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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo principal, caracterizar los microorganismos fangicos
asociados a frutos de cacao (Theobroma cacao L.) en tres localidades de la provincia de Orellana.
Se procesaron muestras provenientes de las localidades La Paz, Bajo Huino (Loreto), La Belleza
(Francisco de Orellana), INIAP-EECA, San Jacinto y La Calumefia (La Joya de los Sachas). Se
realizaron aislamientos indirectos a las muestras, que fueron agrupados en morfotipos. En la
caracterizacién cultural se tomaron en cuenta los aspectos de las colonias: color, forma, elevacién,
borde y superficie, las caracteristicas morfoldgicas se determinaron haciendo uso de placas con
cinta adhesiva y microcultivos, la informacion corrobor6 con las claves de identificacion. En
cuanto a la caracterizacion molecular se utilizé la técnica de ampliacion de la cadena de ADN con
los iniciadores ITS1 e ITS4 y los productos de las PCR realizados fueron secuenciados en la
empresa MACROGEN KOREA, con el programa Chromas Technelysium Pty Ltd versién 2.6.6
se visualizaron los electroferogramas y con la herramienta Blast del NCBI se compararon las
secuencias obtenidas con el banco de datos. Se analiz6 la diversidad fangica a través de la
abundancia relativa y con el programa R 4.2, se estimo la riqueza de especies, indice de Shannon
y Simpson. La diversidad fangica entre las localidades fue diferente, mostrando la localidad
INIAP-EECA una mayor riqueza de especies, en cuanto a la diversidad de Shannon y Simpson
fue mayor en la localidad La Calumefia. La menor riqueza de especies, indice de Shannon y
Simpson se presentd en la localidad Bajo Huino. Se aislaron un total de 14 géneros fungicos,
siendo los mas abundantes: Penicillium sp, Epicoccum sp., Lasiodiplodia sp., Trichoderma sp. y
Fusarium sp. Se recomienda realizar pruebas de antagonismo con los hongos antagonistas:

Trichoderma sp., Clonostachys sp. y Purpureocillium sp. para el control de M. roreri.
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ABSTRACT

The investigation aimed to characterize the fungal microorganisms associated with cocoa fruits
(Theobroma cacao L.) in three places of Orellana province. Samples from La Paz, Bajo Huino
(Loreto), La Belleza (Francisco de Orellana), INIAP-EECA, San Jacinto and La Calumefia (La
Joya de los Sachas) were processed. Indirect isolations were made from the samples, which were
grouped into morphotypes. In the cultural characterization, the aspects of the colonies such as
color, shape, elevation, edge and surface were considered. The morphological characteristics were
determined using plates with adhesive tape and microcultures, the information was confirmed
with the identification keys. As for the molecular characterization, the DNA chain amplification
technique was used with the primers ITS1 and 1TS4 and the PCR products were sequenced in the
company MACROGEN KOREA, with the program Chromas Technelysium Pty Ltd version
2.6.6.6 the electropherograms were visualized and with the Blast tool of the NCBI the sequences
obtained were compared with the data bank. Fungal diversity was analyzed through relative
abundance and with the R 4.2 program, species richness, Shannon and Simpson index were
estimated. The fungal diversity among the localities was different, with the INIAP-EECA locality
showing a higher species richness, and the Shannon and Simpson diversity was higher in the La
Calumefia locality. The lowest species richness, Shannon and Simpson index was found at the
Bajo Huino locality. A total of 14 fungal genera were isolated, the most abundant being:
Penicillium sp, Epicoccum sp., Lasiodiplodia sp., Trichoderma sp. and Fusarium sp. Antagonism
tests with the antagonistic fungi: Trichoderma sp., Clonostachys sp. and Purpureocillium sp. are

recommended for the control of M. roreri.

Key words: <CHARACTERIZATION>, <COCOA (Theobroma cacao L)>, <ISOLATION>,
<FUNGIC MICROORGANISMS>, <DIVERSITY>, <ORELLANA>.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una de las frutas que posee mayor demanda a nivel mundial
debido a su gran valor de exportacién, su importancia se ve reflejada en las 1,8 millones de
hectareas que estan destinadas para su produccion, esta superficie ha tenido un crecimiento
constante desde el 2006 lo que se traduce en un incremento de la produccién y por lo tanto en un
incremento de la oferta de sus productos, como consecuencias de las perspectivas del aumento de
consumo de chocolate a nivel mundial (Durango, 2019). A pesar de ser nativa de América, los
principales productores de esta fruta son los paises africanos, perteneciendo al continente africano
4 de los 6 principales paises. El Ecuador es a nivel mundial el cuarto productor de cacao y el
primero en América Latina, es de gran importancia esta fruta para el pais ya que es el sexto
producto de exportacion que representa el 3,2 % del total de sus exportaciones (Zabala, 2019 p. 04).

En la historia del Ecuador el cacao siempre ha tenido un puesto importante dentro de los productos
preferidos para sembrar y comercializar. Empezé a tomar fuerzas desde que este producto
comenzd a generar beneficios y cuando los productores se dieron cuenta de las caracteristicas
especiales con las que crece el cacao en el Ecuador (Velastegui, 2019: p. 04). Las provincias de
Orellana, Sucumbios y Napo, se estima que en los Ultimos afios la superficie sembrada se ha
incrementado en 20.000 ha de cacao de tipo Nacional, constituyéndose esta zona, en el transcurso
de dos o tres afios, en uno de los principales proveedores de cacao para la exportacién; por otra
parte, la zona sur oriental, en particular en la provincia de Zamora Chinchipe, poco a poco ingresa

en el mapa productor del cacao Fino de Aromay CCN51 (Lépez, 2017: p. 18).

El cultivo de cacao se ve afectado por una gran variedad de microorganismos, siendo los
microorganismos fangicos los que mayor dafio provocan. Segun Agrios (2008, 2010, p. 05) existen
mas de 8.000 especies fungicas que producen diversas enfermedades en las plantas, las cuales
solo pueden desarrollarse y reproducirse Gnicamente en asociacion con una planta que sirva como
su hospedante. Entre las enfermedades mas importantes ocasionas por los hongos, se encuentran:
moniliasis (Moniliophthora roreri), escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) y la muerte
descendente (Phytophthora palmivora). Estas enfermedades llegan a causar hasta el 60 % de

pérdidas de la produccion, lo cual representa un gran problema para los agricultores (Quiroz y
Amores, 2002, p. 80).

Esta investigacion tuvo como objetivo principal de caracterizar los microorganismos fungicos
asociados a los frutos de cacao, provenientes de tres localidades las cuales fueron; los cantones
Loreto, Francisco de Orellana y La Joya de los Sachas pertenecientes a la provincia de Orellana.

Los objetivos especificos planteados fueron los siguientes: identificar los microorganismos
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fangicos asociados a los frutos del cacao en tres localidades de la provincia de Orellana,
caracterizar morfoldgica y molecularmente los microorganismos flngicos asociados a los frutos
de cacao y comparar la diversidad fangica de frutos de cacao. Este fue un estudio de tipo
exploratorio, en el cual las muestras analizadas proceden de diferentes localidades con
plantaciones ya establecidas y para su seleccién se tomé en cuenta la presencia de sintomas
provocados por patdgenos, tales como, lesiones, necrosis, aparicion de micelio y una deficiencia

en el tamano.

Se realizo un aislamiento indirecto de las muestras de cacao para evitar que algun microorganismo
fangico contaminante sea caracterizado. Los microorganismos flngicos aislados crecieron en
medio PDA, a una temperatura de 26° C, en condiciones de oscuridad. Estos aislados puros se los
paso a aislados monospoéricos, para caracterizarlos de forma morfoldgica y molecular. La
caracterizacion morfoldgica se realizé mediante el uso microcultivos y el método placa con cinta
adhesiva. En cuanto a la caracterizacion molecular se realizd la extraccion de ADN mediante el
uso del kit de extraccion PROMEGA Wizard® Genomic DNA, se realizaron PCR y sus productos
se enviaron a analizar en la empresa MACROGEN COREA. La diversidad de los aislados
caracterizados se analizd mediante el uso del indice de riqueza, indice de Shannon e Indice de
Simpson. En los capitulos que conforman este trabajo de investigacion primero se da a conocer
el problema de investigacion, en el segundo capitulo se encuentra el marco metodoldgico, en el
tercero esta la metodologia aplicada en este estudio, en el cuarto capitulo se dan a conocer los
resultados obtenidos, y en el dltimo capitulo se encuentran las conclusiones y recomendacion a
las se llegaron al realizar este estudio. Este estudio es un gran aporte para los productores de cacao
en la provincia de Orellana y para los del pais en general, ya que se logrdé conocer que
microorganismos flngicos que estan presentes en los frutos del cacao, entre los cuales se
encuentran microrganismos patdgenos como benéficos, con esta informacion es posible realizar
estudios de sensibilidad, lo que permitird contrarrestar o erradicar los sintomas de las

enfermedades causadas por estos patdgenos.



CAPITULO |
1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Planteamiento del Problema
En los cantones Loreto, Francisco de Orellana y La joya de los Sachas pertenecientes a la
provincia de Orellana, no se han realizados estudios acerca de la microbiota presente en los frutos
de cacao (Theobroma cacao L.). Al ser el Ecuador el centro de origen del cacao este alberga una
gran diversidad genética y variabilidad fenotipica del fruto de cacao, este posee una gran
importancia tanto cultural como econdmica en la soberania alimentaria del pais.
1.2. Limitaciones y delimitaciones
Este trabajo se realiz6 para conocer y caracterizar los microorganismos flngicos presentes en los
frutos de cacao de tres localidades de la Provincia de Orellana, las cuales son: El cantén Loreto,
Francisco de Orellana y La joya de los Sachas.

1.3. Problema general

No se ha realizado una caracterizacion de los microorganismos flingicos asociados a los frutos de

cacao (Theobroma cacao L.) en tres localidades de la provincia de Orellana.

1.4. Problemas especificos

¢ No se ha identificado los microorganismos fungicos asociados a los frutos del cacao en tres

localidades de la provincia de Orellana.

e No se ha caracterizado morfologica y molecularmente los microorganismos flngicos

asociados a los frutos de cacao en tres localidades de la provincia de Orellana.

e Se desconoce la diversidad fungica de frutos de cacao en tres localidades de la provincia de

Orellana.



1.5. Objetivos

1.5.1. Obijetivo general

Caracterizar los microorganismos fungicos asociados a frutos de cacao (Theobroma cacao L.) en

tres localidades de la provincia de Orellana.

1.5.2. Objetivos especificos

¢ Identificar los microorganismos flingicos asociados a los frutos del cacao en tres localidades

de la provincia de Orellana.

e Caracterizar morfologica y molecularmente los microorganismos flngicos asociados a los

frutos de cacao en tres localidades de la provincia de Orellana.

e Comparar la diversidad fangica de frutos de cacao en tres localidades de la provincia de
Orellana.

1.6.  Justificacion

1.6.1. Justificacion teorica

Actualmente, la falta de informacidn sobre la biologia y la epidemiologia de los microorganismos
fangicos presente en los frutos en los diferentes genotipos de cacao limita el desarrollo de
mecanismaos eficientes para el manejo de las enfermedades que atacan al fruto.

1.6.2. Justificacion metodoldgica

La metodologia empleada para la realizacion de este trabajo de integracion curricular, no aporta
ninguna metodologia novedosa, en vista de que los métodos aplicados ya estaban establecidos y
han sido usados con anterioridad.

1.6.3. Justificacién practica

El cacao es de importancia relevante en la economia del Ecuador, por ser un producto de

exportacion y por constituir una fuente de empleo para un alto porcentaje de habitantes de los

sectores rurales y urbano. Esta especie representa uno de los rubros mas importantes para el pais
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(Sanchez Mora & Garcés Fiallos, 2012: p. 25). Entre los distintos riesgos que corre el productor cacaotero
en la region, es el ataque de enfermedades y plagas a las plantaciones lo que resulta en pérdidas
considerables. Esta investigacion tiene por objetivo caracterizar los microorganismos fungicos
presentes en los frutos, logrando establecer el papel de desenvuelven estos microorganismos y su

potencial uso.

1.7. Hipotesis

1.7.1. Nula

La diversidad fungica asociada a los frutos de cacao no difiere en las tres localidades de la
provincia de Orellana.

1.7.2. Alterna

La diversidad flngica asociada a los frutos de cacao difiere en al menos una de las tres localidades

de la provincia de Orellana.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de investigacion

Se han realizados estudios con anterioridad acerca de los organismos flngicos presentes en cacao
(Theobroma cacao L.) tanto dentro como fuera del pais. En México Sandoval et al. (2020, p. 02),
menciona que un suelo con una alta presencia de cadmio influye en la diversidad de hongos
formadores de micorrizas arbusculares, Rivas y Domenico (2018, p. 06) estudiaron en concreto la
presencia de Trichoderma sp., en las plantaciones de cacao con el objetivo de usarlo como
alternativa de control para la enfermedad de la escoba de bruja. En el Ecuador, Astudillo et al.
(2021, p. 04), menciona que en las regiones costa, sierra y oriente existe una gran diversidad de
hongos micorrizos arbusculares asociados al cacao y esta diversidad posee una alta dependencia
de la rizosfera. Entre la diversidad existente, también se han encontrado especies antagonistas
tales como Beauveria bassiana, Trichoderma yunnanense y Purpureocillium lilacinus, los cuales

poseen un gran potencial para ejercer actividad antagonista contra un amplio rango de patégenos
(L6pez, 2021, p 05).

En cuanto a la importancia de cacao (Theobroma cacao L.) Muller et al. (2021, p. 03) menciona
que es uno de los arboles tropicales con mayor importancia econémica, el cual es la fuente de
chocolate, es uno de los cultivos que a través de su produccion proporciona sustento a muchas
familias de pequefios agricultores alrededor del mundo. Ploetz (2016, pp. 33-39) menciona que
Theobroma cacao es un cultivo comercial y es la Gnica fuente de granos de cacao de los cuales
se derivan los principales ingredientes para la produccion de chocolate y sus derivados, como los
son el cacao en polvo y la manteca de cacao. Debido a que cumple un papel Unico y primordial
en la industria para la fabricacion de chocolate, lo cual convierte en un cultivo importante de
exportacion para los paises en desarrollo como lo son: América Central y del Sur, Africay el sur
de Asia, lugares donde el cultivo de cacao es predominante. Sin embargo, el cultivo de cacao
posee muchas limitantes para su produccion, entre los cuales se encuentran las enfermedades
fangicas, oomicetes y virales, las cuales llegan a causar a nivel mundial pérdidas de hasta el 20 y
30%. Estas pérdidas las cuales son significativas y son producidas por patgenos, resultan en
investigaciones de los microorganismos causales de estas enfermedades se realicen y se busque
el mejoramiento de la resistencia de estas enfermedades cruciales junto con el mejoramiento de
la calidad del producto, para la sostenibilidad del cultivo y por ende mejorar la calidad de vida de

los agricultores (Gutiérrez, 2016, p. 567).



2.2. Referencias Teoricas

2.2.1.  Métodos de caracterizacion de microorganismos fungicos

Existen varios métodos en los que se pueden caracterizar e identificar los aislamientos purificados

de hongos:

2.2.1.1. Meétodos morfoldgicos

Microscopia de luz

Vizcarrondo y Gutiérrez (2008: p. 28), comenta que la microscopia de luz permite realizar la
descripcion morfoldgica mediante la observacion de estructuras fingicas, mediante el uso del
microscopio éptico que estan provistos de lentes objetivos de 10X, 40X y 100X (inmersion en
aciete) a través del analisis de la muestra usada para el montaje y la tincion, con las que se

establece el tamafiano y la froma de las esporas.

Caracterizacion macroscépica

Segun Pinto (2017: p. 08), esta caracterizacion se realiza mediante una “macrocolonia” que se
obtiene sembrado la especie fingica a estudiar en la parte central de una placa con medio de
cultivo. Para esto se emplea una aguja aplanada en uno de sus extremos en forma de espatula. A
continuacion, las placas son incubadas a temperatura ambiente (entre 20 y 30°C), por un periodo

de 3 a 15 dias con observaciones diarias.

De la colonia se obtienen las siguientes descripciones:

» Topografia de la colonia:

e  Forma: circular, irregular, filamentosa.

e Elevacion: plana y extendida, elevada y limitada, umbilicada.
e  Margen: entero, lobulado, desflecado, rizoide.

e  Superficie: plegada, con surcos radiados, cerebriforme.

» Pigmentacion en anverso y reverso de la colonia o pigmento difusible en el medio.



» Textura: granulosa, pulverulenta, vellosa, aterciopelada, algodonosa.

> Tamanfo: crecimiento limitado o crecimiento invasivo.

Forma do las colonlas,
I.. .
DT > [ : L J
- . ‘
.
Imegulas Rizoxte Filamentosa Circular Puntiforme
Elovacién do las colonlas,
e — adllm,
Efusa Plana Rizada Conveoxa Umbonada
Bordoes do las colonlas,
Rizada Filamentosa Crenada ada Entera
Superficie de las colonlas
Rugosa Concéntrica adial Ondulada Lisa

llustracion 1-1. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias.

Fuente: Lescano, Alfonso et al., 2015.

2.2.1.2. Métodos moleculares

Reaccion polimerasa: PCR

Una de las caracteristicas de esta técnica innovadora es la alta sensibilidad, reproducibilidad y

eficiencia, es capaz de ofrecer resultados confiables en poco tiempo que resultan féciles de

analizar. La reaccion en cadena de la polimerasa se entiende como una reaccion enzimética in

8



vitro que permite la amplificacién una secuencia especifica de ADN millones de veces durante
varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanca es copiada. Esto se da debido al
aprovechamiento de la actividad de la enzima ADN polimerasa que posee la capacidad de

sintetizar naturalmente el ADN de las células (Tamay, 2013: p. 71).

Mas (2016: p. 02) menciona, que la reaccidn se basa en la repeticién de un ciclo que esta conformado

por tres etapas, las cuales son:

e Ladesnaturalizacion, es donde la doble hélice de ADN se separa en dos hebras. Para que
esto se dé, es necesario realizar una incubacion de las muestras a temperaturas de 93 a 97°C.

Cuando la temperatura disminuya se producira la renaturalizacion.

e La hibridacion se produce cuando los cebadores se unen en las zonas 3" complementarias
gue flanguean el fragmento que se desea amplificar. Esto se da debido al descenso de la

temperatura a los 50 y 65°C.

e Laextension es producto de la sintesis de una cadena sencilla (produciéndose un fragmento
de doble cadena por la complementariedad) en la direccién 5"-> 3" mediante la enzima ADN
polimerasa, la cual incluye a los deoxinucle6tidos fosfato presentes en el medio siguiendo la

cadena molde.

Region ITS

Para los microorganismos flngicos las secuencias ITS presentan dos separadores internos
transcritos conocidos como ITS1 e ITS2. Lo mas destacado de la secuencia ITS es que en la regién
no existen los genes insertados, debido a lo que estdn se desarrollan sin ningin tipo de
restricciones por lo cual cambian muy rapidamente. Es esta propiedad lo que permite usar el ITS
para distinguir diferentes especies de hongos. A pesar de esto existen especies, algunas incluso

relacionadas estrechamente, las cuales poseen regiones ITS1 diferentes (Consejos Superior de
Investigacion Cientifica, 2016, parr. 05).

2.2.3. Cacao (Theobroma cacao L.)

2.2.3.1. Origen

Theobroma cacao L es una especie perteneciente a la familia Malvaceae, aunque el termino

Theobroma fue acufiado por la ciencia, su descubrimiento, su valor natural, religioso, medicinal
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e inclusive su valor econémico ya estaban presentes en la cosmovision mesoamericana, antes de
su estudio y descubrimiento. El cultivo del cacao tiene su origen en América sin embargo no se
sabe con precision el lugar exacto donde se origind. Actualmente continta siendo razon de
discusion. Algunos autores indican que el cultivo del cacao se inicié en México y América Central
y los espafioles indican que no lo vieron cultivado en América del Sur cuando estos arribaron al
continente, aunque lo encontraron creciendo en forma natural en muchos bosques a lo largo de
los rios Amazonas y Orinoco Yy sus afluentes, donde aun hoy existen tipos genéticos de mucho
valor (Batista, 2009: p. 10).

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que al menos una variedad de cacao tiene su
origen en la alta Amazonia en donde ha sido utilizada por mas de 5000 afios. En el Ecuador la
cultura del cacao es antigua, ya que se sabe por los espafioles que a su llegada en la costa del
Pacifico fueron observados grandes arboles de cacao lo que comprueba que antes de la llegada de
los europeos ya se tenia conocimiento sobre el uso que se le podia dar a esta especie en la region
costera (ANECACAO, 2015: p. 05).

2.2.3.2. Historia

Espinosa y ANECACAO (2012 y 2015), mencionan que mucho antes del descubrimiento del
continente americano, las culturas Toltecas, Mayas y Aztecas ya lo cultivaban. Fue Crist6bal
Colon el primer europeo en descubrir los granos de cacao al legar a Nicaragua durante su cuarto
viaje, aunque no tuvo una buena recepcion en europea debido a su sabor amargo. En 1519 Hernan
Cortés desembarco en las tierras de Montezuma quién era el emperador de los aztecas en ese
tiempo y quedo impresionado al ver el comercial que tenia el cacao para los indigenas, ya que
estos le otorgaban un valor comercial, usando su sentido de negocio Cortez intercambio el cacao
por oro, ya que este metal carecia de valor para los indigenas. Cuando se les ocurrié endulzar las
bebidas chocolatadas con azlcar, el cacao partié a Europa en 1528 cuando Cortés volvié a Espafia
con un gran cargamento de cacao, los materiales y las recetas necesarias para la preparacion del
chocolate. Las vainas del cacao eran fermentadas, secadas al sol, tostadas y presadas entre dos
piedras calientes hasta obtener una pasta aroméatica moldeada en forma de barras o panes luego
se le agregaba agua, azlcar o miel y especies a eleccién. La bebida tuvo una gran recepcién en
Europa lo que llevo incluso a que la considerardn un medicamento o incluso una bebida

afrodisiaca, conforme paso el tiempo las recetas fueron mejorando (Espinosa, 2012: p. 18).

