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RESUMEN

La enfermedad del cacao 1lamada Mal del Machete, causada por el
organismo denominado Ceratocystis gimbriata Ellis y Halsted, causa
grandes pérdidas en plantaciones donde se ha uniformisado el material
genético. En el hemisferio Occidental existen muchas experiencias
del estrago de este mal.

El método usado para detectar resistencia en 8rboles de cacao,
ha sido objetado en algunos casos y en otros usado Smpliamente para de-
tectar genotipos resistentes. En unos casos ha dado buenos resultados
por haber identificado drboles o clones y su descendencia cuyo com~
portamiento en el campo ha sido comprobado ser resistente, o escapar
satisfactoriamente a 1a enfermedad, pero también ha fallado a la detec-
cidén de otros clones, cuyo comportamiento es muy bueno en el campo.

Se estudié el efecto de alterar la prueba originalmente propuesta
y se hace un andlisis de los resultados de esta comparacién. Ademas
se tratd de averiguar alguna razdn para esas diferencias. Se probd si
habTa diferente patogenocidad con ‘'tipos' de organismo seleccionado en
diferentes lugares, se estudio el efecto de la temperatura y la concen-
tracidon de indculo.

Se encontrd que la temperatura afecta marcadamente el crecimiento
de los peritecios y la produccidn de micelio. Temparaturas iguales o
menos de 20°C disminuyeron el crecimiento del micelio y de los peritecios.
La luz afecta muy poco el comportamjento del crecimiento del hongo. La
concentracidn de indculo, tampoco afecta en forma muy notoria sobre los
crecimientos. .

No se encontré mayor diferencia en el crecimiento de varias cepas
del hongo en diferentes clones de cacao. Se evalud la respuesta al
crecimiento del hongo de varias especies de Theobroma y se compararon
con datos de otros trabajos arteriores, encontrandose muy poca diferen-
cia.

Finalmente se compara el resultado de alterar con ciscara de cacao
el medio de cultivo del patdgeno, para seguir la prueba de resistencla,
encontrandose una respuesta bastante diferente, en el grado de reaccidn
de los clones. *~ Se hacen algunas consideraciones y se plantean hipé-
tesis que deben ser probadas con otros trabajos adicionales.



INTRODUCCION

Una de las enfermedades importantes en el cultivo del cacao es la
causada por el hongo Ceratocystis fimbriata Ellis y Halsted. Esta
enfermedad es comunmente conocida como Mal del machete, pero en algunos
lugares se le conoce con otros nombres, tales como Muerte sibita, Llaga
macana, etc.

" El organismo causante de esta enfermedad también ataca otros ve-
getales tales como Crwtalarnias sp, Coffea arabica, Ipomoea batata,
Mangifenra indica, Hevea brasiliensis, Platanus racemosa (2).

, Esta enfermedad causa dafios bastante graves en el cultivo del

cacao en Ecuador (11), Colombia (1), Venezuela (3), Trinidad (27), vy

su efecto en Costa Rica es actualmente poco sentido y ha estado asociado
a épocas a las que la enfermedad se ha presentado m8s o menos dristica.

No se han desarrollado todavia buenos métodos de combate tanto de la
enfermedad, como de su posible agente vector (17, 21, 25, 28) inclusive
algunas practicas culturales que se han recomendado han resultado ser
no muy eficientes, por lo tanto, quizd el método de combate de la enfer-
medad mas practico, es el uso de material genético resistente. Uno de los
principales problemas ha sido el |dentlficar el material genéticamente
resistente.

Para este efecto, en 1965, Delgado (6), Delgado y Echandi (7) pro-
pusieron una prueba con la cual se puede detectar alguna resistencia
al crecimiento del hongo en pequeflos trozos de ramas separadas del
drbol de cacao.

Esta prueba ha sido efectiva en determinar algunos materiales resis-
tentes, pero ha fallado con algunos otros (14).

