
del mercado mundial (un 63% de acuerdo con laglistitzas de (Pro Ecuador). Otro
dato muy importante es que en el 2011, Ecuadodbiteei premio como "mejor cacao
por su calidad oral" y "mejor grano de cacao p@ioe geografica" en Salon du
Chocolat en Paris, Francia. (LIDERES ,2013).

La evolucion del cultivo en la costa ecuatoriaBagun fuentes histéricas, desde
principios de 1600 ya habian pequefias plantacidaesicao a orillas del rio Guayas y

se expandieron a orillas de sus afluentes el DauwkBabahoyo, rios arriba, lo cual
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origind el nombre de cacao "Arriba" en el mercaudernacional, que va ligado a su
denominacion de origen. La variedad que da origestecacao se denomina nacional y
botdnicamente pertenece a los denominados forastemwazonicos. La variedad
nacional, productora del cacao arriba y reconogsidadialmente por su aroma floral, es
producido exclusivamente por Ecuador. (ECUACOCORN,(®.

En muchos sectores del Ecuador los hongos fitopatigyson los culpables de grandes
pérdidas econdmicas al dafiar los cultivos, el sdaie Laureles del Canton La Mana
no es la excepcion al tener muchos problemas enl#/o de cacao causado por el
hongg Moniliophthora roreri mas conocido en la zona por sus agricultores como
moniliasis, por lo cual en la presente Guia Didacse redactan los pasos mas practicos
para la reproduccion de dicho hongo en condicialeekaboratorio, con el objetivo de
aislar, propagar y estudiar el fitopatbgeno pardep@ futuro recomendar un control

adecuado, teniendo ya muy claro el ciclo de vida,morfologia del patégeno.

OBJETIVO:

La presente guia didactica sobre la caracterizaadorfologica del hongo
Moniliophthora roreri cuya finalidad es complementar los conocimientémyentar el

autoaprendizaje en el aula.

UBICACION:

Tabla 1. Ubicacion del laboratorio.

Sitio: Salache Bajo
Parroquia: Eloy Alfaro
Cantén: Latacunga
Provincia: Cotopaxi
Coordenadas cuadricula mercator N: 9888.749,37.
utm: E: 764.660,386.
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Altitud:

2757,59 msnm.

Fuente: Autoria pr

BLOQUE |. METODOLOGIA:

Tabla 2. Recoleccion de la muestra en camp@atamiento en laboratorio.

En cultivares de cacao (Theobroma

cacaQ ubicados en el sector Los

Laureles del Cantén la Mana de
Provincia de Cotopaxia una altura de
586 m.s.n.m con T° de 23 C° y HR de 92%,
se tomO muestras de frutos (
presentaban signos y sintomas de €
afectados pormMoniliophthora roreri

Utilizando protocolos de recoleccion
material en campo se recolecto fru
enfermos, luego fueron almacenados
fundas tetrapa@ara ser transportad(
hacia el laboratorio en un rango
tiempo de 4 horas en vehiculo.

En un refrigerador a una temperat
entre 6 y 8°C fueron almacenadas
muestras tomadas en campo en
fundas de tetrapac, esto con la finalig
de que el patdbgeno se mantenga vivo,

la

ue
star

ira
las
las

jad
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Las muestras al etiquetarlas deben estar
bien rotuladas para evitar que |[se
mesclen, tomando en cuenta que| el
tiempo de almacenado no sea mayor|a 8
dias.

Fuente:Autoria propia

Tabla 3. Preparacion del medio de cultivo, papa - destr@gar (PDA),

Primero.- se peso 200 gr. de papa
pelada y se corto en cuadritos, poner en
una olla para cocerlos por 10 minutos
con 500 ml de agua con un pH de 6.5 el
mismo que se bajoon acido citrico|
para evitar la propagacién de bacterias.

Segundo- pasamos por el colador [la
sustancia obtenida para liberarla |de
impurezas, la regresamos a fuego lento
completando con agua lo que se evappro,
procedimos a afadir 15 gr. de agar,|20
gr. de dextrosa y 2 gr. de levadura.

Tercero.- una vez que se obtuvo upa
solucibn homogénea procedimos | a
trasladarla a un Erlenmeyer lo tapamos
bien con papel aluminio para evitar que
se derrame y lo sometemos a 35 min en
el autoclave para esterilizarlo.
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Cuarto.- una vez que obtuvimos gl

medio de cultivo esterilizado procedimos
a ponerlo en cada caja Petri con mucho
cuidado para evitar contaminaciones, fue
necesario esperar de 5 a 10 minutos para

gue se gelatinice.