Durante mucho tiempo el chocolate era de exclusividad espafiola y reservada para la alta sociedad,
sin embargo, el contrabando, los atracos a las naves que llegaban de México a Europa, las vistas
de la corte espafiola y los intercambios con los conventos dio como resultado la distribucion de

chocolate a todo el continente europeo (Espinosa, 2012: p. 18). En el afio 1615 se introdujo en Francia
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y simultdneamente aparecid en el resto de paises, en Italia aparecié en 1606 y en Alemania en
1646, sin embargo, el chocolate estaba sujeto a grandes impuestos lo que dificultaba su consumo
en aquel pais. A Inglaterra llego 1657 donde se abrieron salones de degustacion uno de ellos fue
el “Cacao Tree”. En 1697 llego a Suiza gracias a un ciudadano que probo la bebida en Bélgica.
Fue en el naturista Charles Linné quien le dio el nombre de “Theobroma” palabra del latin cuyo

significado es “Alimento de los dioses™ (Espinosa, 2012: p. 18).

Espafia dominaba el mercado, el cual era muy rentable hasta mediados del siglo XVI, lo que
provoco que el cultivo de cacao se potenciara en la costa ecuatoriana, ya que el cacao ecuatoriano
poseia un gran prestigié por su aroma, esta variedad es la que se conoce actualmente como Aroma
Nacional o Sabor Arriba. La cedula real obtuvo el permiso de exportar cacao desde Guayaquil.
En los inicios del siglo XIX, mas de la mitad de la produccion de cacao se daba en Venezuela.
Para la década de 1820, el cacao fue introducida en Ghana junto con otros paises del centro de
Africa por los portugueses, durante ese mismo siglo se expandié en Brasil. Durante el final del
siglo X1X, Suiza produjo el primer chocolate en leche, a partir de ese momento los chocolates

suizos gozan de un gran prestigio a nivel mundial, el cual conserva a dia de hoy (ANECACAO, 2015:
p. 08).

Fue en 1830, al declararse la fundacion del Ecuador que muchas familias adineradas se dedican a
cultivar el cacao, estas estaban ubicadas en su mayoria en Vinces y en otros cantones de Los Rios.
Para 1880 la produccidn se duplica en 15000 TM, a continuacion, se triplica a 40000 TM. Ecuador
se convierte en el mayor exportador mundial de cacao en la década de 1890, cabe mencionar que
fue gracias al cacao que fungié como motor econdmico que se abrieron los primeros bancos en el
pais. La aparicién y el esparcimiento de las enfermedades Monilla y Escoba de Bruja en 1920
provoco que la produccion del pais bajase al 30%, a lo cual se le suma la falta de mercados debido
a la Primera Guerra Mundial provocando una gran crisis econdémica. Actualmente las variedades
mas producidas en el Ecuador son el resultado de una mezcla del cacao Nacional y Trinitario ya
gue estos fueron introducidos debido a su resistencia a las enfermedades, aungue el sabor de la

variedad Nacional prevalece (ANECACAO, 2015: p. 11).

2.2.3.3. Taxonomia del cacao

Integrated Taxonomic Information System, (2021), aporta la siguiente clasificacion taxonémica:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
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Orden: Malvales

Familia: Malvaceae
Subfamilia: Byttnerioideae
Tribu: Theobroma

Género: Theobroma cacao L.

2.2.3.4. Descripcion morfolégica

Es una especie perenne, arborea cuyo tamafio va de 5 a 8m, sin embargo, es capaz de alcanzar
una altura de hasta 20m cunado su crecimiento se da bajo una sombra intensa. Su corona posee

un didmetro de 7 a 9m, esta es densa y redondeada (Anecafe, 2004, p. 04).

Raiz: el sistema radical esta compuesto por una raiz pivotante de la cual se desprende varias raices

secundarias, que se encuentran a los primeros 30 cm del suelo (Anecafe, 2004, p. 03).

Tallo: es recto, posee una altura de entre 1m a 1,5m, de este emergen las ramas de 3 a 5 que
forman la horqueta. Una vez que la horqueta se ha formado se elimina la yema terminal, el
siguiente crecimiento vertical se da por un chup6n que se da de la parte inferior de la horqueta y
asciende para repetir el mismo proceso, pero centimetros mas arriba, se forma un segundo estrato

de la ramificacion del tallo principal (Torres, 2012, p. 13).

Hojas: cuando estas son jovenes son muy delicadas por lo que resultan muy apetecibles para las
plagas y el viento también llega a dafiarlas, en esta etapa posee un color verde palido al alcanzar
la madurez su color cambia a verde, de lamina simple, con una forma lanceolada o casi ovalada,

con nervadura pinnada con ambas superficies glabras (Estrada, 2011, p. 04).

Flores: brotan en las partes mas viejas de la planta como el tronco y ramas que no poseen hojas,
estas salen de donde antes habia hojas. Las flores son hermafroditas, posee 5 sépalos, 5 pétalos,
10 estambres en 2 verticilos siendo solo uno de ellos fértil y posee un ovario supero de 5 carpelos

fundidos (Estrada, 2011: p. 04).

Fruto: es una baya cuyo tamafio, color y forma varian, sin embargo, generalmente poseen forma
de baya con unos 30 cm de largo y 10 cm de didmetro, siendo acostillados o lisos, con una forma
eliptica de color café, rojo, amarillo y morado. Interiormente se divide en 5 celdas. Su pulpa es

de color rosada o café con un sabor que va de &cido a dulce aromatico (Anecafe, 2004 p. 04).
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Semillas: cada baya posee de entre 20 a 40 semillas, aunque esto dependera de la variedad, con

una forma plana y redondas, son de color blanco, café o morado (Anecafe, 2004: p. 04).

2.2.3.5. Importancia del cacao en el Ecuador

El cacao fino y de aroma tiene caracteristicas distintivas de aroma y sabor buscadas por los
fabricantes de chocolate. Representa inicamente 5% de la produccion mundial de cacao. Ecuador,
por sus condiciones geograficas y su riqueza en recursos biol6gicos, es el productor por excelencia
de Cacao Arriba fino y de aroma (63% de la produccion mundial) proveniente de la variedad
Nacional cuyo sabor ha sido reconocido durante siglos en el mercado internacional. Este tipo de
grano es utilizado en todos los chocolates refinados. Sin embargo, lo que muchos no saben que el

chocolate fino se distingue por su pureza, especificamente, el sabor y fragancia que el cacao tiene
(ANECACAO, 2015: p. 05).

El cacao en el Ecuador es un producto de los mas significativos simbolos del pais, antes del boom
petrolero durante casi un siglo, la principal fuente econémico y social ecuatoriano se desarrollaba
en gran medida alrededor del mercado internacional del cacao, en la actualidad es el quinto
producto mas exportado dentro de las exportaciones no petroleras y es el principal exportador
mundial del cacao fino y de aroma (PROECUADOR, 2013: p. 03). La region costa tiene una mayor
participacion en la superficie cosechada del cacao, en el Ecuador. Segun la Direccion de
Inteligencia Comercial e Inversiones, 2013, indica que en el afio 2009 la superficie cosechada en
la Region Costa registro el 80% de la superficie total a nivel Nacional. Las provincias que cuentan
con una mayor superficie cosechada de Cacao son Manabi, Los Rios y Guayas, también tiene una
participacion Esmeraldas, el Nororiente, de EI Oro. Las principales provincias de la Regién Sierra

gue cultivan el cacao son Cotopaxi, Bolivar, Cafiar (Lépez, 2017: p. 18).

2.2.3.6. Variedades de cacao en el Ecuador

En el Ecuador son dos variedades las variedades mas conocidas:

o Super arbol

Es un tipo de cacao identificado en la Amazonia Ecuatoriana, que ha manifestado una fuerte

resistencia a enfermedades, lo que deriva en una buena produccion con alto rendimiento y

calidad del fruto (Calva y Ramirez, 2016, p. 05).
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. Sabor arriba

También llamado Fino y de Aroma. Gracias a su sabor frutal y fragancias, es conocido a nivel
mundial lo que hizo que también se lo conociera como Cacao Arriba. Debido a su calidad

organoléptica posee un valor agregado muy reconocido por la industria de la confiteria (Lopez,
2017: p. 18).

o CCN-51

Esta variedad es originaria del Ecuador, tiene una gran adaptabilidad a diferentes pisos climaticos,
con una alta productividad y es resistente a plagas y enfermedades (Gonzales, 2019: p. 02).

o Tipo Nacional

Posee un gran perfil organoléptico, su reconocimiento a nivel mundial es de fino o de aroma. Es

un tipo de cacao Unico en el mundo (CEFA, 2021).

2.2.3.7. Enfermedades del cacao

e  Moniliasis

Su agente causal es Moniliophthora rorei, posee un largo periodo de incubacién que puede ser de
3 a 8 semanas dependiendo de la edad del fruto, la severidad del ataque, la susceptibilidad del
fruto y principalmente del clima, ya que, las lluvias son un factor clave para su desarrollo. En sus
primeras etapas de desarrollo (menores de 3 meses), los frutos de cacao son mas susceptibles a la
infeccion y progresivamente se hacen mas resistentes a medida que avanza su crecimiento. En los
frutos menores de 2 meses la infeccion aparece primero como pequefios abultamientos o gibas en
la superficie de la mazorca, incluso esa area se decolora. Después de que emerge la giba, surge
una mancha de color café que se va extendiendo y sobre la misma empieza a aparecer una felpa
blanca que corresponde al micelio del hongo, y sobre éste, luego de 3 a 7 dias empiezan a emerger
las esporas del tipo conidio de color crema, que son liberadas y dispersadas por la accion del
viento, principalmente. En los frutos adultos (mayores de 3 meses) el sintoma més comin es una
mancha de color café, que puede extenderse hasta cubrir todo el fruto. En frutos infectados a
mitad de su desarrollo, la enfermedad aparece primero en forma de pequefios puntos aceitosos
(transldcidos). En muy corto tiempo esos puntos se unen formando una mancha café. A los pocos

dias sobre la mancha café aparece el micelio y luego sobre el mismo aparecen abundantes esporas
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de color crema. También como sintoma es comin una apariencia de madurez prematura
(PROCACAHO, 2017: p. 03).

e Mal de machete

Causado por Ceratocystis cacaofunesta, afecta a arboles de cualquier edad, provocandoles
inicialmente marchitez y eventualmente rapida muerte. Las pérdidas debidas a la muerte de
plantas pueden ser muy altas especialmente cuando el material sembrado es genéticamente muy
homogéneo y susceptible. El ataque del hongo estd asociado comlinmente con insectos
generalmente del genero Xyleborus. El escarabajo perfora el tronco lo cual se nota por la
acumulacién de aserrin fino en los orificios que hace al penetrar el tronco. Al penetrar el tronco
el insecto acarrea esporas del hongo, las que introduce en la planta, induciendo una infeccién que
mata el arbol. El escarabajo no se alimenta de ninguna parte de la planta, él se alimenta de las
estructuras del hongo que crecen en el tejido de la planta y hace taneles que le sirven de refugio
y sitio de alimentacién para los estados inmaduros (PROCACAHO, 2016: p. 02).

e Lamazorca negra

Es causada por Phytopthora, es la enfermedad que mas perdidas de cosecha causa nivel mundial.
A pesar de que el hongo puede atacar plantulas y distintas partes del arbol, como botones florales,
chupones, hojas, brotes, ramas, tronco y raices, el principal dafio se lo llevan las mazorcas. Los
sintomas aparecen como manchas pardas, oscuras casi circulares, que inmediatamente se
agrandan y cubren toda la superficie de la mazorca. Las almendras se infectan y en un plazo de

10 a 15 dias la mazorca se vuelve inservible (Anecafe, 2004: p. 03).
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CAPITULO Il

3.  MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de investigacién

Es una investigacion propuesta para dar respuesta a problemas que presentan los productores.

3.2. Nivel de investigacion

En una investigacion bésica de tercer nivel para la obtencidn de titulo de pregrado.

3.3. Disefio de investigacion

Este estudio es de tipo exploratorio a nivel de plantaciones ya establecidas de cacao, para

determinar las muestras con las que se realizaria el estudio, se tomaron en cuenta frutos que

presentaron sintomas de enfermedad, tales como; lesiones, necrosis, bajo crecimiento y aparicién

de micelio.

3.3.1. Seguin la manipulacion o no de la variable independiente

Es una investigacién de tipo exploratorio con muestras obtenidas de distintas localidades de la

Provincia de Orellana.

3.3.2. Segun las intervenciones en el trabajo de campo

La investigacion tendra una intervencion de tipo longitudinal.

3.4. Tipo de estudio

Este estudio se realiz6 en el a nivel laboratorio. Mediante el proceso de frutos de cacao
recolectadas plantaciones ya establecidas, las cuales estan ubicadas en el cantén Loreto, Francisco

de Orellana y La Joya de los Sachas pertenecientes a la provincia de Orellana, como se especifica
en la Tabla 1-3.
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3.5. Poblacién y planificacion, seleccion y célculo del tamafio de la muestra

Se procesaron un total de 59 muestras de cacao.

Tabla 1-3: Numero de muestras por ubicacion.

Canton Comunidad Muestras
Loreto La Paz 6

Bajo Huino 6

Francisco de Orellana La Belleza 9
Joya de los Sachas INIAP-EECA 24
San Jacinto 4

La Calumefia 10

Realizado por: Quitio, 2022.

3.6. Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.6.3. Caracteristicas del lugar

3.6.3.1. Localidades en campo

La investigacion se realizd con muestras obtenidas de tres localidades de la provincia de Orellana,
ubicadas en los cantones de Loreto, Francisco de Orellana y La Joya de los Sachas, lugares en
donde existen cultivos de cacao.

3.6.3.2. Ubicacion geografica del area de estudio

Tabla 2-3: Ubicacién geografica de las tres localidades de estudio de la Provincia de Orellana.

LOCALIDAD LATITUD LONGITUD ALTITUD
Loreto 0°47'28"S 77°22'19"0 373 m.s.n.m
Francisco de Orellana 0°37'36"S 77°07'40"0O 292 m.s.n.m
La Joya de los Sachas 0°45'41"S 77°05'01"0 330 m.s.n.m

Fuente: Google EARTH.
Realizado por: Quitio, 2022.
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3.6.3.3. Condiciones climaticas

Tabla 3-3: Condiciones climaticas de las tres localidades de estudio de la Provincia de Orellana.

LOCALIDAD Temperatura promedio  Humedad relativa Precipitacion anual

°C % mm
Loreto 23,6 81-89 2516
Francisco de 26 86 — 89 2800 - 4500
Orellana
La Joya de los 25 90 4534
Sachas

Fuente: CLIMATE-DATA.PRG
Realizado por: Quitio, 2021.

3.6.3.4. Localizacion del laboratorio

El trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de

Recursos Naturales de la Escuela Politécnica Superior del Chimborazo (ESPOCH), ubicado en la

Panamericana Sur km 1 1/2, Cantén Riobamba, Provincia de Chimborazo, Ecuador.

3.6.4. Materiales y equipos

3.6.4.1. De campo

Materiales

Fundas ziploc, marcadores y machete.

Equipos

GPS y camara fotografica.

3.6.4.2. De escritorio

Materiales

Libreta, esferos, lapices, borrador y marcadores.
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Equipos

Laptop, calculadora, impresora e internet.

3.6.4.3. De laboratorio

Material bioldgico

Muestras de fruto de cacao (Theobroma cacao L.)

Materiales

Cajas Petri (90 mm @), cuchillo, pinzas, papel toalla, frascos autoclave (500 mL y 1000 mL),
vasos de precipitacion (50 mL y 100 mL), probetas plasticas (500 mL y 1000 mL), pipetas,
micropipetas, microtubos (1,5 mL y 200 pL), cajas para microtubos, papel aluminio, fundas
plésticas transparente, fundas zipper, sobres manila, cinta adhesiva, tarrinas, jeringas, filtros de
jeringa estéril, cubre y porta objetos, morteros, pistilos, cucharas plasticas, palillos, sorbetes,

papel film, asas, puntas plasticas para micropipetas (10 pL, 100 pL y 1 mL), bisturi y porta bisturi.

Reactivos

Etanol, alcohol (70%), hipoclorito de sodio (2%), agua destilada estéril, sulfato de estreptomicina,
chloramphenicol, agua ultrapura estéril, avena, agar-avena (AV), nitrato de potasio 99% (LOBAL
Chemie), sulfato de magnesio heptahidratado 99,5% AR/ACS (LOBAL Chemie), sucrosa D (+)
Saccharose, Sugar (LOBAL Chemie), glucosa, cloruro de potassio, sulfato de potasio 99%
(LOBAL Chemie), spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA), potato Dextrose Agar al 3.9% (PDA
Difco™), bacto-Agar al 2.8% (Difco™), jugo de verduras VV8-agar (V8), jugo vegetal V8,
asparangina, extracto de malta, carbonato de calcio, nitrégeno liquido, lactoglicerol, lactofenol,
cloroformo alcohol isoamilico (24:1), isopropanol frio, master Mix, 2X (Go Taq® Green), DNA
Ladder Bench Top 100 pb (PROMEGA), agua ultrapura estéril, Kit de extraccion de ADN
(PROMEGA Wizard® Genomic DNA), LE Agarosa (Cleaver Sctientific CSL-AG 100), 10X
BlueJuice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen). primers (EXXTEND), Nuclei Acid Staining
Solution (UniSafe Dye) y Tris-Borate-EDTA Buffer (SIGMA)

Equipos

Balanza de precision (RADWAG AS220.R2), secador de vidrio (SELECTA 200038),
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refrigeradora (Durex), ultracongelador (BIOBASE BDF-40V450), microondas (Panasonic
900w), incubadora, destilador de agua (BOECO WS 8000), caAmara de flujo laminar vertical
(BIOBASE BSC-1500I1A2-X), camara de esporulacion, mechero de Bunsen, autoclave
(BIOBASE BKQ-B1001I) estereoscopio (COMECTA — IVYMEN 5313309), microscopio 6ptico
(LEICA DM 150), camara fotografica (CANNON), adaptador de cadmara fotografica a
microscopio (CANON SLR/DSLR), bafio Maria (CENCO 97013-16), vortex (QILINBEIER QL-
901), centrifuga (EPPENDORF 5424), bioespectrofotometro (EPPENDORF Basic),
termociclador (EPPENDORF Vapo.protect), cuba electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB-
710), fuente de poder para electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB300) y transiluminador UV
(FISHER SCIENTIFIC 88A)

3.6.5. Metodologia

3.6.5.1. Obtencién de las muestras de cacao de las tres localidades de la Provincia de Orellana.

Las muestras de cacao se obtuvieron de plantaciones ya establecidas ubicadas en el cantén Loreto,
Francisco de Orellana y La Joya de los Sachas pertenecientes a la Provincia de Orellana. Se tuvo
en cuenta para la seleccion de los frutos, que estos presentaran sintomatologia provocada por

algin pat6geno.

3.6.5.2. Aislamientos de microorganismos asociados a los frutos de cacao.

Para lograr el aislamiento de microorganismos flngicos presentes en los frutos de cacao se utilizd
el método de aislamiento indirecto propuesta por Alfenas y Mafia (2016). Este fue realizado en el
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales de la Escuela Politécnica

Superior del Chimborazo.

Aislamiento indirecto

Se siguid la metodologia descrita por Alfenas y Mafia (2016) con ciertas modificaciones para el

aislamiento indirecto de tejidos fungosos.

El aislamiento consistié en realizar cuatro pequefios cortes de aproximadamente 8 mm por

muestra de cacao con un cuchillo previamente desinfectado, en los tejidos que presentaban alguna

sintomatologia, teniendo constancia de que los cortes realizados posean un 50% de tejido sano y

el otro 50% de tejido enfermo. Los cortes se colocaron sobre papel toalla previamente

desinfectado y a continuacion bajo la cdmara de flujo laminar, se realizd un proceso de
20



desinfeccion que consistio en colocar los cortes obtenidos en alcohol al 70 % por 30 s, luego en
hipoclorito de sodio al 2% durante 2 min e inmediatamente se realizaron tres enjuagues con agua
destilada estéril, cada uno con una duracion de 30 s, los cortes se procedieron a secar sobre papel
toalla esterilizado. Finalizada la desinfeccidn con la ayuda de pinzas previamente desinfectadas,
se trasladaron los tejidos a cajas Petri con medio de cultivo PDA Agar + Chloramphenicol y
Streptomicina, estas cajas se etiquetaron, se sellaron con papel parafilm y se incubaron a una
temperatura de 26 °C por un periodo de dos a quince dias, para promover el desarrollo de los

microorganismos flngicos.

Cultivos puros

Las colonias que se presentaron fueron trasladadas a cajas Petri con medio PDA Agar al 3.9% +
Chloramphenicol y Streptomicina, estas cajas Petri fueron debidamente etiquetadas y selladas con
la ayuda de papel parafilm, para ser incubadas a 26 °C durante 15 dias, en posicion invertida y en
condiciones de oscuridad. Esto se realiz6 mediante la extraccion de una porcion de micelio que

fue colocado en el medio logrando asi la obtencion de cultivos puros.

Cultivos monosporicos

El punto de partida para los cultivos monosporicos son los cultivos puros. Los cultivos
monosporicos se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por Branner, et al., (2013, p.34),

aplicando ciertas modificaciones.

Para empezar, se colocaron 10 mL de agua destilada estéril en tubos de ensayo, a continuacion,
se colocd una pequefia porcion de micelio con la ayuda de un palillo esterilizado con la que se
raspo parte del micelio obtenido de los cultivos puros, después se agitaron los tubos mediante el
uso del vortex durante 10 s, luego se vertio la suspensién obtenida en una caja Petri con medio de
cultivo SNA + Streptomicina y Chloramphenicol, e inmediatamente el exceso de agua fue
descartado, estas cajas fueron etiquetadas, selladas y se incubaron en posicién lateral, a una
temperatura de 26 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, con la ayuda de un estereoscopio
se observaron las esporas que habian germinado, con el uso de un bisturi se extrajo una unica
espora, la cual fue colocada en una caja Petri con medio PDA + Streptomicina 'y Chloramphenicol,
una vez que estas cajas fueron debidamente selladas y etiquetadas, estas fueron incubadas a una

temperatura de 26 °C y diariamente se constat6 que exista un crecimiento de los aislados fangicos.
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3.6.5.3. Caracterizacion morfologica y cultural

Se usaron las siguientes técnicas para la caracterizacion morfolégica:

Placa realizada con cinta adhesiva

Se siguid la metodologia mencionada por Franco (2015, p. 05), para la realizacion de placas con

cinta adhesiva con diversas modificaciones:

Primero se debe colocar una gota de lactoglicerol sobre un portaobjetos, a continuacion, se debe
adherir la cinta adhesiva transparente sobre la colonia fungica, obteniendo asi una porcion de
micelio, luego se debe colocar la cinta sobre el portaobjetos con cuidado para evitar la formacién
de burbujas. Una vez realizado el procedimiento se observé en el microscopio las estructuras de

los hongos.

