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Crecimiento y Esporulacion de Moniliophthora roreri en Diversas Fuentes
de Nitrégeno y Carbono!

ABSTRACT

The effect of different sources of N and C on vegetative
growih and sporelation, in wire, of Moniliophithora roreri,
causal agent of moniliasis disease of cocoa was investigated,
Nitrogen sources siudied were asparagine, aspartic acid,
proline, phenylalanine, urea, sodium nitrate and ammonium
chloride at conceatrations of 15, 75 and 150 mg N L™ ; C
sourees were maliose, ssecharose, luctose, ghecose, galactose,
xylose and arabinose at 0.2, 2 and 4 g C L', The fungus
produced the maximum colony diameter and the highest
sporulation arex with uyea at 75 and 130 mg N 1.7, whereas
the maximum spore density per em® and per colony was
observed with asparagine at 150 and 75 N L™ respectively.
In regard to N, it was found that the colonies of the fungus
M roreri attained maximum vegetative growth and the
greatest sporulation zone with urea af 75 mg and 150 mg of
N L7, while the greatest production of conidia per em® of
sporulation zone and per celony was observed with as-
puragine at 150 mg and 75 mg N L7° respectively. In regurd
to C, the greatest colony diameter and sporulation zone was
found with maltose 8t 2 ¢ C L7'. The number of conidia
produced with the sources of C were considerably tower than
the ones obtained with N sources,

INTRODUCCION

a moniliasis del eacao (Theobromea cacao L)
ataca fos frutos y reduce seriamente la produc-
cién El agente causal, Moniliophthore roveri, a
sido poco estudindo y un meior conocimiento sobre
su biologia permitiria complementar los estudios pa-
toldgico y epidemioldgicos necesarios para reducir las
pérdidas causadas por esta enfermedad

No se conogen las condiciones apropiadas de creci-
miento, i virro, asi como la composicidn de los subs-
tratos en el medio de cultivo nifa temperatura y lumi-
nosidad necesarios para una abundante esporulacion
En los medios de cultivo se debe suplir nutrimentos
esenciales como fuente de carbono vy nitrégeno en
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COMPENDIO

£l efecto sobre el crecimiento v esporulacion de coloniss
del hongo causante de la moniliasis del cacan, Voniliophihore
rorert de diferentes fuentes de Ny de C (ue estudiado in vitro.
Como luente de N se usaron: asparagina, dcido aspirtico, pro-
iina, fenilalanisa, ures, nitrato de sodio v cloruro de amonio
en dosis de 15, 75 v 150 mg de N L™ asi como fuente de C
fa maltosa, sacarosy, lactosy, glucosa, palactosa, xilosa y ara-
binosa en dosis de 0.2, 2y 4 gde CL ™ Con respecto al N
se encontrd gue las colonias del hongo M rorerd alcanzaron el
miximo crecimiento vegetative y la mayor dren esporulada
con urea a 75 y 130 mg de N L™ mientras que iz mayor
produccion de conidios por em® de irea esporuiada y por co-
lonia se observé con asparaginag a 150y 75 mg N L™ respec-
tivamente. Con relacion ai C, se enconird el mayor didgmetro
de las colenias ¥ de la Zoma esporulada con maltosa a
23 C L™, La produccidn de conidios con la fuente de C
fue marcadamente inferior a [a obtenida con lns fuentes de
N, posiblemente por el N limitante ea e} medio,

concentracion y tipo adecundos para optimizar el cre-
cimiento vegetativo v la esporulacion Dada la enorme
diversidad de los hongos no es posible hacer generalj-
zaciones sobre las condiciones de crecimiento (3)

