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Introduccion

Para el Ecuador la produccion de cacao Theobroma cacao constituye de gran importancia
econdmica y social . La provincia de Napo se localiza al noreste de la regién amazoénica y en
ella se encuentra localizadas familias indigenas cacaoteras que manejan este cultivo
organicamente, en chakras (Pérez 2013). Existen 500.000 ha de cacao, la mayoria asociadas
con otras especies, establecidas en mas de 100.000 fincas (familias), principalmente de
pequefios productores de diversas culturas de las nacionalidades indigenas de la Amazonia.
Siendo el tercer rubro agricola mas importante del pais, generando el 6,7% del PIB agricola
(ANECACAO, 2012).Uno de las principales dificultades a las que se enfrentan los
productores, es el ataque de hongos fitopatdgenos, en particular Moniliophthora roreri (Cif &
Par) Evans, que puede disminuir hasta el 80% de la produccion de cacao en esta region
(Villavicencio 2010); siendo una de las enfermedades mas destructivas del cacao, registrada
en 11 paises latinoamericanos. La intensidad de la moniliasis, varia segin la zona y época
del afo, de acuerdo con las condiciones climéaticas (PROAMAZONIA, 2003).La Universidad
Estatal Amazonica, como un aporte a la comunidad realiza investigaciones que permiten
mejorar la produccion de cacao tratando de ser amigable con el medio. Actualmente, no
existen alternativas para el control de M. roreri en las plantaciones organicas de cacao en las
comunidades kichwas de la provincia de Napo, ni se dispone de aislados adecuadamente
caracterizados del agente causal, lo cual limita el desarrollo de alternativas biologicas para el
control de moniliasis. Es por ello, que el rendimiento agricola y la calidad del cacao fino de
aroma se compromete asi como los ingresos de los productores de este importante cultivo
por lo que resulta urgente caracterizar fisioldgicamente M. roreri in vitro. Por lo anteriormente
expuesto, en este trabajo se plantearon los siguientes objetivos: 1) Determinar la influencia
del pH y temperatura de incubacién y las condiciones de iluminacién mas favorables para el
mejor crecimiento de M. roreri.

Materiales y Métodos

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

Este ensayo se realiz6 con el objetivo de determinar la influencia del pH de incubacién sobre
crecimiento de M. roreri. Se utilizé un medio liqguido compuesto por Caldo de Papa Dextrosa
(PDB Cod: 254920) con una dosis de 3,6 gr en 150 ml de agua destilada, que se dispensé en
un Erlenmeyer de 500 ml y esteriliz6 en autoclave SHENAN (LDZX-50FBS) a 121 °C y 1 atm
por 15 minutos. En este medio se sembraron discos de micelio con la ayuda de un
sacabocados de 4 mm de didmetro, el ajuste del pH se realiz6 antes de esterilizarlo, se
modificaron con NaOH con una concentracién de 0,001 Molar, manejandose un rango de pH
desde 4 a 7,5 con una escala de 0,5 entre pH, se mantuvo en la incubadora a una temperatura
de 26°C durante 21 dias. Posteriormente se cosecho el micelio y se determiné la masa fresca y
la masa seca del micelio de la cepa.



Figura 1. Procedimiento para determinar la influencia del pH sobre el crecimiento
micelial de M. roreri.

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

Este ensayo se realizé con el objetivo de determinar la temperatura de incubacién mas
favorable para el mejor crecimiento de M. roreri. Se utilizé el medio de cultivo semi sélido PDA
en donde fue inoculado el hongo Evans (1987) y Phillips-Mora (2006), los aislados fueron
mantenidos a una temperatura de 5 °C en el congelador del refrigerador, entre 10 °C y 15 °C en
la parte inferior del refrigerador, mientras que en la incubadora fueron colocadas en el rango
térmico de 20 °C, 25 °C y 30 °C y en la estufa fueron incubadas a 35 °C evaluando su
crecimiento mediante la observacion diaria de las cepas. Las temperaturas determinadas en
cada equipo fueron monitoreadas por un periodo de 15 a 20 dias para seleccionar la zona
Optima de conservacion de las cepas, estas temperaturas fueron evaluadas mediante la
utilizaciéon de termémetros.