Microcultivos

Para la preparacion de microcultivos se siguid lo estipulado por Frey, Fran (2019) aplicando
distintas modificaciones:

En una caja Petri esterilizada se colocd en papel toalla previamente esterilizado el cual se
humedeci6 con no mas de 2,5 mL de agua destilada estéril, después se dispuso dentro de la caja
un sorbete estéril con forma de V que sirvié como soporte para un portaobjetos, el cual fue
sumergido en medio SNA + Streptomicina + Chloramphenicol, a contraccion, se limpi6 un lado
del portaobjetos. Mediante el uso de un palillo previamente esterilizado se recolecto una pequefia
porcion de micelio de los aislados monospéricos y se colocd en ambos extremos, a continuacion,
se dispuso un cubreobjetos sobre las partes inoculadas. Finalmente, se etiqueto la caja Petri sin
sellar y se incubo a una temperatura de 26 °C por 24h, después se procedié a observar el

portaobjetos en el microscopio y a tomar fotografias de las estructuras que fueron observadas.

Siguiendo la metodologia estipulada por Fernando et al., (2000), se realiz6 la caracterizacion
cultural de las colonias fingicas obtenidas describiendo el color del micelio tanto del anverso
como el reverso, la forma del margen, superficie de las colonias, elevacién de las colonias y el
borde de las colonias. Usando la escala Pantone descrita en (Pantone Coated Color Reference, 2012) Se

valoro el color del micelio de las colonias.
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Para la caracterizacién morfologica se usaron las claves taxondmicas descritas por Barnett y
Hunter (1972). En cuanto al género Trichoderma, estas claves fueron tomadas del trabajo de
Samuels et al. (1999) y para M. roreri fueron usadas las claves descritas en el trabajo de
Villavicencio (2010, p. 10). Para la descripcion de los tipos de conidios uso la clasificacion

propuesta por Saccardo (1886).

3.6.5.4. Caracterizacion molecular

El ADN genémico fue extraido del micelio de los cultivos. Los Primers de la region ITS
(Espaciador transcrito interno) fueron utilizados para la caracterizacion molecular a partir del
ADN genomico. Los productos de PCR de la region fueron secuenciados, y las secuencias
obtenidas fueron comparadas con la base de datos del NCBI.

Se utilizé la siguiente metodologia para lograr la caracterizacién molecular:

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se dividi6 en dos partes: Lisis fisica y Lisis quimica.

Para la extraccion del ADN fue necesario repicar los hongos obtenidos de los cultivos
monosporicos a cajas Petri con medio PDA + Streptomicinay Chloramphenicol e incubarlos hasta

gue haya crecido suficiente micelio, sin embargo, el tiempo de incubacién no fue mayor a 15 dias.

Dentro de la cabina de flujo laminar se cosecho el micelio con la ayuda de una paleta previamente
esterilizada, se colocd el micelio sobre papel bond esterilizado y se dejé secar por
aproximadamente 30 min, el papel se etiqueto y se cubrié con papel aluminio, se colocé dentro
de un sobre manilay se lo sello dentro de una funda ziploc, la cual se colocé en el ultracongelador

a una temperatura de -40 °C hasta el dia siguiente.

La lisis fisica se inicié colocando el micelio dentro de un mortero previamente esterilizado y
agregando nitrégeno liquido, a continuacion, con el pistilo igualmente esterilizado se procedio a
macerar el micelio, obteniendo un polvo fino, el cual se colocé dentro de un microtubo de 1,5 mL

estéril, inmediatamente este se almacend en el ultracongelador a una temperatura de -40 °C.

La lisis quimica, se dio con el uso del kit de extraccion PROMEGA Wizard® Genomic DNA, se

realizaron los pasos propuestos por el fabricante con ciertas modificaciones:
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1. Se adicionaron 600 pL de solucidn de lisis de ndcleos en los microtubos con el micelio
macerado, después se colocaron los microtubos en el vortex por 3 s, a continuacion, se

incubaron en el bafio maria a 65 °C por 15 min y cada 5 min se invirtieron los microtubos.

2. Luego se colocaron 200 pL de solucién de precipitacién de proteinas, y se llevaron los
microtubos al vortex por 20 s, a continuacion, fueron centrifugados a 14000 rpm durante 10
min, lo que provoco que el precipitado de proteinas formara un pellet, inmediatamente el
sobrenadante de aproximadamente 600 pL se trasladé a un nuevo microtubo en el cual se
agregaron 600 pL de cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1), que fue sacudido en el vortex
por 20 s y centrifugado durante 10 min a 1400 rpm. Finalmente se traspaso el sobrenadante
que es el que contiene el ADN, el cual es de aproximadamente 600 pL hacia un nuevo
microtubo de 1,5 mL.

3. A continuacion, se agregaron 600 pL de Isopropanol frio, se mezcl6 la solucion invirtiendo
los microtubos de forma cuidadosa, una vez terminada la accién se colocaron los microtubos

en el ultracongelador durante 10 min para después se centrifugarlos a 14000 rpm por 10 min.

4. Después se observd si hubo la formacion del pellet en el fondo de los microtubos,
posteriormente se descarto6 el sobrenadante de manera muy cuidadosa para evitar que el pellet
se pierda, luego el realizaron dos lavados, cada uno adicionando 600 pL de etanol 70 % frio

y se los centrifug6 a 14000 rpm durante 5 minutos.

5. Seguido a este paso se descartd el etanol y para el secado del pellet se colocaron los
microtubos sobre bandejas limpias cubiertas con papel toalla estéril en posicion horizontal

con la tapa abierta durante 12 h.

6. Por Gltimo, una vez transcurridas las 12 h se resuspendié el pellet agregando 50 pL de TE y
2 UL de RNasa en cada microtubo, después fueron incubados en el bafio maria por 3h a una
temperatura de 37°C, concluido este tiempo se procedié a guardar los microtubos en el
congelador hasta el momento de su uso.

PCR

Se utiliz6 la metodologia de ampliacion en cadena del ADN con los iniciadores ITS1 e ITS4

(Tabla 4-3), para la identificacion molecular de los morfotipos hallados.
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Tabla 4-3. Primers usados para las PCR

Cédigo Secuencia
ITS: F (Forward) 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA- 3
ITS:sR (Reverse) 3 -TCCTCCGTTATTGATATGC-5

Fuente: White, T. J. etal., 1990
Realizado por: Quitio, Dayse, 2022.

Reactivos usados para la reaccion de PCR:

e 12,5 L de Master Mix, 2X Go Taq® Green
e 2 pL (1 pmol) primer Forward (ITS 1)

e 2 uL (1 pmol) primer Reverse (ITS 4)

e 4,5 L de agua ultrapura estéril

e 4uL (ng/puL)de ADN

Dando un volumen total de 25 pL.

o Programa usado para la amplificacion por PCR

Desnaturalizacion inicial 95 °C durante 5 min, y 40 ciclos de las condiciones, 95 °C durante 60 s
(desnaturalizacién), 51 a 54 °C durante 60 s (anelamiento), 72 °C durante 60 s (extension) y
finalmente se realiz6 una Gltima extension a 72 °C durante 5 min, en el termociclador.

PCR para el género Moniliophthora sp.

En cuanto al género Moniliophthora se utiliz6 la técnica de amplificacion en cadena del ADN,
con diferentes indicadores que permitieron establecer la especie de Moniliophthora de los aislados

obtenidos.

Tabla 5-3: Conjuntos de primers utilizados en PCR para Moniliophthora sp.

Cddigo Secuencia
ITS5(Forward) 5’ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3
ITS4 (Reverse) 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3

Fuente: Zhou et al., 2021: p.5; Prabhakaran et al., 2014: p.4
Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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o Programa usado para la amplificacion por PCR para el género Moniliophthora sp.

Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 1 min y 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 52 °C por 45 s
(anelamiento) y 72 °C por 1 min (extension) y un ciclo final de 72 °C por 7 min.

Electroforesis

La forma de comprobar si existio la amplificacion de los productos de PCR fue realizando
electroforesis. El gel para la electroforesis fue preparado con 0,6 g agarosa y 60 ml de agua
destilada, al gel se le adiciono 2,5 pL de un agente intercalante (Nuclei Acid Staining Solution
UniSafe Dye), colocado el gel en la cuba electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB-710) e
inmediatamente se afiadieron los peines para formar los pocillos, una vez que se gelifico el gel se
retiraron los peines y se adiciona a la cuba un volumen de 300 mL aproximadamente de Tris
borato EDTA Buffer (TBE) a una concentracion del 10%.

Sobre una cinta parafilm se colocaron 1,5 pL buffer de carga (10X BlueJuice™ Gel Loading
Buffer), mas 1 pL de agua ultrapura estéril y 2,5 pL de los productos de PCR, estas muestras
fueron colocadas en los pocillos y se corri6 la electroforesis con un voltaje de 80 voltios durante
60 min. Terminada la electroforesis el gel fue colocado sobre el transluminador UV (FISHER
SCIENTIFIC 88A) y se procedio a observar si se amplifico el ADN.

Nota: en el primer pocillo se coloc6 una muestra de control para confirmar que el AND realmente

se amplifico

Secuenciacion

Las muestras fueron secuenciadas con la tecnologia SANGER en la empresa MACROGEN
COREA.

Analisis de las muestras secuenciadas

Con el programa Chromas Technelysium Pty Ltd version 2.6.6 se visualizaron los
electrofotogramas y se omitieron las partes de mala calidad, a continuacion, las secuencias se
exportaron al formato FASTA, las cuales con el uso de BLAST del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) se realizaron las comparaciones de las secuencias mediante el % de

identidad, % de cobertura, e-value, obtenidas con la de los bancos de datos.
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3.6.5.5. Preservacion de cultivos fangicos puros mediante el método de Castellani

Para la conservacion se utilizo la metodologia propuesta por Castellani, (1967: p. 181), a la cual se
le realizaron ciertas modificaciones. La conservacion se realizd cortando discos con un diametro
de 5 mm a los cultivos monospdricos, estos cortes se realizaron con la ayuda de fragmentos de
sorbetes estériles. Con la ayuda de palillos estériles los discos se colocaron en microtubos de 2
mL previamente esterilizados, los cuales contenian agua destilada estéril con un volumen de 1,5
mL, la cantidad de discos colocados fueron de 5 a 8. Los microtubos debidamente etiquetados se

almacenaron cajas y se las almacenaron en el congelador.

3.6.5.6. Método de evaluacion y registro de datos

Ndmero de frutos o muestras

Se elabor6 una matriz de los frutos enviados para analizar, en los cuales se tomo en cuenta los
siguientes parametros: procedencia (canton, parroguia, comunidad y propietario), fenotipo y

ndmero de frutos.

Localidades

Los datos climaticos requeridos se obtuvieron de la pagina web NASA-POWER, que proporciona
datos meteoroldgicos de investigacion de la NASA mediante satélites y la ubicacién de las
localidades altitud y las coordenadas geograficas (latitud y longitud) fueron tomadas como la

ayuda de un Sistema de Posicionamiento Global (GPS).

Andlisis de diversidad fangica asociada a los frutos de cacao.

Las colonias flingicas caracterizadas morfoldgicamente, cultural y molecularmente e
identificadas fueron utilizados para el analisis de diversidad flngica asociada a frutos de cacao,
usando una matriz de abundancia relativa de géneros, posteriormente fueron agrupados en OTUs
(Unidades Taxondmicas Operacionales). Los graficos con la composicién taxonémica de los
géneros fueron realizados utilizando el programa R 4.1 (R Development Core Team) vy las
librerias ggplot. Los analisis de diversidad de hongos fueron calculados utilizando los indices
de Diversidad (ID). La diversidad Alfa (la diversidad que existe dentro de cada muestra) fue
calculada utilizando la serie de Hill, que lleva en consideracién el nimero efectivo de OTUs para
calcular lariqueza (q=0), diversidad de Shannon (q=1) y la diversidad de Simpson (g=2) usando
la libreria INEXT en el programa R 3.6. La diversidad entre las diferentes localidades, fueron
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analizadas posteriormente utilizando: estadistica descriptiva, donde se utilizara descriptores
como: media y mediana; y estos datos se compararon mediante graficos de barras, y estadistica

no parameétrica.
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CAPITULO IV

4.  MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Caracterizacion cultural y morfolégica de los microorganismos fungicos

Morfotipo P: Penicillium sp.

Las aislados del morfotipo de Penicillium sp. desarrollados en medio de cultivo PDA incubados
en condiciones de oscuridad a 26°C por 14 dias. Las colonias mostraron forma circular e irregular,
elevacion plana y rizada, el borde fue entero y crenado; mientras la superficie varié de rugosa a
lisa. La coloracion en el anverso fue verde oscuro y en el reverso varié de naranja a gris (Tabla
6-4) (llustracion 2-3).

Las estructuras microscopicas observadas de los Morfotipos P, coinciden con las caracteristicas
presentadas para el género Penicillium sp. Los morfotipos presentaron hifas muy ramificadas con
conidioforos ramificados biverticilados, estipites de paredes lisas, con forma de cepillo largo las
cuales producen fialidas de cuello estrecho y corto. Los conidios mostraron forma globosa y
elipsoidal, con paredes lisas, unicelulares, las cuales se encontraban dispuestas en cadenas largas

con un tamafio de 3,5 de 3,5 um x 3,25 um (llustracion 3-3).

La caracterizacion molecular present6 los siguientes datos: el producto de PCR del morfotipo P1
tuvo un tamafio de 378 bp (pares de bases), el analisis BLAST mostrd un porcentaje de identidad
del 98,41%, con la accesion MK805460.1, que corresponde a el género Peniciillium sp. El
morfotipo P2 presentd un tamafio de 356 bp porcentaje de identidad del 99,72% con la accesion
MT606192.1, que corresponde al género Peniciillium sp. y como especie sugerida Penicillium
roqueforti (ANEXO D).

Tabla 6-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Penicillium sp.

Tamario de
) o Color del Color del
o Elevacion Borde  Superficie esporas (pm)
Cadigo Forma Anverso Reverso A
M.P1 Irregular Plana Entero Rugosa Verde oscuro Naranja 4,75 4,35
M.P2 Circular Rizada Crenado Lisa Verde oscuro Gris 3,5 3,25

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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lustracion 2-4. Caracteristicas culturales de Penicillium sp., cultivado en medio PDA.
Realizado por: Quitio, D. 2022.

lustracion 3-4. Caracteristicas morfoldgicas de Penicillium sp., cultivado en medio PDA.
1a) Conididforo penicilado 2a) ameroconidio/hialino

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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Andrade (2021, p.07) menciona que el género Penicillium sp. presenta colonias de color verde
grisaceo con bordes de color marrén claro y blanco en el frente y en el reverso una tonalidad
marrén claro. Microscopicamente presentan conidioforos con ramas monoverticilados y
biverticilados, cada rama produce de 2 a 4 fidlidas. Conidios catenulados, subglobosos o
fuertemente elipsoidales, hialinos, lisos con 1.5-3.0 x 2.0-3.0 um de tamafio, lo cual coincide con
las caracteristicas microscOpicas observados en los Morfotipos P (llustracion 4-3). Estas
caracteristicas también coinciden con lo expresado por Park (2020, p. 13) el cual menciona que
Penicillium sp. posee conidiéforos monoverticilados y biverticilados; estipites de paredes lisas,
fialides ampuliformes con conidios de paredes lisas, subglobosas hasta ampliamente elipsoidales.

El género Penicillium sp. estd conformado por una abundante cantidad de especies,
aproximadamente 200 lo cual lo convierte en uno de los grupos flngicos mas bastos, es
mayormente reconocido por ser una fuente de antibiéticos. Sin embargo, hay reportes de que
Penicillium endéfito coloniza sus nichos ecoldgicos y protege a su planta hospedera contra
multiples estreses al exhibir diversas funciones bioldgicas que pueden explotarse para
innumerables aplicaciones, incluidas las agricolas, biotecnoldgicas y farmacéuticas. Durante las
Gltimas 2 décadas, las especies enddfitas de Penicillium se han investigado mas alla de su
potencial antibiético y se han informado numerosas aplicaciones. Se han informado efectos
antifibréticos, neuroprotectores y actividades insecticidas y de biocontrol. Ademas, varios
Penicillium sp. enddéfitos se han caracterizado como biocatalizadores, promotores del crecimiento

vegetal, fitorremediadores y productores de enzimas (Toghueo y Boyom, 2020, p.106).

Morfotipo T: Trichoderma sp.

Los aislados de Morfotipo T, los cuales fueron cultivados en medio PDA con una temperatura
de 26°C, incubados en oscuridad durante 14 dias, presentaron colonias de forma irregular,
elevacion efusa y rizada, con una superficie concéntrica. La coloracién que se observé fue desde
verde oscuro a blanco en el anverso; mientras que, el reverso presentd colores que fueron de

amarillo oro, blanco hueso y amarillo limén (Tabla 7-4) (llustracion 4-4).

Las colonias del Morfotipo T, demostraron un rapido y abundante crecimiento micelial que en su
mayoria es de color blanco e incluso amarillo, cuando las esporas aparecen denotan un color verde
ocuro y verde amarillo. Microscopicamente se observaron hifas hialinas septadas, sus
conididforos fueron hialinos no verticilados, las fidlides eran singulares o en grupos mientras que
sus conidios eran de forma ovalada, de color cerde oliva. El tamafio que presentaron las esporas
fue de 2,7 - 3,5 um x 2,7 - .2,8 um. Estas caracteristicas fueron similares a los que presentan las
especies del género Trichoderma sp. (llustracion 5-4).
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La caracterizacion molecular presento los siguientes datos: el producto de PCR del morfotipo T1
presentd un tamafio de 389 bp, el analisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del 100%
con la accesion KJ783298.1 que corresponde al género Trichoderma sp. teniendo como especie
sugerida Trichoderma stilbohypoxyli. EI morfotipo T2 presenté un tamafio de 501 bp y un
porcentaje de identidad del 100% con la accesion ON705517.1 que corresponde al género
Trichoderma sp., y como especie sugerida estd Trichoderma harzianum. El producto de PCR del
morfotipo T5 presentd un tamafio de 575 bp y el anélisis BLAST mostr6 un porcentaje de
identidad del 100% con la accesion KJ783298.1 que correspondi6 al género Trichoderma sp.,
teniendo como especie sugerida Trichoderma harzianum (ANEXO D).

Tabla 7-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Trichoderma sp.

Color Color del Tamario de
i ici olor ce espora (jum)

Codigo Forma Elevacion Borde Superficie del REVErso _tspora\pm)
Anverso L A
M.T1 Irregular Efusa Filamentosa  Concéntrica Verde Amarillo oro 2,7 2,7

0scuro
M. T2 Irregular Rizada Rizada Concéntrica Blanco Blanco hueso 2,7 2,5
M.T5 Irregular Rizada Filamentosa  Concéntrica Blanco Amarillo 3,5 2,8
limoén

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

llustracion 4-4. Caracteristicas culturales de Trichoderma sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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llustracion 5-4. Caracteristicas morfol6gicas de Trichoderma sp., cultivado en medio
PDA. 1a) conidi6foros verticilados.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Romero et al (2009, p. 12) menciona que la temperatura 6ptima para el crecimiento adecuado de
Trichoderma sp. es de 20 a 28 °C. La colonia posee una superficie blanca en el anverso y en su
reverso posee un color violeta, el poco crecimiento del micelio aéreo denota una superficie dura
y aspera; sin embargo, con el pasar del tiempo el centro de la colonia se torna algodonoso, estas
caracteristicas coinciden con las observadas en las colonias asociadas a los morfotipos T
(Nustracion 5-3). Los conidi6foros al no poseer una etapa sexual poseen conidios asexuales y
estos son producidos en grandes cantidades, poseen formas cilindricas, subglobosas y cilindricas,
con paredes poco asperas, y su tamafio es de 3 a 5 um de didmetro, estas se forman de células
conididgenas y fialides. Estos hongos llegan a producir clamidosporas, con un tamaiio de 15 pm,

de didmetro y adquieren una coloracion verde (Martinez et al., 2015, p. 03).

Las especies pertenecientes al género Trichoderma sp., se encuentran distribuidas en una gran
gama de ambientes y poseen diversas activadas bioldgicas. Estos hongos desempefian un papel
muy importante como descomponedores de materia organica, micoparasitos de patdgenos y
endofitos de plantas lefiosas. La interaccion endo6fita que mantienen Trichoderma y su planta
hospedante resulta compleja, ya que involucra demasiados pasos desde que entran en contacto
hasta la colonizacién de los tejidos internos de la planta. En esta interaccion el hongo puede

comportarse como un agente inocuo o llegar a ser un simbionte ya que puede estimular el sistema
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de defensa de la planta, lo que induce la resistencia de esta ante plagas y enfermedades, logra
fomentar el crecimiento junto con la capacidad fotosintética y contribuir a la solubilidad de los
nutrientes presentes en el suelo para la planta. Con el pasar de los afios se han realizado varias
investigaciones acerca de la diversidad y la taxonomia Trichoderma, lo que ha dado como
resultado el descubrimiento de muchas especies nuevas (Vinale F, et al., 2008, p.04). Estudios han
demostrado que especies del género Trichoderma: T. koningiopsis y T. stromaticum aisladas en
el habitat donde se desarrollan las enfermedades del cacao, se presentan in vitro como supresores
de la Moniliasis y Escoba de bruja (Souza, et al., 2006, p. 67).

