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Resumen

La moniliasis, ocasionada por el hongo Moniliophthora roreri (Cif. & Par), es la principal enfermedad del
cacao en Latinoamérica, y las medidas para su manejo sostenible son aln escasas. Con base en reportes
previos, el objetivo de este trabajo fue optimizar el proceso de extraccion por destilacién de Zingiber
officinale, evaluando in vitro su efecto antifingico sobre conidias de M. roreri. Se elaboraron ocho hidro-
destilados con material fresco (300 y 600 g/L) y seco al sol (45 y 90 g/L), con dos solventes (agua-alcohol,
relacion 10:1 y 10:0), y en tubos de ensayo con conidias del hongo, mediante la técnica de cultivo en
medio liquido (agua-extracto de cacao), se adicioné cada hidrodestilado de Z. officinale en relacion 1:1
v/v, determinando su efecto sobre la formacion y germinacion de conidias del hongo en cinco momen-
tos de observacioén (0, 24, 48, 72 y 96 horas). Los resultados muestran que todos los hidrodestilados de
Z. officinale presentan metabolitos con efectos de inhibicién sobre las variables evaluadas, siendo el
tratamiento )5 (Z. officinale seco, 45 g/L, relacién 10:1 agua: alcohol) el mejor, pues alcanza el 88% vy el
100% de control sobre la formacion y germinacion de conidias, respectivamente, con respecto al testigo
absoluto a las 72 horas, siendo posible optimizar la extraccion mediante destilacién utilizando 45 g/L de
material seco y el uso de solvente agua-alcohol en una relacion 10:1.

Palabras clave: Antifangicos, Zingiber officinale, extractos vegetales, jengibre, monilia, Theobroma ca-
cao, Moniliophthora roreri, Conidias de hongo.
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Abstract

The frosty pod rot caused by the fungus Moniliophthora roreri (Cif. & Par) is the main disease of cocoa in
Latin America, while the measures for their sustainable management are still limited. Based on previous
reports the aim of this study, was to optimize the extraction process by the distillation of Zingiber offici-
nale, and evaluating in vitro their antifungal effect on M. roreri. Eight hidrodestilleted were prepared with
fresh material (300 and 600 g/L) and sun dried (45 and 90 g/L), with two solvents (Water:Alcohol ratio
10:1 and 10:0) for which the cultivation technique used, was test tubes in liquid medium (water extracted
from cocoa ) with conidia fungus. It was added each hidrodestillated of Z. officinale in ratio (1:1 v/v), by
which determines its effect on the formation and germination of the fungus conidia in five observation
times (0, 24, 48, 72 and 96 hours).

The results indicate that all hidrodestillators of the Z. officinale show metabolites with inhibitory effects
on the variables evaluated, with the J5 (dried Z. officinale, 45 g/L ratio 10:1 water: alcohol) being the best
treatment, due that it reaches from 88% to 100% control over the Conidias formation and germination res-
pectively, with regard to the absolute witness at 72 hours, being also possible to optimize the distillation
extraction by using 45 g/L dry material and employ solvent water:alcohol in a 10:1 relationship.

Keywords: Antifungal, Zingiber officinale, Plant Extracts, Ginger, Frosty Pod Rot, Theobroma cacao, Mo-
niliophthora roreri, Conidia fungus.
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Introduccion

La moniliasis del cacao, causada por el hongo
Moniliophthora roreri (Cif & Par), afecta exclusi-
vamente al fruto en cualquier etapa de desarrollo;
entre sus sintomas se encuentran protuberancias,
puntos aceitosos, amarillamiento o maduracion
prematura y manchas chocolate o necréticas (1, 2,
3, 4); ocasiona la pérdida total de sus semillas o
disminucion en su calidad organoléptica, convir-
tiéndose en el principal problema en 11 paises del
continente americano, en los que estan México y
Colombia (5, 6). M. roreri tiene su centro de origen
en Colombia (7, 8, 9, 10); a la fecha se han encon-
trado cinco grupos genéticos del hongo (11, 12).
En México fue detectada por primera vez en 2005,
en el municipio de Pichucalco, Chiapas (4), oca-
sionando el derribo y abandono de plantaciones,
bajas considerables de la produccién, empobreci-
miento de los productores y deterioro ambiental
(13, 14). En Colombia, M. roreri es devastador y
las estrategias de control tradicional han generado
resultados colaterales, como la resistencia a fungi-
cidas y mutaciones que han originado varias cepas
en algunas regiones (15, 16). Los fungicidas de sin-
tesis quimica para el control de M. roreri han sido
ensayados en diversos lugares, pero sus resultados
no son del todo efectivos para el manejo de esta
enfermedad, y, en cambio, ocasionan contamina-
cion y, a menudo, resulta antiecondmico (17, 18,
1,19, 20, 21, 22, 23).