Fuente: Autoria propia

Tabla 4. Siembra y cultivo del hongo

Las cajas Petri con el medio
cultivo PDA fueron trasladadas a
camara de flujo laminar al igu

gue las muestras para ahi realizar la

siembra, la inoculacion en
camara de flujo laminar es pa3
evitar la contaminacién del med
de cultivo.

a
ra
io

Las cajas Petri ya sembradas
colocamos en la incubadora a U
temperatura de 22°C para que
hongo se propague de manera 1
rapida.

las

na
el

nas

En el transcurso de esta etapal
tuvo que estar pendientes de
muestras observandolas cada di
siendo muy minuciosos con todo
que suceda en las caj:
diferenciando las  colonias ¢
hongos y bacterias .

Fuente: Autoria propia
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Tabla 5. Identificacién y Aislamiento

Se llevoé las cajas Petri a la camara

de

flujo laminar en donde se abrid para
tomar muestras en el porta objetos, la

mejor manera de coger las muestras
con un pedacito de cita adhes
transparente.

fue
va

Observamos al microscopios para poder
diferenciar las estructuras de los
diferentes hongos que se propagarorn en

la caja hasta encontrar a
Moniliophthora roreri utilizando los
lentes de 20x y 100x.

Se diferencia la caja Petri que contenga

Moniliophthora roreri

Preparamos nuevamente medio
cultivo PDA, llevamos a la camara
flujo laminar para volver a sembrar.

de
e

Ya todo en la camara de flujo laminar
obtiene una porcién de micelio y se
siembra en la caja Petri con el medio
cultivo, la llevamos a la incubadora
continuamos con las observaciones.

se
0
de

Fuente: Autoria propia
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Tabla 6. Caracterizacion Morfologica

Como ya tuvimos la caja Petri con
Moniliophthora roreri completamente
libre de contaminacion se pudo coger la
muestra para llevarla al microscopio| y

observarla con los lentes de 20 x y 100x
ya que estos son los de mayor aumento y
pudimos diferenciar de mejor manera sus
estructuras.

Una vez que ya tuvimos enfocado en el
microscopio procedimos a tomar las
fotografias con el programa INFINIT
fue la manera mas adecuada de obtener
fotografia claras.
En las fotografias que obtuvimos |se
procedid a identificar las partes
hongo que pudimos diferenciar y |lo
comparamos con la bibliografia
existente.

Fuente: Autoria propia
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BLOQUE Il. RESULTADOS:

Micelio observado al Microscopio Trinocular CX31

En la Imagen 1 se puede apreciar el micelio d&dailiophthora roreri Obtenido en

laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscopioel lente de 40 x, en campo

oscuro Ph2 y con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 1. A. micelio de lavoniliophthora roreri

Tomada por: El Investigador

El hongo inicialmente presento micelio algodonose dolor blanco,sinuosas,
ramificadas e inicialmente intercelulares. A pat@restas forma “hifas efectivas” de 1 a
20 um, con las cuales penetra a las células. Externanesnfilamentoso, formado por
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filamentos muy finos enmarafiados, con aspecto taotendidos sobre el sustrato, tal
como se obtuvo en laboratorio y se ratifica coditto por (ENRIQUEZ, 2004).

En la Imagen 2 se puede apreciar los conidiéfoedsloniliophthora roreriObtenido
en laboratorio en medio de cultivo PDA.

IMAGEN 2. A. Conidioforo.B. Conidias

Tomada por: El Investigador

En laimagen N° 2 se puede observar conidiéfoi@sbs simple o ramificado, mide
9-50um de largo con presencia de conidios de formas@iial.

Corroborando lo observado ENRIQUEZ2D04 afirman que Los
conidiéforos de Nloniliophthora roreri) hialinos, simples o ramificados;
frecuentemente no erectos, bifurcados en su pasted g con una ligera constriccion en
la septa que lo separa del resto de la hifa deeori§e forman especialmente en el
frente de avance de la colonia; miden de 9 arb0
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Conidias observadas al Microscopio Trinocular CX31

En la Imagen 3 se puede apreciar las conidias (Mddailiophthora roreri) Obtenido
en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microsoogricel lente de 40x

IMAGEN 3. A Conidias de la Moniliophthora roreri)

Tomada polEl Investigador

Mientras que en la imagen N° 3 ssgeolld conidiéforos hialinos simples y
ramificado, con una gran cantidad de conidiadodea elipsoidal en cadena de 3 a

25 conidias.
Corroborando lo observado ENRIQURHAD4 afirma, los conidiéforos son
hialinos, simples o ramificados con presencia daidias de forma globosa hasta

elipsoide. Se traducen en cadenas de longitudblaridesde 2 6 3 conidias, hasta 35 o

mas. Su maduracién se produce, aparentementerda bisipeta.

