Rev. Fac. Agron. (LUZ):9:77-96. 1992.

'r?-';;f-'ﬁr Universidad del Zulia |
4oL Vicemectorado Academico Repositorio Académico
SEREILUZ

Estudios biologicos y morfolagicos del hongo causante de la pudricion apical
de los frutos del guayabo (Psidium guajava L.)

Biological and morfological studies of the fungi causing the stylar-end rot on guava fruits (Psidium
guajava L.)

Recibido 30-01-92 Aceptado 25-05-92

Trabajo subvencionado por el Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico (CONDES), L.U.Z.
Antonio Jiménez; Rixio Santos

Departamento Fitosanitario Facultad de Agronomia. (LUZ). Apartado 15205. Maracaibo, 4005. Zulia. Venezuela.

Resumen

Se estudi6 el desarrollo del hongo causante de la pudricion apical de los frutos del guayabo, en el municipio Mara, Estado Zulia, para
detectar la presencia de esclerocios en el micelio y determinar la forma, tamafio y color de los picnidios y picnidiosporas presentes en
los tejidos apicales de frutos de guayaba enfermos. Se estudio el efecto de la humedad relativa del ambiente, la temperatura, luz y
nutrientes en el desarrollo del micebo, formacion de picnidios y esclerocios in vitro e in vivo. Macroscopicamente, el micebo es de
textura algodonoso e hialino, inicialmente, tornindose de color negro después de 96 horas. Microscopicamente, el micelio es de
color marron rojizo, con hifas septadas, algunas ramificadas en un angulo de 90 grados, con una ligera constriccion en la base de la
nueva hifa. En los tejidos, los picnidios son globosos a elipticos, individuales, con un ostiolo central y un tamafio de 144,85 pm de
largo por 154,36 pg de ancho. Las picnidiosporas son unicelulares, hialinas, con sus extremos redondeados, guteladas y un tamafio
de 17,50 g de largo por 5,75 pm de ancho. En los tejidos enfermos no se observaron esclerocios, y en los medios de extracto de
malta y pulpa de guayaba se observaron estructuras similares a los primordios iniciales de los picnidios, abundantes, de consistencia

floja, irregulares, con didmetros entre 63,66 y 441,61 pg. Para la formacion de picnidios en los tejidos enfermos, la temperatura
optima fue de 28-30°C, la humedad relativa de un 55-100% y la luz no tuvo influencia. Los nutrientes necesarios son la glucosa y el
almidon. El micelio crecié abundante a 28, 30 y 32-C. Las caracteristicas morfologicas del hongo sugieren que pertenece al género
Fusicoccum o al género Macrophoma. Se hace necesario estudiar su conidiogénesis para dilucidar definitivamente esta situacion.
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It was studied the growth of the fungus causing the stylar-end rot of guava fruits, in the Mara county, Zulia state, to detect the
presence of sclerotia in the mycelium and to determinate the form, color and size of the picnidia and picnidiospore present in the stylar
tissues of disease guava fruits. It was studied the effect of the ambiental relative humidity, the temperature, light and nutrients in the
mycelium growth, pycnidia and sclerotia formation in vitro and in vivo. Macroscopically the mycelum is of cottony texture and
Malyne, mitially, changing to color black after 96 hours. Microscopically the mycelium is red- brownish with septate hypha branched
in a 90 grade angle with a constrition at the base of the new hypha. In the tissues the pycnidia are eliptical to globose, individuals, with
a central ostiole and a size of 144,85 pm in large and 154,36 um in width. The pycnidiospore are one celled, hialynes, with ends
rounded, guttulate and a size of 17,50 um in large by 5,75 pum in width. In the disease tissues no sclerotia were observed although in
the malt extract and guava pulp media were observed structures similar to the initial formation of pycnidia, abundant, of loose
consistency, irregulars, with diameters of 63,33-441,61 um. For the production of pycnidia in diseased tissues the optimum
temperature was of 28-30 'C, the relative humidity of 55-100 %, and the light had no influence. The nutrients necessary are the
glucose and the starch. The mycelium grew abundant at 28, 30 and 32C. The morfological characteristic of the fungus suggest it
belongs to the genus Fusicoccum or to the genus Macrophoma. It is necessary to study its conidiogenesis to delucidate definitively
this situation.
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Introduccion

El guayabo es una planta poco agente para su cultivo y de una gran resistencia a enfermedades, sin embargo, se han reportado
diferentes tipos de enfermedades, tales como, la antracnosis, costra o rofia del fruto, frutos momificados, podredumbre de los frutos
y marchitamiento (8, 12, 14, 15, 16, 19,20, 22).