Actualmente, la mayoria del material recomendado para la siembra es
proveniente de semilla de hibridos interclonales usdndose como padres algu-
nos de estos materiales resistentes. Lo importante es que las descenden-
cias pueden heredar esta caracteristica.

Este patdgeno puede ser diseminado por insectos del género Xyfebows
(20), aparentemente X. ferwgineus es el mis importante (24).
Otro medio muy eficiente de diseminaci6n del hongo es a través de las
herramientas de poda o limpia del cacaotal (19).

Generalmente el hongo crece en el cambium tanto en el tronco como
en las ramas delgadas (8, 16), este crecimiento causa una decoloracidn
rojiza en los tejidos, que tiene un olor caracteristico. Es muy comin
encontrar tineles en los troncos que son causados por los Xyfeborus.

Varios autores (4, 5, 9) Inocularon artificialmente plantulas de
cacao o ramas pequefias y encontraron que consistentemente el material
mas susceptible moria ripidamente.

Delgado (6) e Idrobo (18), evaluaron el método de usar toxinas en
la seleccidn de material resistente. Rufz (22, 23), desarrolld un fetodo
colorimétric¢o, para detectar la destruccidn de la clorofila en ramas in-
troducidas a una solucidén de la toxina.
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Delgado (6) y Delgado y Echandi (7) basados en el método de Echandi
Yy Ferndndez (10) para evaluar la misma enfermedad en café, desarrollaron
la técnica de inocular trozos de ramas con una suspensidén de ascosporas,
peritecios y micelios de C. gfimbaiata por 4 6 5 dfas.

Soria y Salazar (26) estudiaron las variaciones estacionales del
método de evaluacidn, encontrando alguna relacidén con algiin factor
ambiental desconocido que varfa la prueba de efoca a época. En
Trinidad (27) se encontrd que hay mucha variecién entre clones suscep-
tibles y que el método servia solamente para detectar clones bien resis-
tentes.

Se ha encontrado (12, 27) algin efecto sobre el crecimiento miceliar
y la produccidn de peritecios debido a 1la temperatura, mientras se hace
la prueba. La edad fisiolSgica del &rbol también puede afectar el resul-
tado de la prueba (12, 13), lo mismo que la concentracidn de inSculo
excepto que Espinoza (12) no encontrd ningiin efecto en la gama que el
usé. Tampoco le afectd la edad el cultivo excepto pasados los 75 dfas.

El 6bjetivo del presentetrabajoes el de evaluar parcialmente la

prueba de Delgado (6) y Delgado y Echandi (7), y tratar de entender mejor
sus implicaciones.

MATERIALES Y METODOS

Como un método estandard para las pruebas de laboratorio se tomd
el método de Delgado (6). E! método es el siguiente: en un trozo de
rana de 4 cm de largo, que se parte en dos mitades , se inocula una
suspensién de ascosporas (30.000 ascosporas por ml de agua destilada)
que se prepara de un crecimiento del hongo en PDA. Las secciones ino-
culadas son ijncubadas en una c3mara himeda por 4 dias. La calificacidn
se hace en una escala de 0 a 4 siendo el 0 el caso en que no haya cre-
cimiento y 4 donde hay abundante crecimiento o muy susceptible.

Para la prueba del efecto de la luz sobre el crecimiento, se selec-
cionaron los clones ''MC-67' y 'SPA-9' como resistentes y el clon 'UF-
677' como susceptible; se inocularon las ramas del cacao con la Gnica
variante, de adicionar 12 de polvo de ciscara de mazorca de cacao al
medio de PDA. Las selecciones inoculadas se expusieron a la luz y
se guardaron en una cmara oscura.

En lanisma forma se trataron otros grupos con diferentes tempera-
turas con tratamientos de 10°C, 20°C y 24°C en cémaras incubadoras, y
25 + 4 °C en condicidn de laboratorio. Aqui se usaron solamente los
clones 'SPA-9' y 'UF-677'.