Ll nitrdgeno es requerido para sintetizar ami-
nodcidos, proteinas, dcidos aucleicos, vitaminas y
aminoazicares (3, 12). Los hongos pueden utilizar el
nitrogeno en forma de nitratos, nitritos, amonio y
aminodcidos u otras moléculas orgidnicas comno las ba-
ses puricas o pirimidicas, sus precursores o productos
de su catabolismo. Aunque ia mayoria de los hongos
pueden utilizar estas fuentes con facilidad, algunos re-
quieren fuentes especificas de N {3, 1) Asi{ ningun
patron de wutilizacidn de N puede recomendarse parz
todos los hongos

Phillips ¥ Galindo (14), observaron diferencias en
el crecimiento micelial de M roreri con diversas fuen-
tes de N. Simonsen y Libesta (15) estudiaron la espo-
rulacion de Sistrotrema brinkmannii en 20 fuentes de
nitrégeno en concentraciones desde 0.005% hasta
(.25%, y observaron la mayor esporulacién con 4cido
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aspartico (0 023%), fenilalanina (0 1%}, prolina
{0.005%) y asparagina {0.01%). Moore-Landecker
(12}, informd que la asparagina permitia el mejor cre-
cimiento de los hongos, seguida de la glicina, dcido
glutdnico v dcido aspartico.

1a habilidad de los hongos de utilizar el carbono
en sus diversas formas varia mucho segin fa fuente de
carbono (12). La D-glucosa, D-fructuosa y D-manosa
son los monosacéridos que permiten el crecimicnto
del mayor niimero de hongos; de los disacdridos co-
munes son la maltosa, celobiosa, sacarosa y lactosa

(12).

Phillips y Galindo {14) observaron mayor creci-
mienio lineal de colonias de A roreri al aumentar la
conceniracién de sacarosa en el medio de cultivo base
a pH 65 e incubados a 28°C. En estudios simijares
Simonson y Liberta (15) observaron la mayor esporu-
lacion de S, Arinkmannii con sacarosa al 0.05% , mal-
tosa, xilosz, celobiosa al 0 1% y galactosa al 0 25%

Ef presente trabajo se realizd con el propésito de
conocer el efecto de diferentes concentraciones y
fuentes de C y N sobre el crecimiento y esporulacion
de M roveri, para seleccionar aguellas mds favorables
con el fin de incluirlas en medios de cultivo de uso ru-
tinario.

MAIERIALES Y METODOS

Para evaluar el efecto de varias fuentes de Ny C
sobre el crecimiento lineal y la esporulacion de Af
roreri, se utilizdé un medjo basal mineral, al cual se
agregd la fuente y concentracion en estudio. Ei medio
basal mineral ha sido empleado por Ko y Hera (10)
en estudios con Rhizoctonia solani (estado impesfec-
to del basidiomicete Thanatephorus cucumeris), al
cual se adiciond 01 g L™ de extracto de levadura
(14}, modificacion empleada en previas investigacio-
nes con M roreri Los componentes del medio basal
mineral son en g L™ K,HPO, 1;MgS80,.7H,0 05,
KCL 0.5 FeSU, TH,0 (10 mg), ager 20, glucosa 5 (o
las diferentes fuentes y concentraciones de carbono)
y extracto de levadura O}, En una primera fase de]
experimento se evaluaron siete fuentes de N, a saber
asparagina, dcido aspdrtice, proling, fenilalanina, urea,
nitrato de sodio y cioruro de amonio a 13, 75 ¥
150 mg N L™ En un segundo experimento, se eva-
luaren las fuentes de C: maltosa, sacarosa, galactosa,
glucosa, arabinosa, xilosa, lactosa a tres concentracio-
nes 04,2y 4gdeC L™ ademds se incluyd un tes-
tigo sin C y otro con Cdeglucosaa 1.5¢ L™ ElpH
de los medios esteriles se corrigid 2 6.5 con NaOH 0.1
N esteril. Se agregaron 25 ml de medio a platos de
Petri. Cada plato fue inoculado al centro con un dis-
co de 5 mm de didmetro obtenido de la periferia de
colonias del hongo A rorerd (aislamienta 873) de 15
dias de edad Los cultivos se incubaron por 16 dias