En diciembre de 1.984, en las plantaciones de guayabo del municipio Mara, Estado Zulia, se observo una podredumbre de la parte
apical de los fiutos con las caracteristicas siguientes: los frutos con madurez intermedia y maduros presentaban en la zona apical una
lesion de color marron rojiza. Inicialmente, la lesion es una mancha de 0,5 cm de didmetro que avanza hasta cubrir toda la zona
apical y en estados avanzados de la enfermedad llega a cubrir todo el fruto. En frutos totalmente podridos en su superficie se observa
un micelio de color gris oscuro y la presencia de unas estructuras globosas de color negro (picnidios) en nimero abundante (19).

Considerando que la enfermedad estaba ampliamente distribuida en los municipios Mara y Maracaibo, provocando pérdidas en el
momento de la cosecha de un 30 a un 40 por ciento de los frutos, y en casos graves, hasta mas del 50 por ciento, en 1.985 se
procedi6 a la identificacién del agente causal de la pudricion de los frutos del guayabo. De los frutos enfermos y plantas de la maleza
platanito (Cleomen spinoso L.) se aislo un hongo el cual mediante observaciones mascroscopicas de su micelio y organos de
reproduccion (picnidios) se identifico como perteneciente al género Macrophomina. La patogenicidad del hongo y su relacion con la
pudricion apical de los fiutos del guayabo fue demostrada al inocular frutos sanos y observar que en ellos se desarrollaron los
sintomas caracteristicos de la enfermedad (19).

En el fijjol, el hongo Macrophomina phaseolina produce chancros negros, deprimidos, con un margen bien definido y a menudo
presenta anillos concéntricos. La infeccion puede destruir el punto de crecimiento de la planta y ocasionar el rompimiento del tallo,
justo en el lugar debilitado por el chancro y continila avanzando hacia la region del lipocotilo y la raiz, o hacia los peciolos de las
hojas primarias (10).

Cuando la infeccion ocurre en la planta mas vieja o en plantas adultas, puede presentarse raquitismo, clorosis de las hojas,
defoliacion prematura y muerte de la planta. La infeccion suele ser mas pronunciada en un lado de la planta (6, 24).

En sorgo, M. phaseolina causa el acamamiento de las plantas y poca produccion de granos. La fase esclerotial del hongo causante
de esta enfermedad, invade el tallo a ras de tierra a través de las raices, procediendo después a colonizar y desorganizar el tejido
cortical de los entrenudos inferiores. La parte baja de los entrenudos afectados se vuelve suave y débil, resultando en el acamamiento
de los mismos, doblandose el tallo en el segundo o en el tercer entrenudo. Si se corta longitudinalmente un tallo enfermo, se ve
claramente que los haces vasculares estan separados y cubiertos por pequefios esclerocios de color negro, dandole a la enfermedad
el nombre de podredumbre carbonosa. La enfermedad es favorecida por condiciones de escasa humedad y elevada temperatura del
suelo durante la formacion del grano (23).
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cubrir todo el fruto. Inicialmente, la lesion es de consistencia firme, pero luego los tejidos se toman blandos como consecuencia de su
destruccion y liberacion de] agua contenida en ellos. En frutos depositados en el suelo alrededor de los arboles de guayabo, se
observa el crecimiento de un micelio de un color gris oscuro y la presencia de unas estructuras de forma globosa (picnidios) en
niimero abundante, con un cirro de esporas en su abertura (ostiolo) (9, 21).

Kapoor y Tandon (13) reportan una nueva especie de Macrophoma, M. allahabadensis, causando una pudricion de frutos del
guayabo en Allahabad, India. Los sintomas de la enfermedad descritos ... : "Manchas marrones oscuras en la piel de los frutos,
avanzados a partir del punto de mfeccion, hasta cubrir todo el fruto. El micelio sobre la superficie de los frutos, de color naranja
canela a verde, oscuro inicialmente, tomandose marrén oscuro a negra, cubriendo todo el fruto. En los tltimos estados de la
enfermedad, en la superficie de los frutos aparecen numerosos picnidios negros son similares a los observados en frutos de guayaba
con la pudricién apical colectados en el municipio Mara, Estado Zulia.

En el género Macrophomina sélo se describe una especie, la M. phaseolina (Tassi) Goid, la cual segiin Haigh (1.930), citado por
Dhingra y Sinclair (7), presenta un estado esclerotial, la Rhizoctonia bataticola que puede dividirse en tres grupos dependiendo del
tamafio de los esclerocios: Grupo A, esclerocios de 200 pm mayores; Grupo B, esclerocios de 120'a 200 pm,; Grupo C, esclerocios
de 120 pg o menores. Asimismo, ¢l sefiala que algunos aislamientos en el grupo C, forman picnidios, tanto en las plantas hospederas
como en medios de cultivo, mientras que los aislamiento de los grupos A y B no lo hacen. Kendrick (1.933) y Reichert y Hellinger
(1947), citados por Dhingra y Sinclair (7) sugirieron que el nombre picnidial (Macrophomina phaseolina) debe ser aplicado solo a
los aislamiento que forman picnidios o que formen picnidios y esclerocios, mientras que los aislamiento no picnidiales deben ser
referidos por el nombre esclerotial (Rhizoctonia bataticola).