Los extractos vegetales son una herramienta util
para el control de plagas y enfermedades, tienen
un potencial muy alto para manejar los principa-
les problemas fitosanitarios de la produccion agri-
cola (24, 25). Como parte de su metabolismo, las
plantas sintetizan componentes que se conocen
como metabolitos secundarios, cuyas propiedades
quimicas se han investigado ampliamente desde
mediados del siglo xix (26, 27). Investigaciones
realizadas en México muestran la gran diversidad
de plantas que presentan metabolitos capaces de
inhibir el crecimiento y desarrollo de patoégenos
(Phytophthora spp., Colletrotrichum gloeosporioi-
des, Moniliophthora roreri) (28, 29), tales como

orégano (Origanum vulgare L), jengibre (Zingiber
officinale Roscoe) y maguey morado (Tradescantia
spathacea Swartz). El jengibre ha mostrado efecto
sobre la inhibicion de diversos tipos de bacterias
y hongos que causan enfermedades en animales y
en plantas de cultivo, tanto a nivel de campo como
en la poscosecha (30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 25).

Teniendo en cuenta la necesidad de buscar nuevas
alternativas que sean amigables con los agroeco-
sistemas y eficaces para el control de esta enfer-
medad tan limitante, pero accesibles a los pro-
ductores de cacao, y considerando los reportes de
Ramirez (14), se realizé esta investigacion con el
objetivo de optimizar el proceso de extraccion por
destilacion de Z. officinale Roscoe, evaluando su
capacidad antifiingica sobre la formacién y germi-
nacién de conidias de M. roreri (Cif & Par) aislado
de mazorcas de cacao en plantaciones de México.

Materiales y métodos

Aislamiento del patogeno: El hongo M. roreri fue
multiplicado a partir de una cepa previamente
aislada de muestras de frutos enfermos, del mu-
nicipio de Comalcalco, Tabasco, México; aislada
seglin metodologia descrita por Ramirez (14), en
el laboratorio de Agrotecnologias de la AUDES
Cacao-Chocolate, de la Universidad Autonoma
de Chiapas.

Obtencion de los hidrodestilados: Fueron elabo-
rados a partir de jengibre (Z. officinale Roscoe) en
un destilador adaptado para la obtencién de hidro-
destilados segiin metodologia descrita por Ramirez
(14), en el Laboratorio de Agrotecnologias de la
AUDES Cacao-Chocolate; para su preparacién se
consideré utilizar dos diferentes cantidades de ma-
terial vegetal (tanto fresco como seco al sol), asi
como dos tipos de solventes (agua:alcohol, rela-
cion 10:1, y agua). Se obtuvieron ocho hidrodesti-
lados, que se describen en la Tabla I. Para el pro-
ceso de extracciéon se coloco el material vegetal y
el solvente respectivo en la marmita, y se sometio
a calentamiento constante, hasta obtener el hidro-
destilado.
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Tabla I. Convenciones para los diferentes tratamientos.

. Cantidad Relacion
Tratamientos. Planta
g/L agua:alcohol

1 J, 300 10:1

2 J, 600 10:1

3 s Jengibre fresco 300 10:0
4 J, 600 10:0

5 J. 45 10:1

6 J, 90 10:1

7 ) Jengibre seco 45 10:0

8 Jg 90 10:0

9 Testigo absoluto (Test. Abs) Agua destilada

Prueba en medio liquido en tubos de ensayo: Se
utilizé la metodologia descrita Ochoa (38), que
permite determinar el nimero de conidias totales
y el nimero de conidias germinadas en presencia
de cada tratamiento.