Morfotipo 1: Lasiodiplodia sp.

Los aislados del Morfotipo 1 fueron sembrados en cultivos de medio PDA incubados en
condiciones de oscuridad a una temperatura de 26°C y presentaron abundante micelio aéreo de
rapido crecimiento, con forma filamentosa, elevacion rizada, superficie radial y coloracién tanto
gris como blanco en el anverso y en el reverso un color negro y blanco lino (Tabla 8-4)

(lustracion 6-4).

Se observaron hifas septadas de color café y se lograron observar conidios inmaduros. Estos
conidios inmaduros en un inicio fueron hialinos, de doble capa, unicelulares, estos poseian una
forma subovoide y elipsoide, con su apice redondeado y su base truncada, con un tamafio de 5,7

um de largo x 2,68 um ancho. (llustracion 7-4).

El producto de PCR del morfotipo M.1 present6 un tamafio de 382 bp y el analisis BLAST mostro
un porcentaje de identidad del 99,84% con la accesion MN249167.1 que corresponde a el género
Lasiodiplodia sp. No se realiz6 caracterizacion molecular del morfotipo con el codigo M.2
(ANEXO D).

Tabla 8-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Lasidiplodia sp.

Color Tamairio de
. o Color del
o Elevacion Borde Superficie del espora (pm)
Cadigo Forma Reverso
Anverso L A
M.1 Filamentosa Rizada Filamentosa Radial Gris Negro - -
M.2 Filamentosa Rizada Filamentosa Radial Blanco Blanco lino 57 2,68

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

34



llustracion 6-4. Caracteristicas culturales de Lasiodiplodia sp., cultivado en medio PDA.
Realizado por: Quitio, D. 2022.
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llustracion 7-4. Caracteristicas morfoldgicas de Lasiodiplodia sp., cultivado en medio
Agar-avena al 4%. 1a) ameroconidio subhialino/borde negro
(inmaduros).

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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En medio de cultivo PDA las especies del género Lasiodplodia sp. son capaces de crecer en
temperaturas minimas de 10°C hasta una maxima de 40°C, siendo la 6ptima de 25 a 35°C en
condiciones de oscuridad, mostrando micelio aéreo que a medida que crece este pasa de moderado
a denso, cuyo color va cambiando de blanco a gris humo tanto en el anverso y en el reverso, como
se observo en el morfotipo 2 (llustracién 6-4). En el estado asexual el Lasiodiplodia presenta
conidiomas de 2 mm de didametro, picnidios globosos, solitarios, separados, uniloculados,
cubiertos de hifas negras, sumergidos a semisumergidos. Conidiéforos hialinos, lisas,
holoblasticas con un tamafio promedio de 11 x 3,7 um, formando conidios en sus puntas. Los
conidios son hialinos, con paredes gruesas, con forma ovoide redondeado en sus extremos, con el
pasar del tiempo estos conidios maduran por lo que presentan un color marrén palido, septados
con tamafio promedio de 31,3 x 16,4 um (Meng et al, 2021, p, 09).

Félix et al (2019, p. 21) comenta que el género flngico Lasiodiplodia sp. son patégenos flngicos
de gran importancia econdmica ya que resultan muy destructivos. Son enddfitos y patdégenos
latentes que residen dentro de los tejidos vasculares de las plantas sin denotar ningin sintoma a
menos que existan las condiciones apropiadas para su desarrollo. De al existir las condiciones
apropiadas dentro o fuera de la planta hospedera, este pasa de endé6fito a patdgeno, por lo cual las
especies de este género reciben la denominacion de patdgenos fungicos oportunistas. Marsberg
et al (2017, p. 17) menciona que entre los sintomas causados por las especies de este género se
encuentran: el aparecimiento de varios chancros, muerte regresiva y pudriciones de fruta y raices,
llegando a afectar a nivel mundial mas de 500 especies de plantas, por ejemplo: cacao, mango
papaya, pitahaya, entre otras (Urbez et al, 2016, p 31).

Morfotipo 3: Epicoccum sp.

Los aislados del morfotipo 3, presentaron caracteristicas similares al género Epicoccum sp., estas
colonias crecieron en un medio de cultivo PDA, a una temperatura de 26°C, en condiciones de
oscuridad. Las colonias presentaron un crecimiento de forma irregular, con elevacion rizada y
efusa, con bordes filamentosos, rizados y ondulados y con superficies rugosas y onduladas.
Poseen una coloracién en el anverso que va desde amarillo oro, amarillo, café blanco crema y
beige claro; mientras que, en el reverso poseen una coloracion de rojo caoba, amarillo y negro.
(Tabla 9-4) (llustracién 8-4).

Presentaron conidiéforos cortos. Los conidios poseen una forma muriforme, cuya pigmentacion
es amarillo oscuro, con un tamafio que va desde 12,5 — 15,25 um de largo x 10 — 13,25 pm de
ancho. Estas caracteristicas concuerdan con las que presentan las especies de género Epicoccum

(Hustracion 9-4).
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La caracterizacion molecular presentd los siguientes datos: El producto de PCR del morfotipo
M.9 tuvo un tamafio de 362 bp, el analisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del 100%,
con la accesion MH397098.1, que corresponde al género Epicoccum sp. y la especie sugerida fue
Epicoccum nigrum. Del morfotipo M.15, el tamafo del producto PCR fue 470 bp, el analisis
BLAST mostré un porcentaje de identidad del 99,79%, con la accesion MG832438.1, que
corresponde a el género Epicoccum sp. En cuanto al morfotipo M.7, mostré un tamafio de 450 bp,
el analisis BLAST present6 un porcentaje de identidad del 100%, con la accesion MG832438.1,
que corresponde al género Epicoccum sp. El producto de PCR del morfotipo M.4 tuvo un tamafio
de 517 bp, el anélisis BLAST mostré un porcentaje de identidad del 99%, con la accesion
MG832438.1 que pertenece al género Epicoccum sp. ElI morfotipo M.5 presentd un tamarfio de
403 bp, el andlisis BLAST mostré un porcentaje de identidad del 99,26%, con la accesion
MG832438.1, que corresponde al género Epicoccum sp. Finalmente el producto de PCR del
morfotipo M.11 tuvo un tamafio de 364 bp, el analisis BLAST present6 un porcentaje de identidad
del 98,9% con la accesion MG832438.1, que corresponde al género Epicoccum sp. (ANEXO D).

Tabla 9-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Epicoccum sp.

Color Tamafio de
. - Color del  ocHras
Codigo Forma Elevacion Borde Superficie del Reverso p (pm)
Anverso L A
M.9 Irregular Rizada Filamentoso Rugosa Amarillo  Rojo caoba -
oro
M.15 Irregular Rizada Rizada Ondulada Amarillo Amarillo
M.7 Irregular Rizada Rizada Ondulada Blanco Negro (int)
crema Crema (ext)
M.4 Irregular Rizada Rizada Rugosa Beige Café
claro
M.5 Irregular Efusa Ondulada Ondulada Amarillo  Rojo caoba 12,5 10
oro
M.11 Irregular Rizada Rizada Ondulada Café Negro

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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llustracion 8-4. Caracteristicas culturales de Epicoccum sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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llustracion 9-4. Caracteristicas morfologicas de Epicoccum sp., cultivado en
medio SNA con aciculas de pino. 1a) Dictioconidio/cafe.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

De Lima et al. (2011, p.02) menciona que las especies pertenecientes al género Epicoccum sp.,
crecidas en medio de cultivo PDA presentan un crecimiento micelial aéreo moderado, cuyos
margenes son irregulares con colores que van desde color naranja intenso a blanco, café y negro
en su anverso y en el reverso denota un color que va desde naranja a rojo oscuro. Las colonias
forman conidiéforos en esporodoquios. Conidios con tamafios de 17,69 a 26,69 um de largo y
12,81 a 20,13 pm de ancho, lo cual coincide con los dictioconidios observados del morfotipo 5
(Hustracion 9-4).

Epicoccum sp. es un género perteneciente a la division de ascomicetos, se encuentra en el suelo,
la filosfera y en la madera. Este género es especialmente saprofito, los cuales se aislan de casi
todos los posibles sustratos terrestres y marinos alrededor del mundo (Peng et al., 2012, pp. 247-257).
De Lima et al (2012, p.07) corrobora este concepto mencionando que Epicoccum sp. es un género
de hongos distribuidos en todo el mundo. Estos son posibles enddéfitos que habitan en la cafia de
azucar, frijoles, papas, guisantes y duraznos. Este género es conocido también por su actividad de
biocontrol contra patdgenos de su plantas, especialemente en el girasol, manzana, algodén y

melocoton.

Se ha caracterizado de forma quimica un pigmento amarillo soluble en agua el cual demuestra
una fuerte actividad antifngica y es creado por E. nigrum (Kiruma y Furui, 2002, p. 28). Se sabe que
E. nigrum llega a producir varios metabolitos secundarios que poseen actividad antifingica, lo
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que ha llevado a que se intenten desarrollar productos de control bioldgico derivados de esta
especie. Varios de los metabolitos producidos por E. nigrum ya han sido caracterizados, siendo
la flavipina (3,4,5-trihidroxi-6-metil-O-ftalaldehido), la cual presenta una fuerte actividad
antimicrobiana contra hongos y bacterias, junto a flavipina también tenemos las; epicoccins,
epicorazines y epirodin los cuales igualmente presentan actividad antimicrobina. Por otro lado,
tiorcina y epicoccamidas son reportadas como poseedoras de propiedades antitumorales (Bell y

Karuso, 2003, p. 125).

Morfotipo 16: Clonostachys sp.

Las colonias que pertenecen al morfotipo 16, presentaron caracteristicas que coinciden con las
del género Clonostachys sp., estas colonias fueron incubadas a 26°C, en condiciones de oscuridad,
durante 15 dias y crecieron en medio de cultivo PDA. Presentaron en la mayoria de morfotipos
un micelio de coloraciéon amarillenta con aspecto granuloso en el anverso y en el reverso se
observo una coloracion blanca y café oscura. Las formas de estas colonias fueron irregulares,
circular y rizoide, la elevacion fue rizada, mientras el borde de las colonias fue tanto rizada,

crenada y convexa, ademas su superficie fue concéntrica (Tabla 10-4) (llustracion 10-4).

A través del microscopio se observaron fialides alargadas, las cuales en su apice formaron los
conidioforos verticilados y penicilados. Los conidios cuya forma varié de subglobosos a
elipsoidales, poseen un tamafio de 7,78 — 6,31 um de largo x 4,38 — 2,9 um de ancho (llustracién

11-4). Estas caracteristicas coinciden con el género Clonostachys sp.

La caracterizacién molecular mostr6 que el producto PCR del morfotipo M.16 tuvo un tamafio de
461 bp, el analisis BLAST mostré un porcentaje de identidad de 99,57% con la accesion
MT448899.1, que corresponde al género Clonostachys sp. y la especie sugerida fue C. rosea. El
morfotipo M.17 tuvo un tamafio de 378 bp del producto PCR, el analisis BLAST present6 un
porcentaje de identidad del 99,47% con la accesion KY413696.1 que corresponde al género
Clonostachys sp. El producto de PCR del morfotipo M.21 tuvo un tamafio de 384 bp el analisis
BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del 99,74% con la accesion NR_168235.1, que
pertenece a el género Clonostachys sp. y la especie sugerida fue C. eriocamporesiana. El

morfotipo M.18 no fue caracterizado molecularmente (ANEXO D).
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Tabla 10-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Clonostachys sp.

Tamafio de
- y Bord S fici Color del Color del

o evacion orde uperficie esporas

Codigo Forma Anverso Reverso P ()
L A
M.16  Irregular Rizada Rizada  Concéntrica Blanco Amarillo 6,5 3
narciso

M.17 Circular Rizada Crenada Concéntrica Café claro Amarillo oro 7,78 4,38
M.18 Circular Rizada Convexa Concéntrica Blanco Amarillo rubio 7,18 2,83
M.21 Rizoide Rizada Rizada  Concéntrica Blanco Blanco 6,31 2,9

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

llustracion 10-4. Caracteristicas culturales de Clonostachys sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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llustracion 11-4. Caracteristicas morfoldgicas de Clonostachys sp., cultivado en medio

Agar-avena. 1a) Conididforo penicilado 2a) Conidi6foro verticilado.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Las especies pertenecientes al género Clonostachys sp., muestran un crecimiento adecuado en
medio PDA a una temperatura 6ptima de 24 a 26°C en oscuridad continua, las colonias poseen
un color blanco a azafran en la superficie, como se observa en los morfotipos asociados al género
Clonostachys (llustracion 10-4). Presentan hifas hialinas, células conididgenas fialides, las
cuales en su mayoria son solitarias, fidlides de un tamafio de 19 — 48 x 1-2 um, las cuales se van
estrechando en el apice hasta alcanzar un tamafio de 1pum. Los conidios se producen de manera
individual en las puntas de las fidlides y se agrupan en cabezas viscosas (llustracion 11-3), con
forma cilindrica que en sus extremos son redondeados, estas poseen un tamafio que va desde 3 —
7 um de largo X 1 — 2 um de ancho (Ebrahimi, 2016, p. 29). Perdonomo et al., (2011, p.11) comenta que
se forman clamidosporas unicelulares y adelofiélides, estas se llegan a forman individualmente;

sin embargo, en ocasiones se dan en cadenas cortas, estas presentan un tamafio de 4—7 x 3—6 pm.

Schroers (2001, p. 21) indica que Clonostachys sp., €s un género que se encuentra comunmente en
habitad de regiones tropicales y subtropicales, y son muy reconocidos como habitantes del suelo,
descomponedores de plantas y endofitos. Debido a la capacidad que posee de suprimir la
esporulacion de hongos fitopatdgenos, colonizar tejidos senescentes o muertos, promover el
crecimiento de las plantas y lograr inducir resistencia en estas, Clonostachys es reconocido como
un importante agente de control biolégico. Zhao et al (2021, p. 10), corrobora este concepto
mencionado que el género Clonostachys sp., comprende a hongos micoparasitos los cuales
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contribuyen al control bioldgico de enfermedades fngicas de plantas y nematodos. Estos habitan
en regiones tropicales y templadas, en el suelo, hongos y arboles agoénicos u hojas podridas,
también, aunque en menor parte son parasitos mixomicetos, nematodos, garrapatas, moluscos y
arafas. En este género se han caracterizado aproximadamente unas 92 especies. Algunas especies
de este género han sido desarrolladas comercialmente para lograr un control biol6gico de los

patogenos en las plantas, en especial la especie mas reconocida es para este fin es C. rosea.

Los hongos del género Clonostachys producen metabolitos secundarios muy diversos con
actividades bioldgicas que son aplicables para la obtencién de productos agroguimicos, se
conocen al menos 229 metabolitos secundarios producidos por este género incluidos
principalmente 84 metabolitos que contienen nitrégeno, 85 policétidos, 40 terpenoides y otros 20
metabolitos, muchos de estos metabolitos denotan actividades bioldgicas, tales como:
antimicrobianas, insecticidas, nematocidas, antiparasitarias, fitotoxicas y citotoxicas (Han et al,

2020, p. 229).

Morfotipo 22: Fusarium sp.

Los aislados del morfotipo 22, fueron cultivadas en medio PDA, en condiciones de oscuridad a
una temperatura de 26°C, estos aislados poseen una forma circular e irregular, con una elevacion
rizada y efusa, un borde crenado y con superficies rugosas y crenadas. Presentaron tonalidades
blancas, rosadas y amarillas en el anverso y en el reverso presentaron una tonalidad que varia de

negra, café, rosada y amarilla. (Tabla 11-4) (llustracion 12-4).

Las colonias del morfotipo 22, mostraron fialides simples con forma de botella, mono-fialidica,
finas y largas. Los macroconidios poseen una forma de medialuna, visiblemente septados,
hialinos, con un tamafio de 20 pum de largo x 5,1 um de ancho. Los microconidios poseen forma
fusiforme y su tamafio es de 7,78 um de largo x 3,1 um de ancho. (llustracion 13-4). Estas

caracteristicas concuerdan con el género Fusarium sp.

La caracterizacién molecular presento los siguientes datos; el producto de PCR del morfotipo
M.22 present6 un tamafio de 450 bp el anélisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del
100%, con la accesién MN602837.1 que corresponde al género Fusarium sp. EI morfotipo M.23
tuvo un tamafio de 465 bp del producto PCR, el analisis BLAST presentd un porcentaje de
identidad del 100% con la accesion MT603307 que corresponde al género Fusarium sp., siendo
la especie sugerida Fusarium fujikuroi. El producto de PCR del morfotipo M.27 tuvo un tamario
de 514 bp el analisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del 100% con la accesion
MNG602837.1 que pertenece al género Fusarium sp. (ANEXO D).
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Tabla 11-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Fusarium sp.

Tamafio de
. o Color del Color del
o Elevacion Borde Superficie esporas (pm)
Codigo  Forma Anverso Reverso "
L A
M.22 Circular Rizada Crenada Rugosa Blanco Negro - -
. Caféy
M.23 Irregular Rizada Crenada Rugosa Rosado - -
Rosado
. Amarilloy )
M.27 Circular Efusa Crenada Crenada Bl Amarillo 7,78 3,1
anco

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

llustracion 12-4. Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

44



RS TN
we s

a f b

llustracion 13-4. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium sp., cultivado en medio PDA.
1a) Conidiéforo con monofialide, 2b) Macroconidios (Fragmoconidio)
hialino 3b) Ameroconidio hialino.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Monzon y Rodriguez (2003, p.03) comentan que las colonias de este género poseen un crecimiento
rapido, el micelio aéreo generalmente es abundante, con aspecto algodonoso y que dependiendo
de la especie los colores que estas manifiesten seran muy diferentes, los colores pueden variar de
purpura, rojo, crema, blanco, entre otros, en el estudio realizados se observaron colonias con las
mismas tonalidades descritas (llustracion 12-4). Tapia y Amaro (2014, p.86), mencionan que
Fusarium sp, presentan fidlides con forma de botella, las cuales son finas y pueden estar
ramificadas o simples, cortas o largas. También se observan macroconidios con formas de
medialuna, septados e hialinos, para conseguir una clasificacién adecuada es necesario conocer
el largo, ancho, curvatura, septos, agrupaciones mucoides y detalles de las células de los extremos.
Los microconidios, ausentes en algunas especies, poseen variadas formas (fusiformes, ovales,
clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas”), en cadenas
largas o corta. Estas descripciones son corroboradas por Del Ponte et al., (2017: pp.69-75), y Balmas
et al., (2000: pp.16-22,36). Las especies del género Fusarium son de particular importancia ya que
pueden propagarse de manera eficiente a lo largo de las rotaciones de cultivos y, a menudo,
infectan una amplia gama de plantas en diversas condiciones ambientales. La prevalencia, el
dominio y la importancia de los patégenos individuales pueden variar mucho segun la ubicacion,

el climay la practica agricola (Finckh, 2015, pp. 29-31).
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Morfotipo 28: Alternaria sp.

Los aislados del morfotipo_28, presentaron caracteristicas similares al género Alternaria sp., los
cuales crecieron en medio PDA por 20 dias, a una temperatura de 26°C, en condiciones de
oscuridad. Las colonias presentaron forma circular, una elevacién rizada y efusa, un borde
ondulado y rizado, la superficie fue concéntrica y lisa, coloracion gris y negra en el anverso, y en
su reverso poseen una coloracion negra y gris. Los conidios mostraron un tamafio de 41,33 um x
10 pm. (Tabla 12-4) (llustracion 14-4).

En los aislados del morfotipo 28, se observaron conidi6foros septados con paredes lisas.
Dictioconidios melanizados con color café, tnicos con forma ovoide y obclavada que se van
estrechando hacia el &pice, estos se encuentra septados verticalmente y transversalmente. Estas
caracteristicas son comunes del género Alternaria sp. (llustracion 15-4).

El producto de PCR del morfotipo M.28 presentd un tamafio de 491 bp, el analisis BLAST mostro
un porcentaje de identidad del 100%, con la accesion OW986459.1, que corresponde al género
Alternaria sp. y la especie sugerida fue Alternaria alternata. En cuanto al morfotipo M.29, el
producto del PCR tuvo un tamafio de 399 bp, el analisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad

del 100%, con la accesién MT636979.1, que corresponde al género Alternaria sp (ANEXO D).

Tabla 12-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Alternaria sp.

Tamano de
N o Color del Color del
o Elevacion Borde Superficie espora (um)
Cadigo Forma Anverso Reverso
L A
M.28 Circular Rizada Ondulada  Concéntrica Gris Negro - -
M.29 Circular Efusa Rizada Lisa Negro Gris 41,33 10

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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llustracion 14-4. Caracteristicas culturales de Alternaria sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

llustracion 15-4. Conidios septados pertenecientes a Alternaria sp., crecidos en medio

Agar-avena al 4%. 1a) y 2b) Dictioconidia/melanizados: café.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Rivas (2014, p. 605) menciona que el género Alternaria sp, presenta conidios Unicos o en cadenas
acropétalas con forma ovoide u obclavada, septados longitudinalmente y transversalmente. El
conididforo es redondo y se estrecha hacia el apice, estas descripciones coinciden con la aportada
por Fabrega (2002, p. 357), donde comenta que los conidios del género Alternaria sp, se caracterizan
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por tener una forma oblonga y ovoide, septados longitudinal y transversalmente, estas

caracteristicas coinciden con las observadas en el morfotipo 29 (llustracion 15-4).

Las especies pertenecientes al género Alternaria sp, son hongos ubicuos y saprofitos, de gran
importancia en la agricultura ya que es responsable de graves enfermedades en varios cultivos de
gran importancia econémica; debido a su adaptabilidad ambiental, en particular a su tolerancia a
las bajas temperaturas y las condiciones de estrés hidrico, estas especies generalmente provocan
enfermedades de manchas foliares, especialmente en vegetales y flores ornamentales (Nishikawa,
2015, pp. 141-149). Estas especies producen un coctel de metabolitos secundarios y hasta el
momento se han caracterizado mas de 70 toxinas, estas toxinas pertenecen al grupo de las
llamadas micotoxinas “emergentes”. Son compuestos de preocupacion debido a su abundancia,
presencia o toxicidad, pero los datos disponibles limitados no permiten una evaluacion de riesgos
exhaustiva con un grado aceptable de certeza (Berthiller et al, 2013, p.16).