El género Fusicoccum y el género Maerophoma presentan caracteristicas muy similares al género Macrophomina, a saber:
Fusicoccum: Micelio inmenso, septado, ramificado, marréon palido, estroma de mas de 100 pm en didmetro, inmerso, subepidermal,
marrén oscuro a negro, multilocular (loculos de mas de 250 um en didmetro), ostiolos indistinguibles, l6culos deshicentes por
rompimiento de los tejidos del huésped. Conidioforos hialinos, algunas veces septados y ramificados en la base, cilindros, de 14-24 x
2-3 pum. Células conidiégenas holoblasticas, determinadas, hilanas, cilindricas. Conidios acrogenos, individuales, de pared delgada,
unicelulares, fusiformes, rectos, irregularmente gutelados, apice obtuso, base truncada, de 18-25 x 4-4,5um (1). Macrophoma:
micelio aéreo, septado, marrén oscuro, ramificado. Picnidios semisumergidos en los tejidos, errumpentes de color negro,
subgloboso, monoostiolados, de 350-500 um. Conidi6foros cortos de 8-20 um de largo. Conidios acrogenos, simples, elipsoidales a
subglobosos, mayores de 15-30 x 5-10um (1). Macrophomina: micelio aéreo, crecimiento en anillos concéntricos, primero blanco,
luego gris a negro. Hifas ramificadas en angulo recto, creciendo paralelamente a la que le dio origen. Picnidios inmersos en los
tejidos, errumpentes, mono o multiostiolados, ostiolo truncado, de 33-276 um en diametro. Conidi6éforos hialinos, cortos, rectos,
entre 10-15 ym de largo. Conidios simples, de 15-30 x 5-10 pm, acrogenos. Célula conididgena anteroblastica, phialidal, hialina, con
diminutos anillos en la base (annelacion). Conidios hialinos, unicelulares, obtusos en ambos extremos, elongados, elipticos, algunas
veces ligeramente curvados, Esclerocios negro azabache, lisos reticulados, esféricos a oblongos o irregulares, de 15-300 pm (1, 7).

De los frutos de guayaba enfermos con pudricion apical y plantas de la maleza platanito (Cloemens spinoso L.) se aislo un hongo, el
cual mediante observaciones macroscopicas y microscopicas de su micélio y organos de reproduccion (picnidios) fue identificado
como perteneciente al genero Macrophomina (9). En los estudios mniciales se observd que el hongo no produce esclerocios en los
tejidos de los fiutos enfermos y los produce en forma esporadica en el medio de papa-dextrosa-agar (PDA). Asi mismo, el hongo
produce picnidios en los tejidos enfermos y no los produce en PDA y sélo los produce en forma esporadica en los medios de Clavel
y Leonina’s. Esto no permiti6 confirmar si el hongo aislado pertenece a la especie Macrophomina phaseolina o si se trata de una
nueva especie, la cual no forma esclerocios, pero si picnidios en los frutos enfermos, y forma esclerocios y picnidios en forma
esporadica en medio de cultivo (9).

Kapoor y Tandon (13) reportan en la India a Macrophoma allahabadensis como causante de una pudricién de apice de frutos del
guayabo. Las caracteristicas de esta especie son como sigue: micebo marrdn claro, ramificado, septado, de 5,5 pm en grosor.
Picnidios negros sobre los frutos, usualmente individuales, algunas veces de grupos de 2 a 3, errumpentes, globosos, con un didmetro
entre 42,5 y 206,2 um (promedio de 132,6g m), ostiolados, con papila prominente provista de pelos bien definidos de color marron
oscuro, esféricos, con un didmetro entre 22,0 y 48,1 pm (promedio de 33,3 um), raramente con cuello, células de la pared picnidial
gruesas, redondas a poligonales y de varias capas, con un diametro entre 11,1 y 48,1 pg (promedio de 92,6 um). Conididéforos
cortos, hialinos, esporas unicelulares, hialinas, guteladas, elipsoides a fusiformes, de 10,5-24,5 X 3,5-5,3 um (promedio de 16,7 X
4,3 um), pocos picnidio; formados en el medio de cultivo "A" de Asthana y Hawker.