2 25°C y luz continua de 50 lumen m? en una incuba-
dora modelo 805 (Precision Scientific Co, Chicago,
Estados Unidos de America)

El disefio experimental fue de irrestricto al azar
iguaimente repetido (6 veces) con arreglo factorial
7 x 3y un tratemiento adicional. Cada unidad experi-
mental consistié de un plato Petri, Se evaluaron las si-
guientes variables: didgmetro de las colonias y didme-
tro de la zona esporulada. En ambos casos se tomarom
las lecturas cada 48 horas a partir de} momento gue
aparecid ¢l crecimiento vegetativo y la zona esporula-
da. Para determinar el numerce de conidios por em®
se tomé un disco de § mm de didmetro del centro del
radio de la zona esporulada de cada colonia y se depo-
sitd en un Beaker de 50 mi con 10 mi de solucion
Tween 80 al 0.001%, se agitd durante 5 min. ¢ inme-
digtamente despuds se colocé una muesita en un
hematocimetro para contar los conidios de acuerdo a
ia metodologia descrita por French y Herbert (7).
Ademds se determind el nimero total de conidios por
colonia. Otras observaciones cualitativas que se anota-
ron cada tres dias fueron la forma, color y zonacién
de las colonias.

RESULTADOS
Efecto de las fuentes y de las dosis de nitrGgeno

Didmerro de las colonias ¥ la zona esporulada

Se observaron diferencias significativas en e} did-
metro de las colonias y de la zona esporulada segin
la fuente de N, dosis y tiempo de incubacién, al igual
que las respectivas interacciones. En todos los trata-
mientos el didmetro de las colonias aumenté con el
tiempo de incubacién, mientras que el didmetro de
la zona esporulada siguid este comportamiento s6lo
er: las fuentes de N, urea, asparagina, dcido aspdrtico
y cloruro de amonio (Cuadso 1)

Fn los medics con ures, e} mayor didmetro de las
colonias se observé a partir de los siete dias de incu-
bacién mientras que con la asparagina y dcido aspdrti-
co (75 mg N L™") solo superaron el tratamiento sin N
a partir de los 13 dias de incubacion. El desarrollo de
la zona esporulada con urea, asparagina, dcido asparti-
¢o y cloruro de amonio fue mayor que en el trata-
mignto sin N, a partir del novene dia de incubacidn
Con ¢l resto de las fuentes y dosis de N el didmetro de
ias colonias y su zona esporulada fue similar o menor
al obtenido en las colonias que no recibieron nitrége-
no (Cuadro 1).

A los 16 dias de incubacién el didmetro mdximo
de las colonias y Iz zona esporulada se obtuve con
urea, y los mismos aumentaron conforme se aumento
la dosis de N. Les siguieron en crecimiento las colo-
nias que crecieron en medios con 75 mg de N L™ co-
mo asparsgina o dcido aspdrtico {Cuadro 1).
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Cuadro 1. Efecto de fuentes y dosis de N sobre el crecimiento y esporulacion de Moniliophthora roreri en medio de cultivo solido.

Didmetro’ (mm)

Fuente N Produccion
g™ Colonia Zona esporulada todal

conidios X10¢

Utrea 15 73 52 76.8 de
75 75 62 4077¢
156G 78 67 16024D

Asparsging 15 61 29 72 4 de?
15 66 54 §12990a
150 54 48 944 3 b
Acido Aspartico 5 18 27 i55¢
75 67 52 231.2d

150 56 40 143 3 de
Claruro de amonio i5 (3] 33 27¢
75 50 39 00¢
150 55 44 9.0¢
Profing i3 54 26 33e
15 52 23 132e
150 42 i8 12e
Nitriato de sodio i5 27 iy 0de
75 43 2z 0be
150 48 24 lle
Fenilalanina i5 33 id 29
75 35 t3 82e
150 31 17 80¢
Medio bisico? 0 49 17 09e

| Datos tomados & los 16 dias de crecimiente Promedio 6 rep.