Solucion madre: Se tomaron cuatro cajas de Pe-
tri de 50 mm que contenian cultivo de M. roreri
de 12 dias de sembrado; se les realiz6 un raspado
superficial del hongo y se lavé con 50 ml de agua
destilada estéril; se agregaron en un Erlenmeyer y
se les anadio 50 ml de extracto de cacao y una gota
de tween 80.

Solucion con hidrodestilado: La solucién madre se
dividio en seis tubos de ensayo: tres como testigo
(con 5 ml de agua destilada + 5 ml de solucién
madre) y tres que contenian el hidrolato por ana-
lizar (5 ml del hidrodestilado + 5 ml de solucién
madre); luego se agitaron en vortex para homoge-
neizar y se realizaron las lecturas en la camara de
Neubauer, con tres repeticiones, contabilizando el
ndmero de conidias totales y el numero de coni-
dias germinadas, en cinco momentos de observa-
cién. Los tubos con los tratamientos y sus respec-
tivos testigos se incubaron en la oscuridad a 28°C
+/-2°C.

Variables evaluadas: Formacion de conidias totales y
ndmero de conidias germinadas a 0, 24, 48, 72 y 96

horas, seglin metodologia descrita por Ramirez (37) y
Ochoa (38).

Diseiio experimental: Se emple6 un diseiio completa-
mente al azar, con nueve tratamientos y tres repeticio-
nes por tratamiento a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Se
realizé un andlisis de varianza, y cuando se detectaron
diferencias significativas se aplicé la prueba de com-
paracion de medias de Tukey al 5%, empleando el
programa estadistico SPSS STATISTICS 2.0.

Resultados y discusion

De acuerdo con el andlisis estadistico, se observan di-
ferencias significativas en el efecto de los tratamientos
sobre la formacién de conidias a las 0, 24, 48, 72 y
96 horas (Figura 1). A las 0 horas, el tratamiento con
mayor formacion de conidias correspondié al testigo
absoluto (agua destilada), con 258,33x10* conidias
ml", y el tratamiento que presentdé menor formacion
de estas estructuras fue J5, con 58,3x10* conidias ml-
!, mostrando diferencias estadisticas con respecto al
testigo absoluto, pero no con los tratamientos J1, J4,
J6, )7 y )8 (Figura 1A), los cuales registraron valores
mayores entre los 62,5 al 70,83x10* conidias ml™, pre-
sentando porcentajes de inhibicion entre el 77,42% y
el 72.58% para estos tratamientos.

A las 24 horas, el tratamiento con mayor formacién de
conidias fue el testigo absoluto, mostrando diferencias
estadisticas significativas con los demas tratamientos,
siendo el tratamiento J5, con 44,4x10* conidias ml?,
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el que inhibié en mayor grado su formacién, con un
74%; sin embargo, todos los extractos inhibieron la
formacion de conidias, en comparacion con el testigo
(Figura 1B).

A las 48 horas, el tratamiento testigo presentd diferen-
cias estadisticas significativas en relacién con los de-
mas tratamientos, siendo J5 y J7 los que presentaron la
menor formacion de conidias con 41,67x10* conidias
ml”, sin embargo, este tratamiento no registro diferen-
cias estadisticas con los tratamientos J6 y J8, que fue-
ron preparados a partir de material seco (Figura 1C) y
lograron inhibir la formacion de conidias en un rango
del 81.76% al 79.33%, con respecto al testigo absolu-
to. A esta hora, el testigo absoluto también se presentd
germinacién de conidias, con 3.47x10* conidias ml”,
mientras que los demas tratamientos inhibieron por
completo la germinacion de estas estructuras.

A las 72 horas, el testigo presentd la mayor germina-
cién y formacion de conidias, y registré diferencias
estadisticas significativas con los demas tratamientos,
continuando el tratamiento J5 con el mejor comporta-
miento en la inhibicién en la formacion de conidias,
con 88.31%, seguido por los tratamientos )6 vy )8 (Fi-
gura 1D), que no registraron entre ellos diferencias es-
tadisticas y tampoco permitieron la germinacién de las
conidias.