El nresente trabaio tuvo como obietivo: establecer la presencia o ausencia de esclerocios en el honeo aue se desarrolla en los teiiddos



apicales de frutos de guayaba; identificacion de los picnidios y picnidiosporas presentes en tejidos apicales de frutos de guayaba
enfermos; y produccion e identificacion de picnidios y esclerocios en diferentes medios de cultivo in vitro, del hongo aislado de frutos
de guayaba enfermos con la pudricion apical.

Materiales y métodos

Muestras de frutos de guayaba enfermos con el hongo se recolectaron en granjas del municipio Mara, Estado Zulia, con la presencia
de micelio y picnidios en su parte apical. Estos frutos se conservaron en el laboratorio bajo refrigeracion (5°C).

Se prepararon cortes finos de los tejidos apicales de los frutos de guayaba enfermos, usando un micrétomo de mano. Los cortes
obtenidos tenian un espesor de 10 pg.

Los cortes se colocaron en una gota de agua sobre un portaobjeto, se cubrieron con cubreobjetos y se observaron con microscopio
optico para establecer la presencia o ausencia de esclerocios y observar el patron de formacion y distribucion de los picnidios del
hongo, en los tejidos de los frutos en guayaba enfermos, algunos de estos cortes se tifieron colocandolos en una gota de azul de
algodon o safranina, por un minuto (18).

De los frutos de guayaba enfermos que presentaron en sus tejidos picnidios se procedié a aislar un alto nimero de ellos, usando una
aguja esterilizada para separarlos de los tejidos, observando a través de un estereoscopio. Los picnidios se colocaron en agua sobre
un portaobjetos, a fin de observarlos con el microscopio optico, Leitz-Wetzlar (objetivo 10 X ocular 10 X) para proceder a
caracterizarlos. El tamafio de las picnidiosporas se determiné midiendo 100 de ellas y usando un microscopio optico Leitz- Wetzlar,
con objetivo 40 X ocular 10 X con ldmina micromética incorporada (factor de conversion: 2,85).

Los tejidos apicales con la presencia de picnidios fueron colocados en camara hiimeda para inducir la formacion de picnidioesporas.
Cada 24 horas, se colocaron picnidios en gotas de agua sobre un portaobjeto, que fueron triturados, para observar con el
microscopio optico la presencia de las esporas y proceder a determinar su color, forma y tamafio.

Frutos de guayaba con una pudricion apical incipiente (mancha rojiza de 0,5 mm en didmetro, se colocaron en diferentes condiciones
de luz, temperatura y humedad para evaluar su efecto sobre la formacion de los picnidios (3, 4, 14).

Se colocaron en bandejas de plastico (35 X 25 cm.), tres lotes de 10 frutos enfermos cada uno, con micebo y sin picnidios en sus
tejidos apicales. Estas bandejas estuvieron bajo luz artificial producida por tubos de nedén blancos colocados a una altura de 1,30 m
y en condiciones de oscuridad continua y de luz y oscuridad alternada cada 12 horas. Estas condiciones se mantuvieron durante
cinco dias.

Cada 24 horas, después de iniciado el experimento se observaron los frutos bajo el estereoscopio para detectar la presencia de
picnidios.

Lotes de 10 frutos enfermos cada uno, se colocaron en estufas marca Fisher-Isotem calibradas a las temperaturas de 28, 30, 32, 34,
36, 38 y 40°C. Se realizaron observaciones de los frutos bajo el estereoscopio, empezando a las 24 horas y durante un periodo de
120 horas, para detectar la presencia de picnidios en los tejidos apicales.

Lotes de 10 frutos enfermos; cada uno se colocaron bajo condiciones de humedad relativa de 32 por ciento, 55 por ciento, y 100
por ciento. Los frutos se colocaron en bandejas a temperatura ambiente del laboratorio (22-24°C), que contenian una caja de petri
con soluciones saturadas de CaCI2. 6H20 (32 por ciento HR), Ca (N03)2.4H20 (55 por ciento HR) y agua destilada esterilizada
(100 por ciento HR) (6). Este experimento se mantuvo por un periodo de 120 horas, cambiandose las soluciones cada 48 horas,
para asegurar el mantenimiento de la humedad relativa, en cada una de las bandejas y observando cada 24 horas bajo el
estereoscopio, para detectar la presencia de picnidios.

De frutos de guayaba se aislo el hongo, inicialmente en el medio de agar-agua (AA) y a las 24 horas se transfirid el micelio al medio
de PDA, hasta obtenerlo en forma pura y en el cual se mantuvo, para ser transferido a los otros medios utilizados para observar la
produccion de picnidios y esclerocios.