2 p L7 (K, HPO, 1:MgSO, - 7TH,0 0§, KCL G5, FeSO, - TH, O (10 mg), agar 20, glucosa 5 y extracto de levadura 0 1)

3 Promedies con [z misma fetra no presentan diferencias significativas entre si, segun Ia prueba de Dunean (P: 0 05)

Produccion de conidios

La mayor produccidn de conidios por cm?® de drea
esporulada (545 millones) se obtuvo en las colonias
que recibieron 150 mg L™ seguido de 75 mg L7
(34 .6 millones) de N de asparagina. Cuando se aplicé
150 mg L™ de N como ured, en contrasie se obtuvo
para el mismo paramétro 26 7 millones y en las cola-
nias crecidas en ausencia de N se obtuvo apenas 0 3
millones por cm? de drea esporulada {Cuadro 1).

Al analizar la produccidn de conidios por colonia,
el comportamiento de las diversas fuentes de N varid
ligeramente, la mayor produccién de conidios corres-
pondié a la asparagina 75 mg N L™ con 1 299 millo-
nes, seguido de la asparagina y urea (150 mg N L™
con | 000 y 944 miliones, respectivamente. La mayor

produccion de conidios por coloniz se obtuvo con la

asparagina a 75 mg N L™ posiblemente debido a una
mayor drea esporulada (Cuadro 1),

Descripcion y morfologia de las colonias

En las colonias que recibieron asparagina, urea y
dcido aspdrtico, la zona de esporulacién se inicid con
formacion de tejido estromdtico dense y blanco in-
tenso que fue oscureciéndose hasta tornarse pardo
ciare, rodeada de una zona amarilla clara con cierta
tonalidad rosada y un borde blanco poco denso.

Con fenilalanina, prolina, nitrato de sodio, cloruro
de amonio y en el testigo sin N, el crecimiento mice-
lial fue iento, la zona esporulada fue rala, de bordes
indefinidos y color pardo amarillento
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Efecto de la fuente y dosis de carbono

Didmetro de las colonias v la zong esporudads

L crecimiento de las colonias y ia zona exporula-
da varid segin la fuente de C, dosis y tiempo de in-
cubacion

Se alcanzo el mdximo crecimiento de las colonias a
partir del sexto dia de incubacidén en el medio con
25 L7 de C de maltosa. En los tratamientos sin car-
bono ef didmetro de las colonias fue similar al obteni-
do en ei resto de los tratamientos, excepto lactosa,
con la cual el hongo M. roreri no esporuld {Cuadro 2)

Cuadro 2,

Produceion de conidios

No se observazon diferencias significativas entre
fuentes y dosis de C, aunque las colonias que recibie-
ron maltosa mostraron una mayor tendencia a una
mayor produccion de conidios

El inicio de la esporulacidn varid entre fuentes de
C. Con glucosa se inicid al sexto dia, con arabinosa,
galactosa, maltosa, sacaross v xiosa 2 los 8-9 dias y
con lactosa no hubo esporulacién

Marfologia colonial

fn general al inicio el micelio fue hialino y ralo,
posteriormente en la parte central se definié el tejido

Efecto de fuentes y dosis de C sobre el erecimiento y esporulaeion de Moniliophthorg roreri en medio de cultive solido.