Morfotipo 31: Diaporthe sp.

Las colonias del morfotipo 31, fueron cultivadas en medio PDA, incubadas en condiciones de
oscuridad, a una temperatura de 26°C durante 20 dias. Las formas que estas colonias presentaron
fueron circulares e irregulares, elevacion rizada, borde rizado, superficies concéntricas, onduladas
y radiales. El color de las colonias en su anverso fue blanco, y en el reverso la tonalidad varia de
blanco, negro y naranja. El tamafio de los conidios fue de 13,5 um de largo x 5,7 um de ancho
(Tabla 13-4) (llustracion 16-4).

Los aislados del morfotipo 31, cultivados en medio SNA, incubados a 26°C, en condiciones de
oscuridad, presentaron micelio aéreo blanco, esponjoso y denso; sin embargo, con el pasar del
tiempo se tornd marrén en el centro donde se formaron los conidiomas picnidiales, solitarios o
agrupados, globosas. A los 20 dias de incubacidn se observaron en el microscopio conidios alfa;
elipsoidales, redondeados en los extremos, hialinos, la base y el apice se observaron gutulas, el
tamafio que mostraron los conidios fue de 13,5 um x 5,7 um. No se observaron conidios beta
(Mustracion 17-4).

La caracterizacién molecular presentd los siguientes datos: el producto de PCR del morfotipo
M.31 presentd un tamafio de 410 bp, el analisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del
100% con la accesion MT611201.1 que corresponde al género Diaporthe. ElI morfotipo con el
cédigo M.32 presentd un tamafio de 428 bp y un porcentaje de identidad del 99,77% con la
accesion KM266297.1 que corresponde al género Diaporthe. El producto de PCR del morfotipo
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M.34 present6é un tamafio de 403 bp, el analisis BLAST mostrd un porcentaje de identidad de
98,14%, con la accesion KU977877.1 que corresponde al género Diaporthe (ANEXO D).

Tabla 13-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Diaporthe sp.

Color Color del ng;e(l)rizsde
Codigo Forma Elevacion Borde Superficie del Roe\c/)grscej m
Anverso L A
M.31 Circular Rizada Rizada Concéntrica  Blanco Blanco 135 57
M.32 Irregular Rizada Rizada Ondulada Blanco Naranja - -
M.34 Irregular Rizada Rizada Radial Blanco BIet_n(E[o-pegro 95 45
interior

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

llustracion 16-4. Caracteristicas culturales de Diaporthe sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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llustracion 17-4. Caracteristicas morfolégicas de Diaporthe sp., cultivado en
medio SNA 1a) Ameroconidio/hialiano (Conidios alpha).

Realizado por: Quitio, D. 2022.

El género Diaporthe sp., presenta picnidios superficiales en PDA, dispersos, de color marrén
oscuro a negro, globosos, solitarios o agrupados en grupos de 3-5 picnidios. Conidios alfa
bigutulados, hialinos, fusiformes u ovalados, ambos extremos obtusos 6,8 x 2,5 um, como los que
se observaron del morfotipo 34 (llustracién 17-4). Los Beta conidios aseptados, hialinos,

ganchosos, filiformes, gutulados, estrechandose hacia ambos extremos 20-32 x 1-1,5 um (Mena
etal., 2019, p.20).

Las especies pertenecientes al género Diaporthe y su forma asexual Phomopsis son endofitas,
patdgenas y saprobias en una amplia gama de hospederos en todo el mundo. Son patdgenos bien
conocidos en cultivos econdémicamente importantes. Son las causantes de varias enfermedades
comunes, entre ellos: la muerte regresiva de los arboles forestales, manchas en las hojas de té,
tizon de las hojas y las vainas, la pudricion de las semillas de la soja, melanosis, pudricion del
extremo del tallo y gomosis en Citrus sp. y cancro del tallo del girasol (Yang et al., 2018, p.08). El
género Diaporthe sp. y sus anamorfos Phomopsis estan constituidos tanto por especies patdgenas
como enddfitas pero algunos reportes muestran su participacion en la promocion del crecimiento
vegetal. Estudios demostraron que una cepa de Diaporthe aislada de las raices de un pasto hal6fito
promueve el crecimiento de dos pastos agricolas, el tritordeum y el raigras perenne aumentando
la absorcion de nutrientes y debido a la produccion del &cido indol 3-acético. La mejora del
crecimiento y la absorcion de nutrientes podria deberse al hecho de que Diaporthe produce varias
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enzimas extracelulares capaces de degradar las reservas de nutrientes organicos y sideroforos que

mejoran la absorcién del hierro (Toghueo, Rufin M. K. et al., 2022, p. 11).

Morfotipo 36: Neopestalotiopsis sp.

La colonia del morfotipo 36 presentan caracteristicas similares al género Neopestalotiopsis sp.
Este aislado creci6 en medio PDA por 20 dias en condiciones de oscuridad, a una temperatura de
26°C, posee una coloracion blanca con tonalidades amarillas en el anverso y un color amarillo
oro en el reverso. La forma de la colonia fue irregular, con una elevacion efusa, cuyo borde fue
crenado y su superficie fue concéntrica. El tamano de los conidios fue de 16,8 pum x 6,8 um (Tabla
14-4) (llustracion 18-4).

El aislado de Neopestalotiopsis sp, present6 conidios septados de forma elipsoidal, con apéndices
hialinos tanto en la base como en el apice, el color de los septos vario de tonos café a negros. Los
conidios poseen un tamafio es de 16,8 um de largo x 6,8 um de ancho um (llustracion 19-4)

La caracterizacion molecular mostré que el producto de PCR del morfotipo M.36 tuvo un tamafio
de 376 bp, el analisis BLAST presentd un porcentaje de identidad del 100% con la accesion

ON791162.1 que corresponde al género Neopestalotiopsis (ANEXO D).

Tabla 14-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados a Neopestalotiopsis sp.

Tamanfo de
) o Color del Color del
o Elevacion Borde Superficie esporas (pm)
Cadigo Forma Anverso Reverso =
L A
M.36 Irregular Rizada Crenada  Concéntrica  Blanco con Amarillo 16,8 6,8
tonalidades oro
amarillas

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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llustracion 18-4. Caracteristicas culturales Neopestalotiopsis sp., cultivado en medio
PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

llustracion 19-4. Caracteristicas morfoldgicas de Neopestalotiopsis sp., cultivado en
medio PDA. 1la) Fragmoconidia/café y negro 2% Apéndices
hialinos.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Ldpez (2021, p. 36) indica que el crecimiento de este género es irregular, con elevacion plana o

irregular, el micelio presenta color blanco o marrén y con el pasar del tiempo este se torna
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amarillo. Hidrobo (2020, p.35) mencionan que los conidios de Neopestalotiopsis sp son de forma
elipsoidal, multiseptados, con apéndices en los extremos, estos son hialinos y los septos centrales
muestran un color café o verde oliva, con un tamafio promedio de 29,60 um x 5,65 um, lo cual es
corroborado por Zambrano (2017, p. 49). Estas caracteristicas coinciden con las observados en las
colonias del morfotipo_36 (llustracion 19-4), con lo cual se puede garantizar que esta pertenece

al género Neopestalotiopsis sp.

Las especies del género Neopestalotiopsis sp, son patdgenos de gran importancia en la agronomia;
pues, producen tizon en las hojas de diversas plantas y poscosecha provoca pudricién en los frutos
(Ruvishika et al., 2016, p. 64). L0os sintomas comunes de estos patogenos incluyen la pudricion de la
fruta, el tizon de la hoja, la mancha de la hoja, la pudricion del tallo, el tizon gris, el cancro
costroso y la pudricién poscosecha. Ejemplos de importantes especies fitopatdgenas son; N.
piceana y N. samarangensis. La pudricién de la raiz de la fresa es causada por Neopestalotiopsis
Sp. (Darapanit et al, 2021, p.03).

Morfotipo 39: Xylariaceae

El aislado del morfotipo 39, fue cultivado en medio PDA, a una temperatura de 26°C, en
condiciones de oscuridad durante 20 dias. Este aislado presentdé una forma de crecimiento
irregular, cuya elevacion fue rizada, el borde fue filamentoso, con una superficie concéntrica. El
color en el anverso fue café y en su reverso el color fue rojo caoba. El tamafio de los conidios fue
de 5 um x 3,74 um. (llustracion 20-4) (Tabla 15-4).

El aislado del morfotipo 39, presenté ameroconidios subhialinos; de color marrén, con forma
elipsoidal siendo en los extremos estrechamente redondeadas, con un tamafio de 5 um de largo x

3,75 um de ancho, estas caracteristicas coinciden con familia Xylariaceae. (llustracion 21-4).
La caracterizacion molecular presentd que el producto de PCR del morfotipo M.39 tuvo un
tamafio de 476 bp, el analisis BLAST presentd un porcentaje de identidad del 99,79% con la

accesion MT261908.1 que corresponde a la familia Xylariaceae (ANEXO D).

Tabla 15-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados a la familia Xylariaceae.

Color Tamafio de
B o Color del
. Elevacion Borde Superficie del espora (um)
Cadigo Forma Reverso
Anverso L A
M.39 Irregular Rizada Filamentosa  Concéntrica Café Rojo caoba 5 3,75

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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llustracion 20-4. Caracteristicas culturales de Xylariaceae, cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

llustracion 21-4. Caracteristicas morfologicas de Xylariaceae, cultivado en

medio PDA. 1a) Ameroconidia inmaduro/hialino.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Medina (2020, p. 10) menciona que las caracteristicas de esta familia presentan conidios de color
castafio oscuro, de paredes lisas, cilindricas pero asimétricas, algo curvadas y con los extremos
estrechos y redondeados, como se observo en la colonia asociada al morfotipo 39 (llustracion
21-4). Xylariaceae es la familia mas grande del orden Xylariales, a pesar de que su distribucion
es cosmopolita, la mayor diversidad de esta familia se encuentra en la regiones tropicales y
subtropicales (Torta et al, 2022, p. 02). Las especies de esta familia cominmente se encuentran sobre

la madera, semillas, frutos, u hojas de plantas, algunos estan asociados con nidos de insectos.
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Morfotipo 40: Daldinia sp.

El aislado del morfotipo 40, se cultivd en medio PDA, en condiciones de oscuridad, a una
temperatura de 26°C por 20 dias, el aislado presentd una forma rizoide, con una elevacion efusa,
borde filamentoso, superficie concéntrica. ElI micelio fue abundante, de crecimiento aéreo y
presento en el anverso un color blanco con tonalidades verdes y en el reverso adquirié un color
blanco y tonalidades de color negro. El tamafio de los conidios fue de 5,63 um de largo x 2,81 um
de ancho (Tabla 16-4) (llustracion 22-4).

Mostré conidiéforos penicilados hialinos, septados, en cuyos extremos se originaban de una a tres
celulas conidiogenas, hialinas y cilindricas. En el &pice de las células conidiégenas se produjeron
ameroconidios holoblasticamente en secuencia simpodial los cuales son hialinos, con forma

elipsoidal con una base atenuada, de tamafio 5,63 um x 2,81 pum (llustracién 23-4).
La caracterizacion molecular presentd que el producto de PCR del morfotipo M.40 tuvo un
tamafio de 403 bp, el analisis BLAST present6 un porcentaje de identidad del 100%, con la

accesion MK026993.1 que corresponde al género Daldinia. (ANEXO D).

Tabla 16-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Daldinia sp.

Color Tamafio de
» . Color del
o Elevacion Borde Superficie del esporas (pm)
Cédigo  Forma Reverso
Anverso L A
M.40 Rizoide Efusa Filamentosa Radial Blanco Blanco 5,63 2,81

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

llustracidn 22-4. Caracteristicas culturales Daldinia sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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llustracion 23-4. Caracteristicas morfoldgicas de Daldinia sp., cultivado en
medio PDA. 1a) Conidi6foro penicilado 2a) ameroconidio
inmaduro/hialino.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Chan et al (2016, p. 07), informa que los conidi6foros septados se ramifican irregularmente en
estructuras mononematosas, dicotémicas o tricotomicas con una a tres células conidiégenas que
se originan en el extremo, estos son hialinos y negros con exudados pigmentados ocasionales, los
conidios fueron hialinos y elipsoides con una base atenuada, como se observé en el morfotipo 40
(Hustracion 23-4). Caracteristicas similares son reportadas por Mishra et al (2020, p. 07) al igual

que por Wutthiwong et al (2021, p.03).

Las especies que pertenecen al género Daldinia son reconocidas como colonizadoras, debido a
que los estromas a menudo se forman inmediatamente después de que sus hospederos han sido
estresados o dafiados. Estas especies son endofitas, en vista de que poseen la capacidad de
mantenerse en el tejido del hospedero durante un largo tiempo sin causar ningdn sintoma o dafio
evidente. Dichos hongos se hospedan en tejidos sanos, conducen a cabo su periodo y fructifican
una vez que la planta hospedera es sometida a un disturbio. Las fases asexual y sexual es posible
que lleguen o no a coincidir en el tiempo, o incluso pueden desarrollarse sobre sustratos diferentes
como organismos supuestamente distintos (Barbosa-Reséndiz et al, 2020, p 02). Las especies de
Daldinia generalmente se encuentran en maderas en descomposicion también se pueden encontrar
como endofitos en orquideas y en insectos (Ngeow et al, 2012, p. 03). Daldinia eschscholzii es un
endofito invasivo que se encuentra mas cominmente en tejidos vegetales ricos en metabolitos

secundarios, este hongo que habita en la madera y recientemente se descubrié que produce
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dalesconol A y B y nuevos policétidos utilizados en agentes inmunosupresores (Barnes et al, 2016, p.
02).

Morfotipo 43: Nigrospora sp.

La colonia del morfotipo 43, fue cultivada en medio PDA, incubada a 26°C, en condiciones de
oscuridad durante 25 dias. La colonia presento las siguientes caracteristicas culturales: forma
filamentosa, elevacion razada, borde filamentoso, superficie radial, el micelio es abundante y
aéreo, de color blanco en el anverso y amarillo crema en el reverso (Tabla 17-4) (llustracién 24-
4).

Se observaron conidiéforos reducidos a células conididgenas, que estan dispersos en hifas con un
color marrén péalido, monoblasticas, solitarias, con forma ovoide y ampuliforme. Los
ameroconidios poseen forma en su mayoria elipsoidal, liso, de color negro brillante, con un
tamafio de 19,38 um x 2,81 um. Estas caracteristicas son similares a las que presenta el género

Nigrospora sp. (llustracion 25-4).

La caracterizacion molecular presenté que el producto de PCR del morfotipo M.43 tuvo un
tamafio de 443 bp, el anélisis BLAST mostrd un porcentaje de identidad del 100%, con la accesion
MK834676.1 que corresponde al género Nigrospora y la especie sugerida fue Nigrospora
sphaerica (ANEXO D).

Tabla 17-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos aislados del género Nigrospora sp.

Color Color del Tamario de
. Elevacion Borde Superficie del olor el espora (pm)
Cadigo Forma Reverso L A
Anverso
M43  Filamentosa  Rizada  Filamentosa  Radial  Blanco ‘0o 1938 1687

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

57



llustracion 24-4. Caracteristicas culturales Nigrospora sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

llustracion 25-4. Caracteristicas culturales Nigrospora sp., cultivado en medio
PDA. 1a) Ameroconidia/negro.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Wang y Liu (2017, pp. 126-140) describieron las siguientes caracteristicas del género Nigrospora sp:

conididforos que se reducen a células conidiogenas, hialinas, de forma globosa, ampuliformes o

claviformes, de color marrén, las cuales generalmente aparecen como protuberancias

directamente del micelio, los conidios son solitarios de forma elipsoidal o esférica, de color negro,

liso, aseptados, con un tamafio de 13-18 um de didmetro y en forma elipsoidal, 12-18 x 9-14,5
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um., como se observé en el morfotipo 43 (llustracion 25-4). Ramesha et al (2020, p. 05) al igual

gue Boonmee et al (2021, p. 202), mencionaron iguales caracteristicas para el género Nigrospora sp.

Las especies pertenecientes al género Nigrospora son generalmente patégenos de plantas,
enddéfitos o saprobios. Infectan una gran variedad de variedad de cultivos, entre los cuales se
encuentra el arroz, sorgo, maiz, algoddn, entre otros. (Fakhrunnisa y Ghaffar, 2006, p. 185). Estas
especies son extremadamente interesantes para el descubrimiento de nuevos metabolitos;
Metwaly et al (2014, p. 04), aisl6 de N. sphaerica un nuevo derivado de isocromeno, junto a
diecinueve compuestos conocidos del hongo enddéfito de los cuales cuatro de estos compuestos
mostraron una buena actividad antileucémica y un compuesto mostré una buena actividad

antiflngica.

Morfotipo 45: Purpureocillium sp.

El aislado del morfotipo 45, fue cultivado en medio PDA por 14 dias, a una temperatura de 26°C
en condiciones de oscuridad. Las caracteristicas culturales que presentaron fueron: forma circular,
elevacién efusa, borde rizado, superficie lisa, coloracion blanca que con el pasar de los dias se
torno violacea en el anverso; mientras, en el reverso su coloracion fue de un blanco lino, Las

caracteristicas concuerdan con el género Purpureocillium sp. (lHlustracién 26-4) (Tabla 18-4).

Las caracteristicas morfoldgicas fueron las siguientes: conidiéforos verticilados que de dos a
cuatro fidlides con una porcion basal hinchada que va estrechandose en un cuello corto y
distintivo. Los conidios fueron hialinos, dispuestos en cadenas divergentes, de forma elipsoidales
y fusiforme. Los conidios presentaron un didmetro que va de 3,75 pma 2,5 pm. (llustracion 27-
4).

La caracterizacion molecular mostré que el producto de PCR del morfotipo M.45 tuvo un tamafio
de 370 bp, el analisis BLAST presentd un porcentaje de identidad del 100%, con la accesion

MK026993.1 que corresponde al género Purpureocillium (ANEXO D).

Tabla 18-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Purpureocillium sp.

Color del Color del Tamanfo de

L, - olor de olor de espora (pm)

Cddigo  Forma Elevacion  Borde Superficie Anverso Reverso D

M.45 Circular Rizada Rizada Lisa Violaceo Blanco lino 3,75

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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lustracion 26-4. Caracteristicas culturales Purpureocillium sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

llustracion 27-4. Caracteristicas morfologicas de Purpureocillium sp., cultivado en
medio PDA. 1a) Fialides 2a) Conidioforos penicilado, 3b)

ameroconidia en cadenas divergentes.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Gong et al (2017, p. 531) menciona el género Purpuracillium sp presentd micelio con un color
blanco que se torna rosa o lila en el inicio de la esporulacion, como se observo en el morfotipo 45
(Hustracion 26-4), a través del microscopio se observan fialides erectas y largas, densamente
agrupadas. Los conidiéforos emergen del micelio superficial, son mononematosos, rigidos,
penicilados. Contreras y Bustillo (2020, p. 03) proporcionan descripciones similares a las dadas por
Gong.
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Purpureocillium es un género con distribucion ambiental ubicua que puede manifestarse en
muestras de suelo y material en descomposicion alrededor del mundo. Es un hongo endéfito con
capacidad para colonizar plantas. Por lo tanto, estos hongos pueden establecer diferentes
interacciones con las plantas para beneficiarse a si mismos y a su hospedero (Tian et al, 2004, p. 303).
Se utiliza como agente de biocontrol contra los nematodos agalladores de las raices de las plantas,
los cuales causan dafios importantes a una variedad de especies de cultivos en todo el mundo
(Moens y Perry, 2009, pp. 313-332). Purpureocillium lilacinum se encuentra comunmente en el suelo,
es un bioagente fungico usado para el manejo sostenible de nematodos fitoparéasitos y debido a su
potencial como nematicida es uno de los hongos méas estudiado, ya que estos pueden llegar a
remplazar a los nematicidas quimicos. Actualmente en Brasil se utiliza como pesticida
microbiano contra nematodos. (Kiriga et al, 2018, p. 27). Este hongo puede producir y secretar
enzimas hidroliticas extracelulares involucradas en el proceso de colonizacién de hembras
maduras, quistes y masas de huevos de los nematodos parasitos de plantas sedentarias. Aparte de
su papel como bionematicidas; también, ha demostrado actividades insecticidas y acaricidas,
induce a la resistencia y la tolerancia al estrés biotico y abidtico al modular las fitohormonas de
la planta hospedera, las respuestas bioquimicas de defensa contra el ataque de plagas y patégenos
de las plantas, y el alivio del estrés abidtico y la facilitacién de la absorcion de nutrientes por parte
de las plantas huésped colonizadas (Macia et al, p. 390). Sin embargo, cabe recalcar que su uso es
limitado debido a que estd relacionado con infecciones oculares, con frecuencia graves, que

conducen a la pérdida del 0jo (Kiriga et al, 2018, p. 27).

Morfotipo 50: Coniochaeta sp.

El aislado del morfotipo_54, fue cultivado en medio PDA, en condiciones de oscuridad, a una
temperatura de 26°C por 20 dias. Las caracteristicas culturales fueron: forma circular, elevacion
rizada, borde entero, superficie fue rugosa, el color en el anverso fue café, al igual que en el

reverso. El tamafio de los conidios fue de 5,25 pm x 2,81 um (Tabla 19-4) (llustracion 28-4).

Las caracteristicas morfoldgicas fueron: hifas hialinas, septadas, de paredes lisas, los conidiéforos
son cortos; las células conididgenas son de forma hialina, fialidica u ovalada, se encuentran en
racimos sobre ramas laterales cortas o en solitario. Los conidios fueron unicelulares, hialinos, de
forma oblonga y elipsoidal, con un tamafio promedio de 5,25 um x 2,81 um. (llustracion 29-4).

Estas caracteristicas son similares a las que presentan el género Coniochaeta sp.

La caracterizacion molecular; presento, que el producto PCR del morfotipo M.54 tuvo un tamafio
de 515 bp, el anélisis BLAST mostré un porcentaje de identidad del 99,61% con la accesion

MN264616.1 que corresponde al género Coniochaeta (ANEXO D).
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Tabla 19-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Coniochaeta sp.