Los diferentes medios de cultivo utilizados (5, 17, 18) fueron: Medio de cultivo basico, a base de almidon, ghicosa, sales y agar. La
cantidad de glucosa y almidén vari6 su porcentaje en la forma siguiente: 0 %, 0,2 %, 1 %, 2 % y 4 %; Medio de cultivo con extracto
de fiutos de guayaba sanos. El extracto se prepar6 utilizando diferentes cantidades de pulpa y piel: 50, 100, 150 y 200 g; medio de
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cultivo de avena-agar; medio de cultivo de papa-zanahoria-agar; medio de cultivo de agar-infusion de heno; los cuales se colocaron
bajo temperaturas controladas (22-24 ° C) y en condiciones de luz fluorescente alternada (12 horas luz-12 horas oscuridad). Asi
mismo, se colocaron cajas de petri con los medios de cultivos a diferentes periodos de exposicion a la luz solar (1,3,4,5 y 12 horas).
Las cajas con los medios de cultivos se observaron por un mes para comprobar la formacion de picnidios y esclerocios, y proceder
asi a su caracterizacion (forma, color y tamafio).

Con la finalidad de conocer el efecto de la temperatura sobre el crecimiento del micelio del hongo y en la produccion de picnidios y
esclerocios, cuando el mismo estaba en pleno desarrollo en los diferentes medios de cultivo, se realizo el siguiente experimento:

En placas de petri que contenian los diferentes medios de cultivo se colocaron discos de PDA (diametro de 4 mm) con el micelio del
hongo en la parte central del medio (18). Por cada tipo de medio de cultivo se usaron 5 placas de Petra. Luego de colocar el disco
de PDA mas micelio en las placas de petri, éstas se colocaron en estufas a la temperatura de 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 40°C.

La observacion del crecimiento del micelio se comenzo a las 18 horas de colocadas las cajas de petri en las diferentes temperaturas.
As . mismo, se midi6 el avance del hongo cada 12 horas, midiendo el didmetro de crecimiento del micelio, para luego calcular el area
de crecimiento del hongo en ese periodo, todo de acuerdo al método de French y Hebert (11).

Resultados

Se visitaron un total de 10 granjas, correspondientes a seis sectores Los Membrillos, Monte Claro, Los Lechosos, El Totumo, Las
Cruces, Manantial; escogidos al azar del municipio Mara del Edo. Zulia. De los frutos colectados se detectd siempre la presencia de
un micelio de color marron rojizo y picnidios globosos de color negro con un ostiolo en su parte central superior (Fig.l) en la
superficie de los tejidos enfermos y en condiciones de alta humedad del ambiente se observa un cirro de conidios (color blanco
sucio) saliendo del ostiolo.
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Fig. 1. Picnidios individuales presentes en la superficie de los tejidos apicales de frutos de guayaba enfermos. Notese el
ostiolo central. (400x)

En los cortes finos de tejidos enfermos se observo la presencia, de picnidios y micelio, pero no se detectd la presencia de
esclerocios. "s picnidios se observan en forma individual, cubriendo toda la superficie del tejido enfermo, semi sumerjidos en el
tejido. El micelio se observa tanto inter como intracelularmente.

El espesor (10 pg) de los cortes; finos de los tejidos enfermos no permitié observar en detalle el interior de los picnidios (Fig. 1), por
lo que no se pudo determinar en ellos el tipo de origen de los conidios. La forma de los picnidios vario de globosa a eliptica, con un
cuello corto (a veces dificil de detectar) (Fig. 2). El tamafio de los picnidios se determin6 al observar 100 picnidios usando un
microscopio Optico Leitz Wetzlar, observando con el objetivo 10 X y con el ocular 10 X con ldmina micrométrica incorporada
(factor de conversion: 12,65). El tamafio de los picnidios fue, largo: 144,85 g my ancho: 154,36 pm (en promedio).




Fig. 2. Pienidios individuales a elipticos, negros, de 144,85 pm de largo por 156,36 p” de ancho (400 x)

De los picnidios colocados en una gota de agua se liberaron las picnidiosporas, las cuales son unicelulares, hialinas, con sus extremos
redondeados, y con la presencia de gutelos en su citoplasma, formadas de modo acrogeno en el conidioforo (Fig.3). El tamafio
promedio de las picnidiosporas fue de, largo: 17,5 pgy ancho : 5,75 pum (en promedio) (proporcion de 3:1).

Fig. 3. Picnidios hialinas, con un extremo ahusado y otro truncado, gateladas, de 17,50 pm de largo por 5,75 pum de
ancho. (3:1). (800).

A las 72 horas de estar los frutos de guayaba enfermos bajo la exposicion a luz artificial continua, oscuridad continua y luz artificial y
oscuridad en forma alternada, se observo la zona apical de un color negro, sin la presencia de picnidio ni micelio. A las 96 y 120
horas los resultados fueron similares, notandose solo el avance del color negro en los tejidos hacia el resto del fruto.