A las 96 horas, el tratamiento que mejor comporta-
miento presento fue el J2, con 19,4x10* conidias ml
1, presentando solamente diferencias significativas en
cuanto al testigo (Figura 1E).

El tratamiento ]5 presentd los valores mas bajos de co-
nidias totales en el transcurso del tiempo, llegando a
inhibir un 88% la formacion de conidias (valor regis-
trado a las 72 horas de evaluacion), resultado igual al

que reporta Ramirez (37) con el extracto de corteza de
canela a las 96 horas de evaluacién. Estos resultados
encontrados para Jengibre coinciden con los reporta-
dos por Nguefak et al. (31), quienes determinaron el
efecto inhibitorio de Z. officinale sobre aislamientos
de tres hongos procedentes de alimentos (F.monilifor-
me, A. flavus y A. fumigatus), extractos que, al igual,
fueron obtenidos por destilacion y que mostraron in-
hibicion en el crecimiento y formacién de conidias de
los tres hongos, pero a concentraciones superiores que
T. vulgaris. Ademas, el jengibre tiene un efecto inhibi-
dor en su aceite a concentraciones altas, mostrando
presencia de fenilpropanoides, compuestos que le dan
propiedades de control sobre levaduras como C. albi-
cans, R. glutinis, S. pombe, S. cerevisiae, Y. lypolitica
(35).

Para la germinacién de conidias se presentaron dife-
rencias significativas entre tratamientos con el testigo
absoluto a las 48, 72 y 96 horas de observacién. A las
48 horas todos los tratamientos presentaron inhibicién
en la germinacién de conidias del 100%), mientras que
el testigo presentd una germinacién de 3,47x10* coni-
dias ml'. A las 96 horas el testigo presento 6,48x10*
conidias ml”, mientras que los demds tratamientos pre-
sentaron inhibicion del 100%. Los resultados mues-
tran que los hidrolatos de jengibre, obtenidos tanto
con material fresco como seco al sol, asi como con
solventes agua:alcohol y agua, permiten extraer meta-
bolitos capaces de inhibir la germinacién de conidias
de M. roreri, evidenciando un alto potencial de los hi-
drodestilados obtenidos de jengibre en el manejo de
este patégeno, ya que la inhibicién en la germinacién
de esporas es un efecto muy deseable en los productos
para el control de M. roreri, pues aunque las conidias
del patégeno logren depositarse en la superficie del
fruto, el contacto con el hidrolato de jengibre estaria
impidiéndoles formar el tubo germinativo (38).
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Figura 1. Efecto de los extractos de jengibre sobre el nimero de conidias totales x 10* ml". A) 0 horas,
B) 24 Horas, C) 48 Horas, D) 72 horas, E: 96 Horas. Tratamientos con letras distintas indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (P <0.05).

Las conidias son los tGnicos propagulos infecciosos  que, al inhibir la formacion de conidias e impedir
de M. roreri, y el hongo requiere germinar sobre la  la germinacién de estas estructuras, los eventos de
superficie del fruto para poder realizar la infeccion  infeccion seran reducidos y las probabilidades de
e iniciar con ello su proceso invasivo, de manera
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infeccién y desarrollo de la enfermedad seran me-
nores (5).

Conclusiones

El tratamiento J5 (jengibre seco, 45 g/L, relacion
10:1 agua:alcohol) fue el mejor hidrodestilado de
los ocho evaluados, el cual presenté los mejores
niveles de control en la formacion y germinacion
de conidias de M. roreri en el transcurso del tiem-
po; por lo cual constituye una alternativa potencial
para el manejo de la moniliasis del cacao.

Es posible optimizar el proceso de obtencién de
hidrodestilado de jengibre utilizando material seco
y el uso de solvente agua: alcohol en una relacion
10:1, lo cual permite una mayor extraccion de me-
tabolitos activos que permiten controlar in vitro M.
roreri.
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