Color del Color del Tamafio de
Codigo  Forma Elevacion  Borde Superficie Anverso Reverso L A
M.50 Circular Rizada Entero Rugosa Café Café 5,25 4

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

llustracion 28-4. Caracteristicas culturales de Coniochaeta sp., cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

lustracion 29-4. Caracteristicas morfologicas de Coniochaeta sp, cultivado en
medio PDA. 1a) Ameroconidia/café.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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Las caracteristicas observadas y descritas, coinciden con las manifestadas por Si et al (2021, p. 113),
Damm et al (2010, p. 60) y Forin et al (2021, pp. 13-14), informaron que este género presentd hifas
hialinas, multiguturales, septadas, de paredes lisas; conidiéforos cortos; células conididgenas de
forma hialina, fialidica u ovalada, solitarias 0 en racimos sobre ramas laterales cortas, presentan
dos tipos de conidios: los conidios hinchados eran hialinos, unicelulares, en forma de campana,
con hifas, las cuales emergen de ambos extremos, el otro tipo de conidio es oblongos, hialinos,
unicelulares, los cuales comunmente poseen forma oblonga a elipsoidal, estas caracteristicas son

similares a las que present6 el morfotipo 54 (llustracion 29-4).

Coniochaeta es un género de levaduras con diversas formas y se encuentran distribuidas en todo
el mundo. Han sido aislado de diferentes sustratos, como mantequilla, heces, madera, suelo, aguas
residuales de uranio, plantas y liquenes (Harrington et al, 2019, pp. 65-79). Segun Garcia et al (2006, p.
110), este género posee un estado asexual y sexual en su ciclo de vida. El estado sexual de
Coniochaeta se caracteriza por ascomas de color marrén oscuro a negro con setas; mientras, el
estado asexual de Coniochaeta tiene colonias distintivas de color rosa salmén a marrén oscuro
gue producen células fialidicas conidiégenas. Los miembros del género son fuentes potenciales
de enzimas hidroliticas funcionan en la bioconversién de compuestos furanicos y tienen capacidad
para producir metabolitos secundarios (Hirokawa et al, 2003, p. 104). Jimenez et al (2014, p. 98) informa
que la cepa 2T2.1 de Coniochaetasp. es de las mas relevantes para la degradacién de la biomasa

lignoceluldésica.

Morfotipo 50: Geotrichum sp.

La colonia perteneciente al morfototipo 54, fue cultivada en medio PDA durante 14 dias,
incubadas a 26°C, en condiciones de oscuridad. Presento las siguientes caracteristicas culturales:
forma circular, elevacion plana, borde crenado y superficie lisa. En el anverso y en el reverso el
color de la colonia fue blanco. El tamafio de las esporas fueron de 11,25 um x 4,58 um. (Tabla
20-4) (Hustracion 30-4).

Las caracteristicas morfoldgicas que se observara de esta colonia fue: conidios unicelulares, de

forma elipsoidal y cilindrica, con tonalidad oscura (llustracion 31-4).

La caracterizacion molecular; presentd, que el producto de PCR del morfotipo M.50 tuvo un
tamafio de 349 bp, el anélisis BLAST manifestd un porcentaje de identidad del 100%, con
accesion KY092542.1que corresponde al nombre Uncultured eukaryote. En la base de datos del
NCBI no se encontré mayor informacion de esta colonia, por lo cual es necesario realizar una

investigacion mas profunda sobre este aislado. Sin embargo, a pesar no haber sido posible
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caracterizarlo molecularmente, es probable que este aislado pertenezca al género Geotrichum sp,
ya que al observar las caracteristicas morfoldgicas estas se asemejan a las descritas por Larone
(2011) y Arenas (2008).

Tabla 20-4: Caracteristicas culturales del aislado asociado a Geotrichum sp

lor del lor del Tamanfo de
- Elevacion  Borde  Superficie ~ ColoF de Colordel  espora (um)
Cadigo Forma Anverso Reverso L A
M.50 Circular Plana Crenado Lisa Blanco Blanco 11,25 4,58

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.

lHustracion 30-4. Caracteristicas culturales de Uncultured eukaryote, cultivado en medio PDA.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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llustracion 31-4. Caracteristicas morfolégicas de Geotrichum sp., cultivado en
medio PDA. 1a) Artroconidio/hialino

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Morfotipo C: Moniliophthora sp.

Las colonias pertenecientes al morfotipo_C, crecieron en medio V8, incubadas a una temperatura
de 26°C, en condiciones de oscuridad, durante 20 dias. Se observaron las siguientes caracteristicas
culturales: formas circulares, con elevacion rizada y efusa, todas con un borde crenado, de
superficie concéntrica, un color beige y blanco hueso en el anverso y en el reverso todas
presentaron un color crema. Los conidios fueron un tamafo de 11,07 — 14,5 um x 5 - 10 um
(Hustracién 32-4) (Tabla 21-4).

Las caracteristicas morfoldgicas observadas de las colonias del morfotipos C, fueron: hifas
septadas, con paredes finas, las cuales son irregulares, estas se encuentran ramificadas, lo que da
a lugar a cadenas maduras de esporas, Los conidios poseen formas elipticas, redondas y
subglobosas, con un tamafio promedio de 12,74 um de largo x 7,58 um de ancho (llustracion 33-
4).

La caracterizacion molecular presento los siguientes datos para los aislados del morfotipo C: El
producto PCR del morfotipo M.C1 tuvo un tamafio de 263 bp, el andlisis BLAST present6 un
porcentaje de identidad del 99,24%, con la accesion MW898108.1. El morfotipo M.C4 mostré un
tamafio de 585 bp, el analisis BLAST mostré un porcentaje de identidad del 99,49% con la

accesion MW898108.1. El morfotipo M.C5 present6 un tamafio de 609 bp, el anélisis BLAST
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mostrd 99,51% de porcentaje de identidad con la accesion MW898108.1. El producto de PCR del
morfotipo M.C6 tuvo un tamafio de 634 bp, el analisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad
del 99,53%, con la accesion MH861051.1. Finalmente, el producto de PCR del morfotipo M.C7
tuvo un tamafio de 673 bp, el analisis BLAST presentd un porcentaje de identidad de 99,55%,
con la accesion MH861051.1. Todos los morfotipos correspondieron al género Monilioptora,

teniendo como especie sugerida Monilioptora roreri (ANEXO D).

Tabla 21-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados al género Moniliophthora sp.

Tamario de
Cdédigo  Forma Elevacion  Borde Superficie (,:Aor:\%rggl (I:?Oel\c/)grggl %&%
M.C1 Circular Rizada Crenado  Concéntrica Beige Crema 11,67 5
M.C4 Circular Efuso Crenado  Concéntrica ?]Ilji:s%o Crema 11,07 7,5
M.C5 Circular Plana Crenado  Concéntrica ?]E:S%O Crema 13,68 10
M.C6 Circular Efuso Crenado  Concéntrica Beige Crema 14,5 9,5
M.C7 Circular Efuso Crenado  Concéntrica ?]E:S%O Crema 11,25 6,75

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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lustracion 32-4. Caracteristicas culturales de Moniliophthora sp., cultivado en medio V8.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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lHustracion 33-4. Caracteristicas morfolégicas de Moniliophthora sp., cultivado en

medio V8. 1a) cadena de ameroconidia/subhialino/café.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Phillips et al (2006, p. 55-58) junto con Villavicencio (2010, pp. 43-44) coincidieron al describir las
caracteristicas morfoldgicas del género Moniliopthora sp. de colonias crecidas en medio V8 al
igual que en la caracterizacion cultural que comprende el borde, la forma, elevacion y color. Sin
embargo, también coincidieron en que la caracterizacion cultural no son los suficientes para
garantizar que el género al que pertenecen los aislados sea Moniliophthora sp, por lo cual es de
suma importancia observar las estructuras microscopicas. En cuanto a las caracteristicas
morfoldgicas, Suarez (2006. p. 59), Villavicencio (2010, p. 22) y Phillips-Mora et al. (2015, p. 55),
coinciden al mencionar que, las formas de los conidios varian de globosas, subglobosas y
elipsoidales, en lo referente al tamafio de los conidios, los observados de las colonias del
morfotipo C (llustracion 33-3), estuvieron dentro del rango del tamafio descrito que es de 8 um

X 15 um.

Las especies M. roreri y M. perniciosa, causantes de la enfermedad de la pudricion helada de la
vaina y la escoba de bruja en cacao respectivamente. M. perniciosa posee una gran gama de
hospederos e infecta una variedad de tejidos meristematicos en las plantas de cacao; mientras que,
M. roreri infecta solo las vainas de los géneros Theobroma y Herrania (Barbosa et al, 2018, p. 02).
Segln Meinhardt et al (2014, p. 23), la patogendémica comparativa de estos hongos es esencial para
comprender las estrategias de infeccién por Moniliophthora, debido a lo cual la deteccién y la
caracterizacion funcional in silico de los candidatos efectores son pasos importantes para
comprender mejor su patogenicidad.
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4.2.  Andlisis de la diversidad fangica asociada a los frutos de cacao.

A partir de los aislados fangicos obtenidos de los frutos de cacao, se identificaron 13 géneros en
totalidad, de los cuales Penicillium sp. fue el de mayor frecuencia con 27,8%, le siguieron
Epicoccum sp. (20,47%), Lasiodiplodia sp. (10,13%), Trichoderma sp. (9,91) y Fusarium sp.
(9,70%). En menor frecuencia aparecieron Nigrospora sp. (5,39%), Clonostachys sp. (3,66%),
Diaporthe sp. (3,45%), Daldinia sp. (2,37%), Neopestalotiopsis sp. (2,37%), Alternaria sp
(1,29%), Purpureocillium sp. (0,86%) y finalmente Coniochaeta sp. (0,86%) que presento menor
abundancia. Los aislados de los cuales no se lograron identificar sus géneros representaron el
1,73% de abundancia (Tabla 22-4).

Tabla 22-4: Porcentaje de microorganismo aislados de los frutos de cacao.

Microorganismos Numero de Porcentaje Organo del cual

aislados aislados % fueron aislados
Penicillium 129 27,80 Fruto
Epicoccum 95 20,47 Fruto
Lasiodiplodia 47 10,13 Fruto
Trichoderma 46 9,91 Fruto
Fusarium 45 9,70 Fruto
Nigrospora 25 5,39 Fruto
Clonostachys 17 3,66 Fruto
Diaporthe 16 3,45 Fruto
Daldinia 11 2,37 Fruto
Neopestalotiopsis 11 2,37 Fruto
Alternaria 6 1,29 Fruto
Purpureocillium 4 0,86 Fruto
Coniochaeta 4 0,86 Fruto
Geotrichum 2 0,55 Fruto
Desconocido 6 1,06 Fruto

Realizado por: Quitio, Dayse. 2022.
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4.2.1. Abundancia relativa a nivel de filo, clase, orden, familia y género en relacion a las tres

localidades.

Los tres cantones en estudio fueron: el canton Loreto que comprende a las localidades; La Paz y
Bajo Huino, el canton Francisco de Orellana, comprende a la localidad La Belleza y el cantén La
Joya de los Sachas comprende a las localidades; INIAP-EECA, San Jacinto y La Calumefia. En
estas localidades se presentd un unico filo fingico: Ascomycota con un 100% de frecuencia.
(Hustracion 34-4).
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llustracion 34-4. Abundancia relativa a nivel de filo de los microrganismos fangicos aislados de
los frutos de cacao de las localidades de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

A nivel de clase, se lograron identificaron tres, las cuales son; Sordariomycetes (39,85),
Dothidiomycetes (31,89%) y Eurotiomycetes (27,8%), siendo todas pertenecientes al filo
Ascomycota. Los aislados no identificados de los cuales no se logré identificar a nivel de clase es
del 0,43% (llustracion 35-4).

En el canton Loreto se encuentran ubicadas las localidades La Paz y Bajo Huino, en el canton
Francisco de Orellana se encuentra la localidad La Belleza y en el canton La Joya de los Sachas
estan las localidades INIAP-EECA, San Jacinto y La Calumefia. La clase con mayor presencia
fue Sordariomycetes (39,85%), con mayor presencia en la localidad San Jacinto (95,46%), en
menor proporcion se encuentran las localidades de La Calumefia (50,49%), La Belleza (35,11%),
Bajo Huino (31,94%), INIAP-EECA (24,74) y la localidad La Paz (20,37%). La clase
Dothidiomycetes (31,95%) fue la segunda de mayor abundancia (31,95%), con mayor presencia
en la localidad La Paz (46,3%), seguidas por La Belleza (39,09%), INIAP-EECA (36,09%), Bajo
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Huino (31,94%), siendo La Calumefia (27,18%) la que presentd menor abundancia de esta clase;
mientras que, en la localidad de San Jacinto no hubo presencia. La clase Eurotiomycetes (27,77%)
presentd mayor abundancia en la localidad INIAP-ECCA (38,14%), le siguieron las localidades
de Bajo Huino (36,12%), La Paz (33,33%), La Belleza (25,53%), La Calumefia (22,33%) y San
Jacinto (2,27%) que fue la localidad con menor abundancia de esta clase. En cuanto a los aislados
de la clase Saccharomycetes, estos solo se presentaron en las localidades de San Jacinto (2,27%)
e INIAP-EECCA (1,03%).
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llustracion 35-4. Abundancia relativa a nivel de clase de los microrganismos fangicos aislados
de los frutos de cacao de las localidades de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

La abundancia de los microorganismos fungicos a nivel de orden fue muy variada en las diferentes
localidades, como se observa en la llustracion 36-4. Se lograron clasificar siete ordenes en
totalidad, de los cuales el orden con mayor abundancia fue Eurotiales (26,29), seguido por
Hypocreales (25,86%), Pleosporales (20,46%), Xylariales (11,95%), Botryosphaeriales (9,68%),
Diaporthales (3,70%), Coniochaetales (1,52%) y Saccharomycetales (0,55%) que fue el orden

con menor presencia, todos los 6rdenes identificados pertenecen al filo Ascomycota.

El orden Eurotiales (26,29%), mas abundante, tuvo mayor presencia en la localidad INIAP-EECA
(38,14%), le siguieron las localidades; Bajo Huino (36,11%), La Paz (33,33%), La Belleza
(25,53%), La Calumefia (22,33%) y la que menor presencia mostr6 fue la localidad San Jacinto
(2,27%). Mientras que, el orden Hypocreales (25,86%) presentd los siguientes valores de
abundancia; existi6 mayor presencia de este orden en la localidad San Jacinto (50,0%),
continuando con La Calumefia (34,96%), Bajo Huino (22,22%), La Belleza (19,16%), La Paz

71



(18,52%) vy finalizando con INIAP-EECA (10,32%). En cuanto al orden Pleosporales (20,46%),
se presentaron tanto en la localidad La Paz (27,68) como Bajo Huino (27,78) el mismo porcentaje
de abundancia, siendo estos los mas altos, le siguieron las localidades de La Calumefia (22,33%),
INIAP-EECA (26,8%), culminando con La Belleza (18,08%); mientras que, en la localidad San
Jacinto no hubo presencia de este orden. Los valores de abundancia del orden Xylariales (11,95%)
fueron los siguientes: en la localidad de San Jacinto (34,95%) se present6 el valor mas alto,
seguido por INIAP-EECA (14,44%), La Calumeiia (10,68%), Bajo Huino (9,72%) y el menor
valor se presentd en La Belleza (9,57%); mientras, que en La Paz no se presentd este orden. El
orden Botryosphaeriales (9,68%), demostré una mayor presencia en la localidad La Belleza
(21,28%), en menor medida estan las localidades de La Paz (18,52%), INIAP-EECA (9,27%), La
Calumefia (4,85%) y Bajo Huino (4,17%), en cuanto a la localidad San Jacinto no se evidencio
presencia de este orden. En lo referente al orden Diaporthales (3,70%) hubo més presencia en la
localidad de San Jacinto (9,1%), seguida por La Belleza (6,38%), La Calumefia (4,85%) y la
menor presencia se registro en La Paz (1,85), en cuanto a las localidades de Bajo Huino e INIAP-
EECA no hubo presencia de este orden. El orden Coniochaetales (9,09%) solo se registro en la
localidad de San Jacinto (9,09%). Mientras que, los aislados del orden Saccharomycetales
representan el 0,55%, se encontraron Unicamente en San Jacinto (2,27%) e INIAP-EECA
(1,03%).
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llustracion 36-4. Abundancia relativa a nivel de orden de los microrganismos fangicos aislado
de los frutos de cacao de las localidades de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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En el cantdn Loreto se encuentran ubicadas las localidades La Paz y Bajo Huino, en el canton
Francisco de Orellana se encuentra la localidad La Belleza y en el canton La Joya de los Sachas

estan las localidades INIAP-EECA, San Jacinto y La Calumefia.

Los valores de abundancia a nivel de familia se observan en la llustracion 37-4, donde se
demuestra la existencia de diversos perfiles de composicion fungica a nivel de familia en las
localidades estudiadas. Se logro clasificar un total de 14 familias, de las cuales, la que present6
mayor abundancia fue Aspergillaceae (26,28%), en menor medida se presentaron: Didymellaceae
(19,01%), Hypocreaceae (12,49%), Botryosphaeriaceae (9,68%), Nectriaceae (9,13%),
Apiosporaceae (4,65%), Sporocadaceae (3,76%), Diaporthaceaceae (3,7%), Bionectriaceae
(3,27%), Hypoxylaceae (2,48%), Plesporaceae (1,46%), Coniochaetaceae (1,52%), Xylariaceae
(1,06%), Ophiocordycipitaceae (0,96%) y Dipodascaceae (0,55%) la que presentd menor

abundancia.

La familia que mayor abundancia present6 fue Aspergillaceae (26,28%) con mayor presencia en
la localidad INIAP-EECA (38,14%), seguidas por Bajo Huino (36,11%), La Paz (33,33%), La
Belleza (25,53%), La Calumefa (22,34%) y San Jacinto (2,27%). La familia Didymellaceae
(19,01%), presentd los siguientes valores en las diversas localidades: Bajo Huino (27,78%),
INIAP-EECA (25,77%), La Calumefia (22,34%), La Paz (22,22%) y La Belleza (15,95%);
mientras, la localidad San Jacinto no hubo presencia de esta familia. En cuanto a la familia
Hypocreaceae (12,49%) se registrd mayor presencia en la localidad San Jacinto (40,91%), seguida
por la localidad de Bajo Huino (18,05%) y La Belleza (15,96%), mientras que, en las localidades
de LaPaz, INIAP-EECA y La Calumefia no se registro la presencia de esta familia. En lo referente
a la familia Botryosphaeriaceae (9,68%), presentaron los siguientes valores: La Belleza (15,95%),
La Paz (21,28%), INIAP-EECA (9,27%), La Calumefia (4,85%), Bajo Huino (4,17%), no hubo
presencia de esta familia en la localidad San Jacinto. La familia Nectriaceae (9,13%) tuvo mayor
presencia en La Calumefia (27,18%), las de menor abundancia fueron La Paz (14,81%), San
Jacinto (4,55%), Bajo Huino (4,17%) e INIAP-EECA (4,12%); mientras, que en la localidad La

Belleza no hubo presencia de esta familia.

La mayor abundancia que present6 la familia Apiosporaceae (4,65%) fue en la localidad INIAP-
EECA (12,37%), seguida por Bajo Huino (9,72%) y La Calumefia (5,82%), en las localidades
San Jacinto, La Belleza y La Paz no existio presencia de esta familia. En tanto la familia
Sporocadaceae (3,76%), registrd los siguientes valores: en San Jacinto (20,45%) y en La Belleza
(2,13%), en cuanto a las localidades La Paz, Bajo Huino, INIAP-EECA y La Calumefia no hubo
presencia de esta familia. Para la familia Diaporthaceaceae (3,7%) la localidad que presentd
mayor abundancia fue San Jacinto (9,09%), continuando con La Belleza (6,38%), La Calumefia
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(4,85%) y La Paz (1,86%), las localidades Bajo Huino e INIAP-EECA no manifestaron presencia
de esta familia. Los valores de la familia Bionectriaceae (3,27%) fueron los siguientes: La
Calumeda (7,77%), San Jacinto (4,55%), INIAP-EECA (4,12%) y La Belleza (3,19%); mientras,

en La Paz y Bajo Huino no se registraron valores para esta familia.

La abundancia de Hypoxylaceae (2,48%) fue superior en la localidad San Jacinto (6,28%), le
siguieron La Calumefia (4,85%) y La Belleza (3,19%), no hubo presencia de esta familia en las
localidades La Paz, Bajo Huino e INIAP-EECA. Lo referente a la familia Plesporaceae (1,46%),
la localidad con mayor abundancia de esta familia fue La Paz (5,56%), las de menor abundancia
fueron La Belleza (2,13%) e INIAP-EECA (1,04%), no hubo presencia de esta familia en Bajo
Huino, San Jacinto y La Calumefia. Unicamente en la localidad de San Jacinto (9,09%) consté la
presencia de la familia Coniochaetaceae (1,52%). Se registraron los siguientes valores para
Xylariaceae (1,06%): La Belleza (4,26%) e INIAP-EECA (2,07%), en el resto de las siguientes
localidades no hubo presencia de esta familia. En cuanto a Ophiocordycipitaceae (0,96%), esta
familia solo se mostr6 en La Paz (3,7%) e INIAP-EECA (2,06%). La familia que menor
abundancia presentd fue Dipodascaceae (0,55%) que se presentaron en las localidades San Jacinto
(2,27%) e INIAP-EECA (1,04%).
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llustracion 37-4. Abundancia relativa a nivel de orden de los microrganismos fungicos aislados de los frutos de cacao de las localidades de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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Como se muestra en la lustracion 38-4 se presentaron diferentes perfiles de composicion fangica
a nivel de género, estos se clasificaron en un total de 13, siendo Penicillium sp. (26,27%) el de
mayor abundancia, le siguieron los géneros; Epicoccum sp. (19,01%), Trichoderma sp. (12,49%),
Lasiodiplodia sp. (9,68%), Fusarium sp. (9,14%), Nigrospora sp. (4,65%), Neopestalotiopsis sp.
(3,76%), Diaporthe sp. (3,7%), Clonotachys sp. (3,27%), Daldinia sp. (2,48%), Alternaria sp.
(1,46%), Coniochaeta sp. (1,52%), Purpureocillium sp. (0,97%) y finalmente fue el género
Geotrichum sp. (0,55%) que presentd menor abundancia. Los aislados de los cuales no fue posible
clasificar a nivel de género representaron el 1,6%.