Biametro' (mm)

Fuente C Produccion
. Colonias Zona esporulada total
glL™ P conidios X 10°
Maitosa 04 54 28 9.5a%
2.0 74 31 16a
40 &0 23 630
Sucrosa 04 42 3 63b
10 49 19 4.3 be
4.0 49 23 6.3b
Galactosa 04 [ 15 27 cd
20 40 18 39he
4 0 37 I6 31cd
Glucoss 04 47 18 36 be
20 36 19 4 4 be
4.0 28 (I3 27cd
Azrabinosa 0.4 38 19 43 be
2.4 19 18 3.9 be
40 34 14 13 ede
Kilosu 04 34 15 27cd
20 31 13 2.0 cde
40 19 10 1 2de
Lactasa 04 19 0 00e
20 16 ¢] 00e
40 15 0 00e
Medio bisico? - - i7 3.4 cd

| Datos tomados a los 16 dias de erecimicnto. Promedio & rep.

2 g L7V (K,HPO, 1:MgSO, » TH, 0 05 KCL 0 5, FeSO, - TH, 0 (10 mg), agar 20, giucesa 5 v extracto de levadura 0 1)

3 Promedios con la misma letza no presentan diferencias significativas entre sf, segin la prueba de Duncan {P: 0 05).
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sstromdtico de aspecto denso y de color blanco. Al
transcurrir la incubacidn se tornd pardo claro v luego
se oscurecid conforme se producian y maduraban los
conidios. En las colonizs que recibieron lactosa, el mi-
celio no presentd el crecimiento circular tipico, sino
que crecié ramificadamente sin llegar a unirse entre
si

DISCUSION

Fos resultados muestran que M roreri es capaz de
utilizar diversas fuentes de C ¥ N en medios de cultive
de manera diferencial al igual que otros hongos
(3, 12). En términos generales la demanda de N de-
pende en gran medida de la fuente de C (D-glucoss)
utilizable para los hongos (3}, En los medios se agregé
poco (0.1 g L'7') extracto de levadura, como fuente
de aminodcidos y de vitaminas (1) Este complemen-
t6d el N C y vitaminas en los medios en los cuales se
gvaluaren las diversas fuentes de N, pero fue ia unica
fuente de N al probar las fuentes de C. El extracto de
levadura tiene 43%de N de aminodcidos (1), ast en
este dltimo caso concentracion de N fue menor pero
suficiente para dilerencias del patrén de utilizacion de
los carbohidratos

Il crecimiento de los hongos se debe evaluar prefe-

riblemente mediante el peso seco y ¢l contenido de N
o de proteinas (2, 4} Sin embargo se acepta, por re-
producible, répido y no destructivo, Iz medicion del
crecimiento radial de ios hongos en medios solidos
(2.3, 4} En realidad el crecimiento de las hifas es
exponencial v el crecimiento lineal de las colonias se
debe a la ramificacién de las mismas

En cuanto a la utilizacidn de las fuentes de N es
importante tomar en cuenta fa relacidn Cf/N puesto
que la misma puede influir en el patron de esporula-
cion {13) Esta varid, sin tomar en cuenta el aporte de
N del extracto de levadura de 333/]1 a 33 3/1 Gene-
ralmente se estima que las condiciones que favorecen
el crecimiento vegetativo no son las mismas que favo-
recen el crecimiento reproductive (3, 9) De esta ma-
nerz el aumento de la esporulacion, que se dio confor-
me se aumenio la concentracion de fuentes de N que
se utilizaron con eficiencia (asparagina), no parece de-
berse a un deterioro del status nutricional del medio.
sino mds bien a {2 posible produccidn de moridgenos
en ef micehio viejo de Iz colonia tal como se ha repor-
tado para otros hongos (11) La mayoria de los ami-
nodcidos son absorbidos como tales; una vez absorbi-
dos son metabolizados para formar otros aminodcidos
por transaminacién. A su vez los mismoes pueden ser-
vir como fuente de carbono al acoplarse los dcidos
orgianicos derivados al ciclo de Krebs {3)

La concentracidn de un substrato indujo un comn-
portamiento diferente de M roreri Por ejempio la

urea como fuente de N, favorecio mds el crecimiento
vegetativo que la formacidén de esporas, lo cual tam-
bién se ha observado con otros hongos (12).