A las 144 horas se detectd la presencia de picnidios en forma abundante en la parte media superior y en el apice de los frutos de
guayaba enfermos, bajo los diferentes tratamientos de luz y oscuridad.

A las 72 horas, los frutos colocados a temperaturas de 28, 30, 32, 34 y 36 11°C, presentaron el apice de color negro. A las
temperaturas de 38 y 40 9 C, los frutos se observaron completamente deshidratados, duros y ennegrecidos. A las 96 y 120 horas,
en los fiutos ademas de observarse el apice de color negro, presentaron una pudricion avanzada y un micelio de color gris verdoso
cubriendo todos los tejidos dafiados.

A las 144 horas, a las temperaturas de 28 y 30 11°C, los frutos tenian consistencia floja y presentaban en los tejidos ennegrecidos
picnidios en forma abundante y un micelio de color gris-verdoso. A las temperaturas de 32 y 34 ° C, los frutos tenian consistencia
dura, escaso micelio y picnidios en forma moderada. A la temperatura de 36 © C, los frutos tenian consistencia dura, sin micelio y
escasos picnidios.

Se observd que a medida que aumentaba la humedad relativa del ambiente, se incrementaba la produccion de picnidios. Ala
humedad relativa de 32 por ciento en los frutos se notd una produccion escasa de picnidios; a la humedad relativa de 55 por ciento
la produccion de picnidios fue abundante y a un 100 por ciento de humedad relativa la produccion de picnidios fue muy abundante.

Alas 24 horas de aislado el tejido enfermo en el medio de AA se observo el crecimiento de un micelio de color blanco. Este micebo
al ser pasado al medio de PDA creci6 rapidamente, tomando un aspecto algodonoso, cubriendo toda la superficie del medio (9 cm
de diametro) a las 96 horas de haber sido aislado, momento en el cual, el micelio presentd un color negro en el centro de la placa y
blanco grisaceo en los bordes.

Microscopicamente, el micelio se observé hialino, al iniciar su crecimiento, para luego tomar un color marrdn rojizo. Las hifas
presentaron septas y se observo su ramificacion en un angulo de 90 grados, con una ligera constriccion en la base de la nueva hifa.

En los diferentes medios de cultivos, el hongo creci6 en la forma siguiente:

Medin de Cultiva Ragicns Fn lac concentracionee de 1 2 v 4 nor cientn de ohicoca v almidAn el honon crecid nraduciendan
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picnidios, pero no esclerocios. En la concentracion de 0,2 por ciento de glucosa y almidon el hongo creci6 lenta y escasamente, sin
producir picnidios. En la concentracion de 0 por ciento de glicosa y almidon el hongo no creci6.

Medio con extracto de Pulpa de Guayaba: en las diferentes concentraciones de pulpa de guayaba el hongo crecid y formé
picnidios y estructuras similares a esclerocios muy abundantemente (grado 5 de la escala). Su formacion fue de manera irregular en
los diferentes aislamientos efectuados en diferentes épocas del afio, observandose solo algunas veces su presencia. Estas estructuras
eran de consistencia floja, formadas por entrelazamiento de hifas del micelio, de color negro, de forma irregular (amorfas a globosas),
con didmetros de 63,36; 144,36; 278,30 y 441,61 pm (en promedio).

Medios de Extracto de Malta, Avena, Papa-Zanahoria: en estos medios el hongo creci6 moderadamente con estructuras
similares a esclerocios, pero no picnidios.

Medio de Leonian's y medio de infusion de heno: ¢l hongo crecid lenta y escasamente, sin produccion de picnidios ni

esclerocios.
Medio de harina de soya con papel de filtro: el hongo no crecib.

Los resultados de calcular el rea de avance del micelio del hongo en los diferentes medios de cultivo a las temperaturas de 28, 30,
32 y 34 9°C, temperaturas donde se observo el crecimiento del micebo, se muestran en las figuras (4, 5, 6, 7).
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Fig. 4. Area de avance del micelio el hongo en diferentes medios de cultivos expuestos a la temperatura de 28 2°C.




Fig. 5. Area de avance del micelio del hongo en diferentes medios de cultivos expuestos a la temperatura de 30 2°C.
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Fig. 6. Arca de avance del micelio del hongo en diferentes medios de cultivos expuestos a la temperatura de 32°C.
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Fig. 7. Area de avance del micelio del hongo en diferentes medios de cultivos expuestos a la temperatura de 34°C.

El hongo creci6 en forma muy abundante en el medio de extracto de pulpa de guayaba, a las temperaturas de 28, 30y 32 11 °C;y
en forma abundante a la temperatura de 34°C. Asimismo, a estas temperaturas se observa la presencia de esclerocios y picnidios a
los 9 dias de iniciado el experimento.