En el cantdn Loreto se encuentran ubicadas las localidades La Paz y Bajo Huino, en el cantdn
Francisco de Orellana se encuentra la localidad La Belleza y en el cantén La Joya de los Sachas
estan las localidades INIAP-EECA, San Jacinto y La Calumefia.

El género de mayor abundancia fue Penicillium sp. (26,27%), el cual registré una mayor presencia
en la localidad INIAP-EECA (38,14%), seguidas por Bajo Huino (36,6,11%), La Paz (33,33%),
La Belleza (25,53%), La Calumefia (22,334%) y la de menor abundancia fue San Jacinto (2,27%).
En cuanto al género Epicoccum sp. (19,01%), existi6 mayor abundancia en la localidad Bajo
Huino (27,78%), en menor medida estan las localidades INIAP-ECCA (25,77%), La Calumefia
(22,34%), La Paz (22,22%), siendo La Belleza (15,95%) la de menor abundancia; mientras, en
San Jacinto no hubo presencia de este género. Trichoderma sp. mostro los siguientes valores es
las distintas localidades: San Jacinto (40,91%), Bajo Huino (18,05%) y La Belleza (15,96%), no
hubo presencia de este género en las localidades de La Paz, INIAP-ECCA y La Calumefa.
Referente al género Lasiodiplodia sp. (9,68%), la localidad con mayor abundancia de este género
fue La Belleza (21,28%), a continuacion, estd La Paz (18,52%), INIAP-EECA (9,27%), La

Calumefia (4,85%) y Bajo Huino (4,175), no se registrd presencia de este género en San Jacinto.

Lo que respecta a Fusarium sp. (9,14%) la localidad con mayor abundancia fue La Calumefia
(27,18%), en menor medida estan las localidades de La Paz (14,81%), San Jacinto (4,55%), Bajo
Huino (4,17%) y la méas baja fue INIAP-EECA (4,12%), La Belleza present6 este género. Los
valores de abundancia de Nigrospora sp. (4,65%), solo se registraron en las localidades INIAP-
EECA (12,37%), Bajo Huino (9,72%) y La Calumefa (5,822%). Por otro lado, Neopestalotiopsis
sp. (3,76%), se registrd solo en las localidades de San Jacinto (20,14%) y en La Belleza (2,13%).
El género Diaporthe sp. (3,7%) mostré mayor abundancia en la localidad San Jacinto (9,09%),
en menor medida se encuentran las localidades de La Belleza (6,38%), La Calumefia (4,85%),
siendo La Paz (1,86%) la de menor abundancia; mientras, en las localidades Bajo Huino y INIAP-

EECA no hubo presencia de este género. En tanto Clonotachys sp. (3,27%), registro los siguientes
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valores: La Calumefa (7,77%), San Jacinto (4,55%), INIAP-EECA (4,12%) y La Belleza

(3,19%), no se registraron valores para La Paz y Bajo Huino.

El género Daldinia sp. (2,48%) se present0 en las localidades San Jacinto (6,28%), La Calumefia

(4,85%) y La Belleza (3,19%), en cuanto a las localidades La Paz, Bajo Huino e INIAP-EECA
no presentaron valores de abundancia de este género. En lo referente a Alternaria sp. (1,46%),
existi6 mayor abundancia en la localidad La Paz (5,56%), en menor proporcion estan las
localidades La Belleza (2,13%) e INIAP-EECA (1,04%), en las localidades Bajo Huino, San
Jacinto y La Calumefia no se registraron valores de abundancia. Solo en la localidad de San
Jacinto (9,095) se registrd la presencia del género Coniochaeta sp. (1,52%). En cuanto al género
Purpureocillium sp. (0,97%), se presentd Unicamente en las siguientes localidades La Paz (3,7%)
e INIAP-EECA (2,6%). El género Geotrichum sp. (0,55%) se presenté en las localidades INIAP-
EECA (1,04%) y San Jacinto (2,27%). En cuanto a los aislados que no fueron clasificados a nivel
de género (1,6%), se registraron en las localidades de La Belleza (4,26%) e INIAP-EECA
(2,07%).
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llustracion 38-4. Abundancia relativa a nivel de orden de los microrganismos fungicos aislados de los frutos de cacao de las localidades de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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4.2.2. Diversidad de los microorganismos fungicos asociados a los frutos de cacao en relacion

a las tres localidades.

La diversidad fangica asociada a los frutos de cacao de los cantones Loreto, Francisco de Orellana
y La Joya de los Sachas-Provincia de Orellana se calculé a través de los indices de Diversidad
(ID). La a-diversidad fue calculada por localidad mediante el uso de la riqueza de especies, la

diversidad de Shannon y la diversidad de Simpson con base en el nimero de Hill.

4.2.2.1. indice de Riqueza de especies

La riqueza de especies para los microorganismos flngicos asociados a los frutos de cacao de
tres localidades de la Provincia de Orellana, reflejo que la localidad INIAP-EECA perteneciente
al canton La Joya de los Sachas presento una mayor riqueza de especies (RS), este registro un
valor de 10,99., la localidad San Jacinto registro una RS de 9,977 y la localidad La Calumefia
presento un valor de RS 8, ambas localidades pertenecen al cantén anteriormente mencionado.
El canton Francisco de Orellana el cual comprende a la localidad La Belleza presento un valor
de 10,99 de RS, lo que resulta en que este catdn sea el segundo con mayor indice de riqueza. Por
Gltimo, el cantdn Loreto presento un la mas bajo RS, este cantén comprende a la localidad La
Paz el cual posee un 7,491 de RS y a la localidad Bajo Huino que posee un 6 de RS (Tabla 23-
4) (Hustracion 39-4).

Tabla 23-4: Riqueza de especies de las diferentes localidades.

Riqueza de especies

Localidad Estimado

Loreto La Paz 5,571

Bajo Huino 4,759

Francisco de Orellana  La Belleza 7,442
La Joya de los Sachas  INIAP-EECA 5,873
San Jacinto 6,532

La Calumefia 6,444

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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llustracion 39-4. Riqueza de especies de los microorganismos fungicos aislados de frutos de
cacao de localidades de la Provincia de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Se encontré una mayor riqueza de especies en la variedad Nacional con un valor de 10,99, esta
especialmente ubicada en la localidad INIAP-EECA, en el canton Joya de Los Sachas, le
siguieron la variedad Saper arbol con un valor de 8,99, este fenotipo se cultiva en la localidad San
Jacinto y La Calumefa pertenecientes al cantén La Joya de los Sachas. Por Gltimo, el fenotipo
gue presento menor diversidad de especies fue CCN51, con un 7,83 valor, estos fenotipos se
encuentran en la localidad La Paz, Bajo Huino ubicadas en el cantdn Loreto, también esta presente

en la localidad La Belleza que se encuentra en el canton Francisco de Orellana.
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lustracion 40-4. Riqueza de especies de los microorganismos fungicos aislados de frutos de
cacao de localidades de la Provincia de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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4.2.2.2. indice de Shannon

La diversidad de Shannon (H") la cual fue calculada por localidad, presento que el cantdn
Francisco de Orellana, el cual comprende a la localidad La Belleza posee la més alta diversidad
(H") fangica con un valor de 7,442. En lo referente al cantén La Joya de los Sachas presento el
segundo valor mas alto en la diversidad (H"), mostrando los siguientes valores: San Jacinto con
6,532 de diversidad (H'), La Calumefia con 6,44 de diversidad (H') e INIAP-EECA con 5,873
de diversidad (H"). El cantdn Loreto presento la menor diversidad (H"), las localidades; La Paz
registro un valor de 5,571 de diversidad (H") y en Bajo Huino el valor fue de 4,759 de diversidad
(H") (Tabla 24-4) (llustracion 40-4).

Tabla 24-4. indice de Shannon de las diferentes localidades.

Localidad Estimado
Loreto La Paz 5,571
Bajo Huino 4,759
Francisco de Orellana La Belleza 7,442
La Joya de los Sachas INIAP-EECA 5,873
San Jacinto 6,532
La Calumefia 6,444

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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lustracion 41-4. indice de Shannon de los microorganismos flngicos aislados de frutos de cacao
de localidades de la Provincia de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.
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El fenotipo con mayor Indice de Shannon, fue Super arbol con 6,488 de diversidad (H') que se
cultiva en las localidades San Jacinto y La Calumefia (La Joya de los Sachas), le sigui6 CCN51
con diversidad Shannon de 5,924 la cual se cultiva en las localidades La Paz, Bajo Huino (Loreto)
y La Belleza (Francisco de Orellana). La que menor valor de diversidad (H') presento fue Nacional
con 5,873 las cuales se producen en la localidad INIAP-EECA (La Joya de los Sachas)

(Hustracion 42-4).
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Iustracion 42-4. indice de Shannon de los microorganismos flngicos aislados de frutos de cacao

de localidades de la Provincia de Orellana.

4.2.2.3. indice de Simpson

La diversidad de Simpson (D), resulta mas sensible a los microorganismos dominantes o usuales
dentro de la comunidad, esta diversidad se calculd para cada localidad, dando como resultado
los siguientes valores: En el cantdn Francisco de Orellana donde esta ubicada la localidad La
Belleza existi6 una mayor diversidad (D) con 6,2 de valor. En cuanto al canton La Joya de los
Sacha, se presentaron los siguientes datos; en La Calumefia hubo un valor de 5,489 de diversidad
(D), en la localidad San Jacinto el valor fue de 4,592 en diversidad (D) y en INIAP-EECA el
valor de diversidad (D) fue de 4,303. Por Gltimo, el canton Loreto fue el que menos diversidad
(D) mostro, registrando en La Paz un valor de 4,834 de diversidad (D) y Bajo Huino mostro un
valor de diversidad (D) de 4,123 (Tabla 25-4) (llustracion 43-4).
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Tabla 25-4: indice de Simpson de las diferentes localidades.

Localidad Estimado
Loreto La Paz 4,834
Bajo Huino 4,123
Francisco de Orellana La Belleza 6,2
La Joya de los Sachas INIAP-EECA 4,303
San Jacinto 4,592
La Calumefia 5,489

Realizado por: Quitio, Dayse 2022.
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lustracion 43-4. indice de Simpson de los microorganismos flngicos aislados de frutos de cacao
de localidades de la Provincia de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Como se observa en la llustracion 44-4, el fenotipo con mayor diversidad (D) es CCN5, que se
cultivan en las localidades La Paz, Bajo Huino (Loreto) y La Belleza (Francisco de Orellana),
mientras que el de menor diversidad (D) es Nacional el cual se produce en la localidad INIAP-
EECA (La Joya de los Sachas). Por ultimo est4 la variedad Super arbol cultivados en la localidad

San Jacinto y La Calumefia (La Joya de los Sachas).
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38
CCN51 Nacional Super arbol
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Iustracion 44-4. indice de Simpson de los microorganismos fungicos aislados de frutos de cacao
de localidades de la Provincia de Orellana.

Realizado por: Quitio, D. 2022.

Este estudio que se desarrollo es acerca de la diversidad fungica asociada a los frutos de cacao de
diferentes localidades de la provincia de Orellana, estos frutos presentaron sintomatologia de
diversas enfermedades, tales como necrosis, pudricion, micelio blanco, entre otras. Se logro aislar
un total de 464 colonias fangicas, de las cuales se obtuvieron 56 distintos morfotipos. Los cuales
se lograron clasificar un total de 13 géneros, todos pertenecientes al filo Ascomycota. De todos
los géneros obtenidos los mas representativos fueron: Penicillium sp., (27,80%), Epicoccum sp.,
(20,47%), Lasiodiplodia sp., (10,13%), Trichoderma sp., (9,91%) y Fusarium sp., (9,70%).

El filo Ascomycota abarca la mayor cantidad de hongos y de los que mas se han realizado
estudios, este comprende a tres subfilos, los cuales son: Saccharomycotina que engloba a
levaduras en ciernes, Pezizomycotina, que comprende a los hongos filamentosos y
Taphrinomycotina que entiende a las levaduras de fisién (Shen et al, 2020, p. 02). Schoch et al
(2009, p. 224) menciona que los hongos de este filo son ubicuos y en los ambientes en los que
habitan poseen un papel importante en el reciclaje de materia organica, en gran parte son
saprofitos por ende resultan ser beneficiosos a excepcion de cuando descomponen los productos
en postcosecha. A pesar de esto Martens y Demain (2017, p. 14) indican que también son
reconocidos por poseer un potencial patogénico en personas, animales y plantas, sin embargo,
muchos de los pertenecientes a este filo son usados por sus propiedades comerciales e industriales.
Varios de estos productos son fundamentales en procesos de fermentacion y produccion de

alimentos, biocombustibles, productos organicos, enzimas y antibi6ticos.
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El género de Penicillium sp. el cual fue el mas abundante, es uno de los géneros flngicos mas
comunes que se encuentran en una amplia gama de habitats, tiene una distribucion mundial y un
gran impacto econémico en la salud humana (Hajj et al., 2020, p.02). Son los hongos patégenos de
plantas postcosecha méas destructivos que provocan moho azul en frutas y verduras acumuladas
en todo el mundo. Este grupo de hongos causa pérdidas en cultivos de alto valor como manzanas,
peras y membrillos y contribuye a la acumulacién de micotoxinas (patulina) en productos de
frutas procesadas. El control se logra utilizando multiples aplicaciones de fungicidas poscosecha
y no hay resistencia basada en el huésped al moho azul en los cultivares comerciales de manzana
(Lichtner et al., 2020, p.03). Algunas especies de Penicillium son los patdgenos de plantas mas
importantes responsables de enfermedades poscosecha. Por ejemplo, Penicillium italicum,
Penicillium digitatum y Penicillium expansum causan pérdidas de hasta el 10% de los cultivos
cosechados. De estas especies, P. italicum y P. digitatum infectan Gnicamente los citricos, aunque
P. expansumpuede infecta diversos cultivos de frutas y hortalizas (Gong et al, 2020b, p. 03).

Los microorganismos fangicos que fueron caracterizados como Epicoccum sp., Chen et al (2017,
pp. 105.159), describe a este género como microorganismos que habitan en una gran variedad de
ecosistemas, llegando a colonizar el agua dulce, ambientes marinos, gran cantidad de sustratos y
plantas. Muchas de las especies pertenecientes a este género, mantienen una forma de vida
enddfita en los tejidos internos de muchas plantas hospedantes (Schulz y Boyle, 2005, p. 05). L0s
hongos endofitos que pertenecen a este género producen compuestos bioactivos que les permiten
tener un uso viable como agentes de biocontrol contra patégenos como: Botrytis cinérea,
Claviceps africana, Pythium sp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium

verticillioides, Colletotrichum falcatum, Ceratocystis paradoxa y Xanthomonas albilineans
(Favaro et al, 2012, p. 10).

En cuanto al género Lasiodiplodia sp. son especies flngicas cosmopolitas que habitan en regiones
tropicales y subtropicales, que tienen como huéspedes a especies monocotileddneas,
dicotiledéneas y gimnospermas. Mantienen un estilo de vida como endéfito, que pueden habitar
en tejidos sin que estos presenten sintomas, también patdgeno causando varias enfermedades, al
igual que saprofito que se encuentran normalmente en plantas lefiosas muertas (Da Silva, 2019, p.
02). La presencia de parafisis de picnidios y estrias longitudinales en los conidios maduros son las
principales caracteristicas que diferencian a este género de otros géneros (Abdollahzadeh et al, 2010,
p.03). Huda et al (2020, p. 01) y Salvatore et al (2020, p. 03) mencionan que Lasiodiplodia theobromae
es el agente causal del tizén de la hoja, el cancro del tallo y la pudricién de la vaina de T. cacao,
al igual que el responsable de la pudriciéon en mango. Este hongo produce metabolitos con gran
diversidad estructural pertenecientes a diferentes clases de productos naturales, entre los que se

encuentran dicetopiperazinas, jasmonatos, lactonas, melleinas y otros.
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Entre los otros géneros encontrados es Fusarium sp. que son hongos patégenos que causan
enfermedades a los cultivos durante la produccion y también provocan el deterioro de productos
agricolas, generalmente dan como resultado la contaminacién de los alimentos y la perdida de
rendimiento (Seepe et al, 2021, p. 03). Segln Ferrigo, Raiola y Causin (2016, p. 02) las especies de este
género provocan en los cereales de grano pequefio y el maiz provocando importantes pérdidas de
rendimiento en todo el mundo. Las infecciones de este género dan como resultado una reduccién
del rendimiento del grano y la contaminacion con micotoxinas, algunas de las cuales tienen un
impacto notable en la salud humana y animal (Logrieso et al, 2002, p.03). Produce sintomas como
lesiones hundidas de coloracidn negra hasta marrén que se producen en la base de los tallos, junto
a estos sintomas también se presentan en los peciolos cercanos a la copa de manchas con una
tonalidad rojiza, en ocasiones en la base de los esquejes de la planta se observan masas de micelio
de tonalidades blancas o rosa (Buechel, 2018),

En el estudio realizado también se encontraron y caracterizaron hongos antagonistas, entre los
que esté el género Trichoderma sp. del cual Druzhinana et al (2018, p. 03) comenta que estos hongos
son diferentes a otros hongos, estos resultan ser parasitos agresivos con otros microorganismos
fangicos, también son descomponedores eficaces de la biomasa vegetal. Los hongos de este
género denotan una versatilidad nutricional Unica debido a que logran desarrollar interacciones
biotréficas con sus similares, animales y plantas (Kubicek et al, 2014, p. 42). También pueden ser
micofagos y fitéfagos. Muchas es las especies de este género se utilizan para desarrollar
biofungicidas, una alternativa atractiva y un complemento a los pesticidas quimicos, un ejemplo
de esto es T reesei, se utiliza comercialmente para la produccién de enzimas celuloliticas
necesarias para producir biocombustibles. Muchas especies poseen una gran actividad celulolitica

y son parasitos asintomaticos de las plantas es decir endofitos (Jaklitsch, 2009, p.91).

Por otro lado, tenemos a Clonostachys sp, el cual también es muy considerado por su gran
potencial de agente de biocontrol. Son micoparasitos que pueden alimentarse fuentes, son
micoparasitos agresivos necrotréficos que abarca una amplia gama de huéspedes (Broberg et al, 2020,
p. 02). Clonostachys rosea es una especie cosmopolita, su infeccion empieza cuando las hifas
penetran y destruyen la de los otros hongos (Gams, 2004, p.03). Muchas de las cepas de C. rosea se
usan de manera comercial como agentes de biocontrol fangicos para especies de plantas (Broberg
et al, 2020, p. 02). Gimeno et al. (2019, p. 02) y Demissie et al. (2018, p. 04). mencionan que, este hongo
es un agente de control biolégico contra diversos patdgenos de plantas, incluidos Fusarium sp.,
Alternaria sp., Botrytis cinera, Pythium tracheiphilum y nematodos. En contra de F.

graminearum. puede secretar inhibidores de su crecimiento.
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Otro de los antagonistas encontrados es Purpureocillium sp., gran parte interés por los hongos
dentro del género es en parte a que presenta actividad antagonica en los huevos y hembras de
nematodos, especialmente a los nematodos agalladores de la raiz que afectan a una gran
diversidad de plantas, lo que provoca pérdidas muy grandes en la productividad de los cultivos
(Lamovsek et al., 2013, p. 23). EI método de parasitar los nematodos empieza con las hifas que invaden
la superficie de los huevos y a continuacién se producen apresorios, que empiza la infeccién
después de la adsorcidn, durante este proceso se secretan enzimas como la protenasa, quitinasa y
serina (Jiang et al, 2021). Prasad et al. (2015, p. 10) menciona que Purpureocillium lilacinum es un
hongo enddfito que se viven en habitad terrestres y estuarinos, poseen un potencial muy grande
como agente de biocontrol para nematodos que parasitan a varios cultivos. Tienen una gran
tolerancia a los metales pesados Gong et al. (2017 p. 53) ha indicado que protege la planta de mangle
(Kandelia candel) bajo estrés por cobre. Se ha comprobado que el filtrado de fermentacion de P.
lilacinum consigue inhabilitar el desarrollo micelial de los hongos patégenos, como;
Helminthosporium maydis y F. graminearum y mantienen un efecto inhibidor en la germinacién

de esporas de Fusarium oxysporum (Jiang et al, 2021).