El mayor crecimiento vegetativo con esta fuente
puede deberse a su rdpida hidrolisis por la enzima
ureasa, de amplia distribucién en les hongos, a amo-
nio, formula de muy rdpida utilizacidn por los hongos
(12} Esto fue en parte confirmado por los tratamien-
tos con cloruro de amonio en los que ef hongo crecid
de manera semejante, aunque en menor cuantia, no
asi cuando se agregd al medio de cultivo nitrato de so-
dio. Sin embargo no es facilmente explicable ia dife-
rencia entre la urea y el cloruro de amonio, al menos
que el NH," haya bajado el pH a niveles mds bajos
gue la urea (3). En el presente trabajo no se cuenta
con evidencia experimenta! sobre el pld final resultan-
te de la utilizacién de este y ninguno de los sustratos,
le cual limita fa interpretacidn de los resultados. Ei
nitrato para ser asimilado requiere de la accidn de ia
enzima nitrato reductasa {asimilatoria) (3) y ademads
es un proceso que consume energia, io cual podria
explicar el menor crecimiento del hongo Fsta carac-
teristica respalda la posibilidad que el mismo perte-
nezca & los Basidiemicetos, segin lo propone Evans (6),

La asparagina favorecio el crecimiento vegetativo y
la produccién de conidios que confirma los resultados
de Phillips v Galindo {14), quienes observaron un ma-
yor crecimiento lineal de M roreri al aumentay fa do-
sis de cloruro de amonio y asparagina. Esta ultima,
junto con el deido aspdrtico se mencionan como exce-
fentes fuentes de N para los hongos (3, 12) Simonson
y Liberta (15) también encontraron alta preduccién
de esporas en el Basidiomicete S brinkmannil gl usar
asparagina al 0 01% como fuenie de N

Con respecto al C, los resuitados supieren que el
hongo respondid mds a la fuente que a ia dosis de C,
lo que coincide con observaciones realizadas en otros
hongos (8, 12} Tanto el ¢crecimiento vegetative como
la esporulacién fueron menores en comparacion a [os
obienidos con las diversas fuentes de N posiblemente
porque ei crecimiento se vid limitado porel N y no
por el C, pues la cantidad de N en el medio basal, co-
mo extracto de levadura, fue relativamente baja. Ade-
mds posiblemente fa diversidad de los aminodcidos y
oiras moléculas orginicas disponibles en el extracto
podriz no ser de tan rdpida asimilacidon como una
fuente unica, yz sea un aminodcido o el cloruro de
amonio. Esta explicacién es atractiva pues las relacio-
nes C/N tearicas en este medio fueron similares a la
relacion C/N en los medios donde se evaluaron las
fuentes de N {a fas menores dosis) v con glucosa co-
mo fuente de C, donde hubo una esporulacidn mayor.
Sin embargo fue posible establecer la utilizacion dife-
rencial de las diferentes fuentes de € por el hongo
Por ejemplo, la maltosa fue la fuente de carbono que
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permitid el mayor crecimiento micelial, drea esporula-
da y tendencia a una mayor produccion de conidios,
que coinciden con las observaciones de Phillips y
Galindo (14); por otro lado la lactosa no parece ser
utilizada por el hongo

El menor crecimiento vegetativo de M roreri en
presencia de glucosa con respecto a la maltosa vy la sa-
carosa es un resultado no esperado, pues la glucosa es
de mds fdcil asimilacion ya que su utilizacion no re-
quiere de la accion de enzimas hidroliticas

La esporulacion fue mejor cuando se probaron las
fuentes de N que las de C, pues en el primer caso exis-
tia una buena fuente de C, glucosa en el medio base
En el segundo caso el nutrimento base fue el extracto
de levadura en concentracidn limitada v los cultivos
posiblemente se vieron limitados por el Ny C en &l
caso que la fuente de C no se utilizd. Esto no impidié
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