El hongo crecié en forma escasa en los medios de Leonian's y extracto de malta, a las temperaturas de 28, 30 y 32 11°C. En estos
medios el hongo crecid lenta y escasamente a la temperatura de 34°C.

En los medios de medio basicos (a las diferentes concentraciones de almidon y azicar), avena-agar, papa-zanahoria-agar y agar-
infusion de heno el hongo creci6 lenta y escasamente, a las temperaturas de 28, 30, 32 y 34°C.

En los medios de harina de soya mas papel de filtro y medio basico sin glucosa y almidon, no se observé crecimiento del hongo a
ninguna temperatura. Asi mismo, el hongo no se desarroll6 en ninguno de los medios de cultivo a las temperaturas de 36, 38 y40 11
C; inclusive, a estas temperaturas los medios se deshidrataron.

Al exponer los diferentes medios de cultivo a la luz fluorescente por 12 horas y 12 horas de oscuridad (alternadamente) por un
periodo de 5 dias, el mayor crecimiento del micelio se observo en el medio de extractos de pulpa de guayaba (Fig. 8), mientras que
en el resto de los medios el hongo creci6 lenta y escasamente, sin producir esclerocios ni picnidios.
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Fig 8. Area de avance del micelio del hongo en diferentes medios de cultivos expuestos a la luz fluorescente (12 horas) y
oscuridad (12 horas) durante 5 dias.

En los medios expuestos a la uz solar, se observo el desarrollo del micelio del hongo en forma escasa durante el dia y durante una
exposicion no mayor de 2 horas aunque durante la noche el micelio era capaz crecer, avanzando radicalmente sobre la superficie del
medio.

Discusion

De los aislamientos realizaron de los frutos de guayaba enfermos con la pudricion apical, colectados en diferentes granjas del
municipio Mara en diferentes estados de desarrollo de la pudricion apical y en diferentes épocas del afio, en tejidos apicales
enfermos se detecto la presencia de picnidios seminmersos, de color ceniza a negro y la presencia de micelio septado, marrdn rojizo,
pero no se observaron esclerosis; confirmando esto los resultados obtenidos por Dominguez (9).



La produccion in vitro de picnidios y picnidiosporas, en los tejidos de frutos de guayaba enfermos con la pudricion apical es
favorecida por temperaturas entre 28 y 32 °C y una humedad relativa del ambiente entre 55 y 100 por ciento mientras que la luz no
tiene ninguna influencia. Estas condiciones ambientales son similares a las que se observan en plantaciones de arboles de guayaba de
mas de 8 afios de edad, en las cuales las ramas de los arboles se entrecruzan impidiendo la entrada del viento, lo que no permite que
las temperaturas sean bajas (menores de 28 °C); esto va unido a la alta humedad existente en el ambiente (60-100 por ciento) por el
exceso de agua aplicado, mediante el sistema de ciego por pocetas. Por ello, ambas cosas en conjunto podria favorecer la
produccion de picnidios y picnidosporas en los frutos de guayaba enfermos con la pudricion apical, que son dejados en el suelo de
las plantaciones Iuego de la cosecha.

El crecimiento del micelio del hongo fue rapido y abundante en los medios basicos con 1, 2 y 4 por ciento de glucosa y almidén y en
los medios con extractos de corteza y pulpa de fiutos de guayaba, medios ricos en aziicares. Asi mismo, en estos micelios se detectd
la formaciéon de picnidios y picnidiosporas con caracteristicas de forma, color y tamafio iguales a los observados en los tejidos
apicales de frutos de guayaba enfermos con la pudricion apical. El crecimiento del micelio del hongo en los diferentes medios de
cultivo bajo el efecto de diferentes temperaturas fue similar a las temperaturas de 28, 30 y 32 ° C, reduciéndose el crecimiento a la
temperatura de 34 ° C. El crecimiento fue mas abundante en los medios con extracto de corteza y pulpa de guayaba, sugiriendo la
preferencia del hongo a medios artificiales y naturales con altas concentraciones de azicares, posiblemente en la forma glucosa y
almidon.

En los tejidos de los frutos enfermos no se observo la presencia de esclerocios. En los diferentes medios de cultivo en los cuales se

sembro el hongo, s6lo en los medios de extracto de malta y los que contenian extracto de pulpa de guayaba, en concentraciones
entre 50-100 g, se observo la formacion de estructuras similares a esclerocios en forma abundante. Estas estructuras; se formaban
de mas de un mes de edad, e inconsistentemente en los aislamientos realizados del hongo, eran de compactacion floja, de forma
irregular a globosa, con un didmetro de 63,36; 144,66; 78,30 y 441,61 um.