Se encontrd una mayor riqueza de especies en la localidad INIAP.EECA ubicado en el canton La
Joya de los Sachas, mientras que en la menor rigueza se presentd en la localidad Bajo Huino, la
cual se encuentra en el cantdn Loreto. En lo referente a la mayor riqueza de especies por fenotipo,
fue la variedad Nacional la que obtuvo un mayor valor con 10,99. El fenotipo Super arbol fue el
de menor valor con 8,99. Probablemente esto se debe al tipo de manejo que se da en las
plantaciones para el control de plagas y enfermedades, el uso de agroguimicos merma la
diversidad de especies, lo que reduce el potencial que fomenta una agricultura sostenible y evita
una mayor seguridad alimentaria. No fue posible aislar el género Moniliopthora sp. debido a que
para su aislamiento es necesario realizar un aislmiento directo, sin embargo, si se caracterizd de
forma morfoldgica y molecular cepas pertenecientes a este género, estas cepas fueron aislados de

los frutos procedentes de las mismas localidades.
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CONCLUSIONES

e  Seaislaron en totalidad 464 microorganismos fungicos, estos se clasificaron en 56 distintos

morfotipos y se agruparon en 14 géneros.

e  Este es uno de los primeros estudios moleculares realizados sobre diversidad microbiana de
frutos de cacao en el Ecuador aplicando biologia molecular y mostrando potenciales
microorganismo de uso en biotecnologia y aplicacion agricola en cacao, como: Epicoccum
sp., Purpureocillium sp. y Trichoderma sp. Adicionalmente este estudio permiti6 detectar un

posible patdgeno emergente, el cual fue Lasiodiplodia.

e Los aislados de Moniliophthora asociados a los frutos de cacao de las localidades de La
Belleza, INIAP-EECA, San Jacinto y La Calumefia y asociados a los genotipos CCN51,
Nacional, y Saper érbol, correspondieron a la especie M. roreri segun los anélisis
moleculares y estos mostraron similaridad genética con aislados de M. roreri obtenidos de
cacao de Colombia y Ecuador.

e Los microrganismos aislados de los frutos de cacao provenientes de las tres localidades de
la Provincia de Orellana, se identificaron y caracterizaron tanto morfol6gica, cultural y
molecularmente, como resultado se agruparon en los siguientes géneros con distintos valores
de abundancia: Penicillium sp (27,8%), Epicoccum sp. (20,47%), Lasiodiplodia sp.
(10,13%), Trichoderma sp. (9,91%), Fusarium sp. (9,70%), Nigrospora sp. (5,39%),
Clonostachys sp. (3,66%), Diaporthe sp. (3,45%), Daldinia sp. (2,37%), Neopestalotiopsis
sp. (2,37%), Alternaria sp. (1,29%), Purpureocillium sp. (0,86%), Coniochaeta sp. (0,86%),
Geotrichum sp. (0,55%) y uno que no se logr6 identificar perteneciente a la familia
Xylariaceae (1,06%).

e Encuanto a la diversidad fungica, se encontré una mayor riqueza de especies en la localidad
INIAP-EECA perteneciente al canton La Joya de los Sachas. En lo referente al indice de
Simpson y Shannon, estos obtuvieron un mayor valor en el canton Francisco de Orellana en
la localidad La Belleza. La localidad con menor valor en riqueza de especies, indice de
Simpson e indice de Shannon fue Loreto en la localidad Bajo Huino. El fenotipo con mayor
riqueza de especies fue Nacional, el de mayor indice de Shannon fue Super &rbol y mayor
indice de Simpson fue CCN51, mientras que el de menor riqueza de especies fue CCN51,

menor indice de Shannon y Simpson fue Nacional.
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RECOMENDACIONES

Caracterizar los aislados que no lograron ser identificados para determinar el papel que

desempefian en los cultivos de cacao.

e Realizar pruebas de antagonismo con los hongos antagonistas: Trichoderma sp.,

Clonostachys sp. y Purpureocillium sp. para el control de M. roreri.
e  Probar nuevos protocolos para la realizacion de PCR para la identificacion de
micoorganismos fungicos, en vista de que no todos requieren de las iguales condiciones en

cuanto al anelamiento y desnaturalizacon.

e Investigar cuales son los factores que determinan la diversidad en las distintas localidades de

la provincia de Orellana.
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GLOSARIO

Aislamiento: Proceso el cual se sigue con la finalidad de obtener un hongo u otro organismo en

cultivo puro (Ulloa et al., 2006: p.14).

Antagonismo: Es la relacion que involucra a dos especies de organismos contrarios, en la cual
uno de los dos, afecta la vida del otro, ya sea inhibiendo parcialmente o totalmente su crecimiento

0 incluso matandolo (Ulloa et al., 2006: p.26).

Biverticilado: Ramificado en dos niveles, es decir, con métulas y fialides, como los conidiéforos

de algunas especies de Penicillium (Ulloa et al., 2006: p.61).

Bidtrofo/fa: Parésito que puede crecer y esporular solo a expendios de las células vivas del

hospedante (Ulloa et al., 2006: p.58).

Caracterizacion: Es un tipo de descripcion cualitativa que puede recurrir a datos o a lo
cuantitativo con la finalidad de adquirir mayor conocimiento sobre algo. Para cualificar ese algo
previamente se deben identificar y organizar los datos; y a partir de ellos, describir de una forma

estructurada; y posteriormente, establecer su significado (Sanchez, 2011: p.189).

Célula conidiogena: En los hongos conidiales se refiera a una célula fértil, especializada en la
produccion de conidios (Ulloa et al., 2006: p.87-88).

Cepa: Cultivo que consiste en células diploides, cominmente fibroblasticas, que pueden volverse

a dispersar y cultivar un nimero finito de veces. (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125)

Clamidosporas: Conidios que se desarrollan dentro de la hifa (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Conidio: Conidios Cuerpos reproductivos asexuales micéticos parecidos a esporas (Ryan y Ray,
2017, pp.80-125)

Conididforo: Hifa simple o ramificada, que esta morfolégicamente y/o fisiolégicamente
diferenciada de una hifa somatica para producir y portar conidios; estos generalmente se
encuentran sobre células conididgenas especializadas, las cuales se pueden disponer de diversas

maneras (Ulloa et al., 2006: p.121).

Corteza: Capa externa de un 6rgano (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).



Divergente: Es un ipo de rama himeniifera en el que hay una zona central de hifas (capa media)
de la que divergen oblicuamente dos hileras de células (Ulloa et al., 2006: p.164).

Desinfeccion: Que desinfecta o es capaz de desinfectar. Agente quimico o fisico que destruye

los microorganimos infecciosos o patégenos (Ulloa et al., 2006: p.152).

Electroforesis: Procedimiento para separar particulas cargadas segin sus diferencias de

migracion en un campo eléctrico (Ryany Ray, 2017, pp. 80-125).

Endémica: Enfermedad continuamente presente a niveles cerca de epidémicos en una region,

localidad o grupo particular (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Endofito/ta: Hongo que vive dentro de tejidos vegetales sin mostrar signos externos de su
presencia, como ciertos parasitos fingicos de pastos, los cuales son toxicos para los alimentas que
se alimentan (Ulloa et al., 2006: p.77).

Epidermis: La capa superficial de las células de las hojas y otras partes de la planta (D'Arcy et
al., 2001: p.2).

Especie: Es la limitacion de lo genérico en un &mbito morfolégicamente concreto. La
determinacion de los limites especificos es puramente subjetiva y, por tanto, expuesta a las

modalidades de la interpretacién personal (Pio Font Quer, 2010: p.405).

Espora: Forma microbiana especializada que facilita su supervivencia y diseminacion (Ryan y Ray,
2017, pp. 80-125).

Fenotipo Propiedades expresadas por el genoma completo en condiciones particulares (Ryany Ray,
2017, pp. 80-125).

Esporulacién: Una célula bacteriana forma una espora bajo circunstancias adversas (Ryan y Ray,
2017, pp. 80-125).

Eucariota: Organismo comprendido por una o0 mas células que contienen nucleos verdaderos y

organelos citoplasmicos (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Fermentacion: Proceso metabdlico productor de energia que utiliza un aceptor endégeno de

electrones, por lo general, piruvato (Ryany Ray, 2017, pp. 80-125).



Fialide: Tipo de célula conidiégena, con forma de botella que producen conidios blasticos
(fialoconidios o fialosporas) en sucesion basipeta a partir de un locus (monofialide; con una

abertura) o varios loci (polifialide) sin que haya aumento de la longitud de la fidlide misma (Ulloa
et al., 2006: p.236).

Filamento: Estructura que consiste en moléculas polimerizadas de una sola especie de proteina

denominada flagelina (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Fusiforme: Que se reduce gradualmente a ambos extremos (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Gel de agarosa: Agar altamente purificado (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Gen: Secuencia de DNA que codifica para un polipéptido o molécula de RNA (Ryan y Ray, 2017,
pp. 80-125).

Género: Grupo bien definido de especies que se distingue claramente de otros microorganismos
(Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Hialino: Transparente o casi; translicido; utilizado a menudo en el sentido de incoloro (D'Arcy et
al., 2001: p.2).

Hifa: Filamento tubular que representa la unidad estructural (Talo) de la mayoria de los hongos
(Ulloa et al., 2006: p.286).

Holoblastico: Perteneciente o relativo a bléstico. Tipo de desarrollo conidial a partir de una
porcidn de célula conidiégena en el que el primordio del conidio sufre un notorio agrandamiento
antes que dicho primordio sea delimitado por un septo (Ulloa et al., 2006: p.298).

In vitro: Que sucede dentro de un tubo de ensayo (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Incidencia: El nimero de casos nuevos de una enfermedad dentro de un periodo especificado
(Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Levadura: Célula fungica simple que se reproduce por gemacion (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).
Macroconidios: Conidio o espora de reproduccién asexual, encorvado y sigmoide, que se

distingue del microconidio tanto por su mayor tamafio como por ser multicelular (Ulloa et al., 2006:
p.352).



Meétula: Ramita del conidiéforo que origina fialides o células conididgenas, como se presentan
en los géneros Penicillium y Gliocladium. También denomina profialide, puesto que se halla

debajo de la fialide (Ulloa et al., 2006: p.363)

Micelio: Masa de hifas fungicas (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Microconidos: Conidio pequefio, generalmente unicelular. En los hongos conidiales los conidios
cuales nacen directamente del pedicelo; muy raramente las fidlides nacen de métulas en algunas

funcionan como esporas asexuales (Ulloa et al., 2006: p.376).

Moho: Una fina capa de crecimiento micelial y esporas en la superficie de las partes de la planta

infectadas (D'Arcy et al., 2001: p.3).

Monofialidico/ca: Se aplica a una fidlide (célula conidiégena) que tiene un solo sitio o locus a
través del cual se producen los conidios (Ulloa et al., 2006: p.352).

Monoverticilado: Conidi6foro que estricta o predominantemente tiene un solo punto de
ramificacion entre el pedicelo y la cadena de conidios, es decir porta un verticilo de fialides, las
especies (Ulloa et al., 2006: p.388).

Necrosis: Muerte del tejido (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Parasito: Organismo que vive eny a expensas de otro organismo (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Patogénico: Capaz de ocasionar enfermedad (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Polifialide: Célula conididgena, en forma de botella, que produce fialoconidos (fialospora) a
través de varias aberturas que se forman en sucesion sincronica o simpodial irregular en la pared

celular (Ulloa et al., 2006: p.451).

Quitina: Polisacarido que forma los exoesqueletos de algunos insectos o de las paredes celulares

de los hongos (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Raza: En su sentido corriente, los descendientes de un antepasado comun, los del mismo linaje
(Pio Font Quer, 2010: p.933).

Saprdfito: Organismo que vive de la materia organica muerta en el ambiente Ryan y Ray, 2017, pp.
80-125).



Sintoma: Reacciones o alteraciones internas o externas que sufre una planta como resultado de

su enfermedad (Pefia et al., 2015: p.11).

Sintomatologia: Parte de la patologia vegetal que estudia los sintomas de las enfermedades, asi

como la etiologia estudia sus causas (Pio Font Quer, 2010: p.1003)

Talo: Cuerpo vegetativo o soma de un hongo. El talo puede ser unicelular, multicelular, o
dimorfico, segun las especies o las fases del ciclo de vida y las condiciones en el medio que se
desarrolle (Ulloa et al., 2006: p.525).

Tervertcilado: También Ilamado triverticilado; se dice de un penicilo que tiene una ramificacion
en tres niveles, decir, que su fialides siempre nacen de métulas, u las métulas nacen generalmente

de ramas terminales de conidiéforo bien definido (Ulloa et al., 2006: p.531).

Verticilado/da: Es un tipo de ramificacién en el que las ramas (pedicelos, métulas, fialides, etc.)
nacen un mismo nivel en la hifa o soporte (esporangioforo, conidiéforo, etc.) y crecen

oblicuamente hacia arriba con respecto al eje central (Ulloa et al., 2006: p.352).
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DEL MEDIO AGAR AVENA

Reactivos Cantidad
Avena 409
Agar 25¢

Agua destilada 1000 mL

Fuente: Forest Joseph 2010

ANEXO B: PREPARACION DEL MEDIO SNA

Reactivos Cantidades
KH2PO,4 1g
KNO3 1g
MgSQOa+ 7H,0 054
KCI 059
Glucosa 0,2g
Sacarosa 0,2¢g
Agar 25¢
Agua destilada 1000 mL

Fuente: May Sara 2015

ANEXO C: PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO V8

Reactivos Cantidades
V8 200 mL
Asparagina 1lg
Extracto de malta 10¢g
CaCOs3 39
Agua destilada 800 mL

Fuente: May Sara 2015



ANEXO D: RESULTADO DEL ANALISIS BLAST.

Cadigo del ) Max Query % ldent Cadigo de Pais de ) )
morfotipo Localidad Score Cover E-value I origen Especie sugerida
% %

M3 Loreto 804 98 97,65 0 MF435115.1 Ecuador  Epicoccum nigrum
M4 907 97 99 0 MG832438.1 China  Epicoccum nigrum
M2 832 100 100 0 MN602837.1  Colombia  Fusarium sp
- M28 907 100 100 0 OW986459.1  Bélgica  Alternaria alternata
M27 712 100 100 0 OM662233.1  Uganda  Fusarium sp
M5 728 100 99,26 0 MG832438.1 China  Epicoccum nigrum
- MP2 651 100 99,72 0 MK805460.1 China  Penicillium rogueforti
- M18 843 100 100 0 OW986319.1  Martinica  Fusarium proliferatum
M7 867 99 100 0 MT626579.1 China Epicoccum nigrum
- M24 821 100 99,56 0 KY413707.1 Panama  Clonostachys sp
- M8 669 100 100 0 MT626579.1 China  Epicoccum layuense
M9 669 100 100 0 MH397098.1  Malasia  Epicoccum nigrum
-~ M68 917 100 100 0 OW986459.1  Bélgica  Alternaria alternata
- M10 651 100 99,72 0 MH397098.1  Malasia  Epicoccum nigrum
- MT4 976 100 100 0 GQ219849.1  Alemania  Trichoderma sp
- MT5 1057 100 0 100 MK738147.1 ok Trichoderma harzianum
- MT2 1057 100 100 0 ON705517.1 China Trichoderma harzianum

M29 737 100 100 0 MT636979.1 Malta Alternaria sp.




M16 Francisco de 841 100 99,57 0 MT448899.1 faaie Clonostachys rosea
M31 Orellana 758 100 100 0 MT611201.1  Guayana F Diaporthe sp

M36 695 100 100 0 ON791162.1 China Neopestalotiopsis sp
M39 872 100 99,79 0 MT261908.1 Fxx Xylariaceae sp

M40 745 100 100 0 MKO026993.1 Brasil Daldinia sp

M11 651 100 98,9 0 MG832438.1 China Epicoccum nigrum
M34 750 98 98,14 0 KU977877.1 Panama  Diaporthe sp.
MT1 719 100 100 0 KJ783298.1 China Trchoderma stilbohypoxyli
M43 La Joya de los 819 100 100 0 MK834676.1 China Nigrospora sphaerica
M41 Sachas 699 100 100 0 MN639702.1 Brasil Daldinia eschscholtzii
M25 874 100 99,79 0 MN602837.1  Colombia  Fusarium sp

M44 741 99 100 0 ON791162.1 China Neopestalotiopsis sp.
M42 721 100 100 0 MN192994.1 Brasil Daldinia eschscholtzii
M23 859 100 100 0 MT603307. Fhx Fusarium fujikuroi
M22 769 99 98,19 0 OM662233.1 Uganda Fusarium solani

M19 893 100 100 0 KY413707.1 Panama  Clonostachys sp

M1 693 100 99,48 0 MN249167.1 Brasil Lasiodiplodia sp.
M21 704 100 99,74 0 NR_168235.1  Tailandia  Clonostachys eriocamporesiana
MP1 665 100 98,41 0 MT606192.1 México Penicillium sp.

M14 806 100 99,77 0 MT626579.1 falehad Epicoccum layuense
M15 861 100 99,79 0 MG832438.1 China Epicoccum nigrum




M45 684 100 100 0 MT606206.1 México Purpureocillium sp.
M17 688 100 99,47 0 KY413696.1 Panama  Clonostachys sp.
M20 743 100 100 0 KY413696.1 Panama  Clonostachys sp.
M32 785 100 99,77 0 KM266297.1 Ecuador  Diaporthe sp.
M50 579 88 100 1,00E-160  KY092542.1 Fxx Uncultured eukaryote
M27 950 100 100 0 MN602837.1  Colombia  Fusarium sp.
M46 990 100 100 0 MT606206.1 México Purpuracillium sp.
M54 941 100 99,61 0 MN264616.1 China Coniochaeta sp.
MT3 1016 100 99,82 0 MT530250.1 faaie Trichoderma sulphureum
MC1 Orellana 473 100 99.24 4e-129 MW898108.1  Colombia  Monilioptora roreri
- MC2 861 100 99,37 0 MH861051.1  Ecuador  Monilioptora roreri
~ MC3 1133 100 99,52 0 MW898108.1  Colombia  Monilioptora roreri
MC4 1062 100 99,49 0 MW898108.1 Colombia  Monilioptora roreri
MC5 1107 100 99,51 0 MW898108.1 Colombia  Monilioptora roreri
MC6 1149 99 99,53 0 MH861051.1 Ecuador Monilioptora roreri
MC7 1223 99 99,55 0 MH861051.1 Ecuador Monilioptora roreri

Realizado por: Quitio, Dayse. 2022.



ANEXO E: RESULTADOS DEL ANALISIS BLAS: FILO, CLASE, ORDEN, FAMILIA, GENERO Y ESPECIE SUGERIDA.

Cadigo del ) N ) )
morfotipo Filo Clase Orden Familia Género Especie
M3 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum
M4 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum

M22 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium sp

M28 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria alternate
M27 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium sp

M5 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum
MP2 Ascomycota  Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium roqueforti
M18 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys Clonostachys sp.

M7 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum
M24 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium proliferatum
M8 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum layuense
M9 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum
M31 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria alternate
M10 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum
MT4 Ascomycota  Sordariomycetes Hypodreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma sp.

MT2 Ascomycota  Sordariomycetes Hypodreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma harzianum
M29 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Pleosporaceae Alternaria Alternaria sp.

M16 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys Clonostachys rosea




M31 Ascomycota  Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceaceae Diaporthe Diaporthe sp.

M36 Ascomycota  Sordariomycetes Xylariales Sporocadaceae Neopestalotiopsis Neopestalotiopsis sp.
M39 Ascomycota  Sordariomycetes Xylariales Xylariaceae Xylariaceae ikl
M40 Ascomycota  Sordariomycetes Xylariales Hypoxylaceae Daldinia Daldinia sp.

M11 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum
M34 Ascomycota  Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceaceae Diaporthe Diaporthe sp.

MT1 Ascomycota  Sordariomycetes Hypodreales Hypocreaceae Trichoderma Trchoderma stilbohypoxyli
M43 Ascomycota  Sordariomycetes Xylariales Apiosporaceae Nigrospora Nigrospora sphaerica
M41 Ascomycota  Sordariomycetes Xylariales Hypoxylaceae Daldinia Daldinia eschscholtzii
M25 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium sp.

M44 Ascomycota  Sordariomycetes Xylariales Sporocadaceae Neopestalotiopsis Neopestalotiopsis sp.
M42 Ascomycota  Sordariomycetes Xylariales Hypoxylaceae Daldinia Daldinia eschscholtzii
M23 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium fujikuroi
M22 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium solani

M19 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys Clonostachys sp.

M1 Ascomycota  Dothidiomycetes Botryosphaeriales  Botryosphaeriaceae Lasiodiplodia  Lasiodiplodia sp.
M21 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys Clonostachys eriocamporesiana
MP1 Ascomycota  Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium Penicillium sp.

M14 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum layuense
M15 Ascomycota  Dothidiomycetes Pleosporales Didymellaceae Epicoccum Epicoccum nigrum
M45 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae  Purpureocillium  Purpureocillium sp.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1562158

M17 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys Clonostachys sp.
M20 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys Clonostachys sp.
M32 Ascomycota  Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceaceae Diaporthe Diaporthe sp.

M50 Uncultured eukaryote
M27 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium Fusarium sp.

M46 Ascomycota  Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae  Purpureocillium  Purpuracillium sp.
M54 Ascomycota  Sordariomycetes  Coniochaetales Coniochaetaceae Coniochaeta Coniochaeta sp.
MT3 Ascomycota  Sordariomycetes Hypodreales Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma sulphureum
MC1 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Moniliophthora  Monilioptora roreri
MC2 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Moniliophthora  Monilioptora roreri
MC3 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Moniliophthora  Monilioptora roreri
MC4 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Moniliophthora  Monilioptora roreri
MC5 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Moniliophthora  Monilioptora roreri
MC6 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Moniliophthora  Monilioptora roreri
MC7 Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Marasmiaceae Moniliophthora  Monilioptora roreri

Realizado por: Quitio, Dayse. 2022.



ANEXO F: AISLAMIENTO INDIRECTO Y CULTIVO MONOSPORICO

Muestras de caczo Cortes de tejidos en pequehas Siembra de los fragmentos de
secciones de 8 2 10 mm tejido 2 medio de cultivo PDA

Rt Tl

Resultado de la siembra Incubacion a 26 °C

Porcion de micelio colocado en tubos Obiariscin de sknorat ruiinads
de 10 mL con agua destilada o g

Cultivo monosporicos




ANEXO G: CARACTERIZACION MORFOLOGICA

— - .-

’ — ) ) Estructuras observadas en el
Observacion de microcultivos y microscopio

placas en el microscopio

Microcultivos y placas

ANEXO H: CONSERVACION DE LOS MORFOTIPOS FUNGICOS AISLADOS

Coie e s as Sy Discos colocadas en tubos de 2 Conservados de colonias fingicas
mL con agua destilada estéril




ANEXO I: EXTRACCION DE ADN (LISIS FiSICA)

e il —

Aislado cultivado en medio PDA

Micelio colocado en el mortero

Muestras almacenadas a -40°C Micelio macerado colocado en tubos de Macerado del micelio con nitrégeno
1,5 mL. liquido




ANEXO J: EXTRACCION DE ADN (LISIS QUIMICA)

Incubacion a 65 °C en bafio
maria

Secado del pellet por 12 h

Formaci6n del pellet

Se afiadi6 cloroforma-
alcohol-1soamilico (24:1)




ANEXO K: PCRy electroforesis

i -
Mix para la PCR Microtubos colocados
en el termociclador

Gel agarosa en el T Productos de PCR

Gel revelado : Electroforesis 2
transluminador pipeteados o

loading Buffer




ANEXO J: Gel de agarosa revelado

Gel N°1

O oo ~alon ] o] baf e
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