Figura 2. Diferentes valores de temperaturas usadas acorde en el experimento.

Influencia de diferentes condiciones de iluminacion en el crecimiendo de M. roreri.

Este ensayo se realizé con el objetivo de determinar las condiciones de iluminacion favorables
para el crecimiento de M. roreri. Se repicaron las cepas en medio de cultivo semi sélido PDA
con una dosis de 39 gr en 240 ml de agua destilada y 10 ml de Gentamicina, con 3 réplicas de



cada cepa las cuales fueron evaluadas en condiciones de iluminacion con luz blanca para ello
se colocaron las cepas en un cajon con una ldmpara de 200W, mientras que para la luz negra
se colocé una lampara modelo BLB40W 120V en la camara de esporulacion. La oscuridad se
evalud en la estufa apagada y el fotoperiodo se determiné dentro del laboratorio, las cepas
fueron medidas diariamente hasta que el micelio complete su crecimiento en la caja Petri.

Figura 3. Diferentes condiciones de iluminacién, a) fotoperiodo, b) luz blanca y c) luz negra.

Resultados y Discusion

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

El rango entre 4,5 a 7 de los pH utilizados, se observo el crecimiento micelial de M. roreri, Sin
embargo los mayores valores se apreciaron en el pH 6,5 seguido por los pH 7,5, los cuales
tuvieron diferencias significativas con los otros valores evaluados en la cepa CC-UEA-Mr5.3
(Gréfico. 1). En condiciones controladas M.roreri crece y esporula facilmente con un rango de
pH entre 4,5 a 7, 5. Para el desarrollo micelial el pH esta entre 5,0 y 6,5; mientras que para la
formacién de conidios requiere pH 7,5. Para este parametro no se reportan resultados con los
cuales se pueda hacer una comparacion.

Gréfico 1 Crecimiento micelial de la cepa CC-UEA-Mr5. en diferentes pH.
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Al evaluar el crecimiento micelial en PDA utilizando seis temperaturas de incubacién diferentes
se determin6 que en las temperaturas de 20°C a 30°C se observd la presencia de micelio de M.
roreri, sin embargo, a la temperatura de 25°C, el crecimiento micelial obtenido fue superior. Este



resultado resalta la importancia de conocer la temperatura de incubacion favorece el
crecimiento micelial en condiciones controladas, catalogdndolo como un patégeno psicroéfilo
facultativo.

Para la produccion in vitro de micelio de M. roreri se ha utilizado diferentes temperaturas de
incubacion, Villamil, et al., (2012) obtuvieron un crecimiento micelial con el empleo del medio de
cultivo PDA a 25°C, que coinciden con los resultados de esta investigacién. En todas las
condiciones de iluminacién utilizadas, se observé un crecimiento micelial de M. roreri. Sin
embargo, la produccion de micelio que se obtuvo en oscuridad fue superior con diferencias
significativas respecto a las demas tipos condiciones de iluminacion evaluadas (tabla 1).

Respecto a las diferentes condiciones de iluminacion utilizadas en este estudio en la literatura
cientifica consultada, no existen trabajos debido a que mayormente han manejado solo la
temperatura de incubacién mas no las condiciones de iluminacion. Este resultado de igual modo
indic6 la necesidad de considerar el factor de iluminacién pues tiene influencia sobre el
crecimiento de micelio en condiciones controladas.

Tabla 1 Crecimiento micelial de la cepa CC-UEA-Mr5.1 en diferentes condiciones de

iluminacion.
Condiciones de Crecimiento
iluminacién micelial (mm)
Fotoperiodo 1,81b
Luz blanca 0,62 c
Luz negra 1,16 bc
Oscuridad 26la
EE +,844
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