En otro orden de ideas, estas estructuras podrian ser, algunas de ellas las de mayor didmetro- picnidios inmaduros en formacion.
Esto se tratd de confirmar triturando las estructuras para observar su interior, consistiendo siempre el mismo de hifas flojamente
entrelazadas y sin la presencia de conidiéforos ni picnidiosporas, lo cual no niega la idea de que las estructuras sean picnidios
inmaduros, pero su morfologia indica que no son esclerocios. Esto debe ser estudiado Con detalle para definir las fases de formacion
de los picnidios y las condiciones del medio de cultivo y del ambiente que favorecen su produccion in vivo.

El hongo crecid escasamente al estar expuesto a la luz solar, debido quizds, no a un efecto negativo de la luz, sino a la alta
temperatura (mayor de 40 9 °C) generada en el interior de las cajas de petri por tiempos de exposicion prolongada (entre 2 y 10
horas), activandose su crecimiento durante la noche al bajar la temperatura del medio ambiente y por ende, en el interior de las cajas
de petri; esto no permite estimar si la luz solar tiene un efecto negativo o positivo sobre el crecimiento del hongo.

Las caracteristicas formoldgicas determinadas al hongo aislado e los fiutos de guayaba con la pudricion apical fueron las siguientes:
micelio inicialmente blanco tornandose con la edad, en un micelio negro, que microscopicamente se observa de un color marrén
rojizo, septado, ramificado en un angulo de 90 grados, con una ligera constriccion en la base de la nueva hifa. En la superficie de los
tejidos enfermos se producen picnidios globosos, de color gris a negro, individuales o confluentes, errumpentes, con un ostiolo
central papilado, sobre el cual, en condiciones de alta humedad del ambiente se observa un cirro de picnidiosporas de color blanco
sucio. El tamafio (promedio) de los picnidios fue de 144,85 um de largo por 154,36 um de ancho. Las picnidiosporas se forman
acrogenicamente sobre conidioforos hialinos, cortos y rectos, son hialinas, rectas o ligeramente contornadas o curvadas, unicelulares,
guteladas, con sus extremos redondeados y con un tamafio (promedio) de 17,5 pg de largo y 5,75 pg de ancho (proporcion de 3: 1).
Estructuras similares a esclerocios producidas inconsistentemente, de consistencia floja, formadas por hifas entrelazadas, de color
negro, irregulares (amorfos a globosos) con diametros entre 63,36 - 441,6lg m.

Al comparar estas caracteristicas morfologicas del hongo con las reportadas para hongos de los géneros Macrophoma,
Fusicoccum y Macrophomina, se observa que las caracteristicas del hongo son muy similares a las del género Macrophomina, con
algunas diferencias, especialmente en lo referente a la no formacién de esclerocios, lo cual no permite adscribir el hongo a este
género. El hongo se asemeja mucho a los géneros Macrophoma y Fusicoccum, con pequefias diferencias que podrian permitir
adscribir el hongo a uno de estos géneros.

Kapoor y Tandon (13) reportan una nueva especie de Macrophoma, M. allahabadensis, causando una pudricion de fiuto de
guayaba en Allahabad, India. Los sintomas de la enfermedad y las caracteristicas de la especie, descritos por ellos, son similares a

Ine oheervadng en fimita de onavaha con la nudriciAn anical calectadn: en el Mimicinin Mara ectadn 7nlia con alonmac diferenciac
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que no permiten asignar al hongo aislado de firuto de guayaba enfermos con la pudricion apical a esta especie.

Sin embargo, los que mencionan Diaz Polanco y Rondén (8)..." muchos géneros han sido creados alrededor de organismos
parecidos a los incluidos en el género Macrophomina, basta mencionar Phyllosticta, Botryodiplodia, Phoma y Macrophonw y los
mas recientes, Peyronellcae y Deuterophomina. Grove y Alexopoulos comentan con acierto que las diferencias entre estos
organismos son artificiales en su mayoria, ya que poseen coincidencias notables en morfologia y fisiologia". . . , muestra la confusion
existente en la identificacion de organismo similares a los géneros mencionados. Por ello, para esclarecer esta situacion se hace
necesario el realizar estudios de la conidiogenesis (forma de produccion de picnidiosporas sobre los conidiosforos, a partir de la
célula conididgena) de las picnidiosporas mediante el uso de la microscopia electronica, caracteristica consistente en la reproduccion
de los hongos y actualmente utilizada como primaria por los taxémonos de hongos en su identificacion, para asi adscribir en forma
definitiva al hongo estudiado a una especie de los géneros Macrophoma o Fusicoccum o crear una nueva especie en uno de estos
dos géneros.
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