Reproduccion observada al Microscopio Trinocular C>31
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En la Imagen 4 se puede apreciar los érganos dedwxion de lgMoniliophthora

roreri) Obtenido en laboratorio en medio de cultivo PDA.

IMAGEN 4. A. conidioforo.B. Conidias.

Tomada pdel Investigador

Culminando el ciclo de vida de hongddniliophthora rorer) En microscopio se
observd hifas hialinas septadas y conidias cadédasl ovoides dentro y fuera del

conidioforo.
Corroborando lo observado ENRIQUEZ, 2004 afirma, En

microscopio se observaron hifas hialinas septadamidias catenuladas ovoides o redondos

presentes en el conidioforo. Conidias de 2-3 Haéstamas
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MATERIAL DE CONSULTA SUGERIDO:

ENRIQUEZ, .G 2004. Cacao orgdnico guia para productores ecuatorianos INIAP manual 54
QUITO ECUADOR pag.38,41.”

SUARES, C, DELGADO, J 1993 Moniliasis del cacao”” FUNDAGRO Quito Ecuador.

ARTICA, M. R. (2008). MONILIASIS DEL CACAO. En CULTIVO DEL CACAO. Republica de

Panama: Editora macro EIRL.
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ANEXO: 2

ENFERMEDADES DEL CACAO

Enfermedad

Signos y sintomas

Imagenes de signos y
sintomas.

Mal de Machete

Es caudado por hongo:

que pueden matar
arbol de cacao y que ¢
asocia con el barrenad
del tronco que infecta o
sistemas internos de
planta provocando S
muerte,
gue las hojas se secan
gquedan pegadas en
arbol

observandos

93 X
2.

Phytophthora

Afecta a todas las parte] %

de la planta de caca
frutos, raices, tronco; ¢
hongo vive en el suelo
es favorecido por la alt
humedad del suelo
ambiente, el dafio ma

grave lo ocasionan en laff

mazorcas, que al abrirlg
se percibe un olor
pescado de mar

Escoba De Bruja

Infectan a los puntos d
crecimiento de la planta
ocasionando
deformaciones en hoja
ramas, cojinetes florale

y frutos, es ocasionadcg *
cuyap

por un hongo
presencia se da en finc
con exceso de materi
vegetativo, ocasionand
el hinchamiento de lo
brotes y las mazorcg

afectadas toman la forme

de zanahorias

chirimoyas.
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ANEXO: 3 En Campo

Visita al sitio de recoleccién de muestras.

Foto: 6 identificaciones de muestras

ANEXO 4: Equipos de laboratorio
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Foto: 7 Incubadora Foto: 8 Céamara de flujo laminar

Foto:9 Autoclave

Foto: 11 Microondas y Foto: 12 Cocina eléctrica

Destilador de agua

ANEXO 5: Pasos realizados en la caracterizacionmorfologica de hongo
(Moniliophthoraroreri).
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Preparacién del agar papa destroxa

Foto:15 35 gr. de glucosa Foto:16 3,5 de ldwen

Foto.17 Mezcla la preparacion por 2 minutos toHA®& Desifeccion del agar por 1

hora
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ANEXO 6: Identificacién de macro y microestructuras

Foto: 19 Tejiddactado en medio de cultivo

Foto: 21 Medios de cultivo
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Foto.22 Identificacién del hongo Foto: 23  MicroestructurgMoniliophthora roreri).

.:v‘,*,“ e, 7N\ /N

Y P ;
Foto: 25 Microestructura obs@aaon el lente 40X

Foto: 24 Microestructura observada con el leni¢ 40

(Moniliophthora roreri). (Moniliophtteororeri).
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Foto: 26 Microestructura observada con el leni¢ 40 Foto: 27 Microestructura obsemaon el lente 40X

(Moniliophthor aroreri). (Monilioplatta roreri).

Foto.28 Microestructura observada con el lente 40X Foto: 29 Microestructura obseavaon el lente 40X

(Moniliophthora roreri). (Monibibthora roreri).
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