Para la prueba de concentracidn de esporas se usaron los clones
'ICS-1" e 'IMC~67' inoculando con un rango de concentracién que va desde
10 hasta 3.150.000 ascosporas por ml de suspensién.

Se compard la patogenicidad de 8 diferentes aislamientos, dos de
Tuvrialba y 6 de La Lola.

Se inocularon 15 clones de amplia gama de resistencia genética
para observar la diferencia entre ellos.



Con la finalidad de comparar los resultados anteriores se inocularon
algunas especies de Hermanias y Theobromas. Se usé el mismo material
genético que usé Delgado (6) en su prueba, con la diferencia ya anotada
de que el organismo se desarrolld en medio de PDA + cdscara de cacao.

Al mismo tiempo se reevaluaron 40 clones de los que trabajé el mismo autor.

Finalmente se compard 1a respuesta a la inoculacidn de cinco clones,
aplicando dos tipos de indéculo, el uno crecimiento en PDA + C y el otro
sin cacao.

Se enviaron muestras del organismo creciendo en ambos medios a

Ecuador para ser inoculado-en material de la Estacidon Experimental Tro-
pical de Pichilingue.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las pruebas realizadas al comienzo de esta investigacifn
dieron restultados diferentes a los encontrados por Delgado (6) y
otros investigadores (3, 26, 27), en lo que respecta a la resistancia
y susceptibilidad de crecer micelios y peritecios en los trozos de
ramas de cacao.

Se encontré diferencias significativas con el tratamiento de luz.
En material de inoculacidén creciendo en ausencia de luz, hubo menos cre-
cimiento miceliar y de peritecios que cuando se hizo crecer el organismo
bajo luz. :

Cabe notar que el crecimiento miceliar y de peritecios en los clones
"IMC-67' y 'SPA-9' fue completamente inesperado, puesto que contradicen
los resultados obtenidos por otros autores (6, 26, 27)

La tempratura afectd marcadamente la produccidn de los peritecios
y el crecimiento del micelio. Temperaturas de 20°C o menores afectan
negativamente el crecimiento, pero no se notd diferencia entre clones.

No hubo mayor diferencia en la concentracidén de inSculo aplicado
a los trozos de madera en un rango muy amplio.

Solamente se comenzd a notar diferencia cuando la concentracién
bajo de 1.000 esporas por ml, aunque en forma un poco erritica. Apa-
rentemente concentraciones mayores de 5.000 esporas por ml son buenas
para hacer la prueba. Nuevamente no se detectd diferencia entre
clones.

Se pensd que la falta de respuesta podria deberse a la diferencia
entre aislamientos, para lo cual se usaron aislamientos de C. gimbaiata
de 8rboles afectados en Turrialba y La Lola, 2 y 6 nuestras respectiva-
oente.

Aunque se encontraron diferencias significativas entre aislamientos
(Cuadro ) sus diferencias son muy pequeiias a la escala usada por Delgado
(6) y 1a diferencia entre clones es tan pequefia que confunde verdadera-
mente, las diferencias encontradas en los estudios de éste y otros auto-
res (26, 27).



Cuadro 1}

Aislamiento X de 15 Promedio Prueba de
de! hongo clones de pruebas Duncan
Tur- 2 ’ll/ 3,5

Tur- 2 11 3,5 3,5 2/
Tur- 4 | 3,3

Tur- 4 1 3,3 3,3 be
LL- 1 1 2,9

te- v 3,3 3,1 a

LL- 2 1 3,3

LL- 2 11 ' ' 3,3 3,3 be
- 31 3,0

LtL- 3 11 3,4 3,2 ab

LL- 4 3,3

LL- 4 11 3,4 3,3 be
LtL- 5 1 3,2

LL- 5 11 3,5 3,3 be
LL- 6 1 ' 3,3

LL- 6 11 3,5 3,4 c

1/ Para prueba |, 10 repeticiones. Para prueba Il, 5 repeticiones.

Cualquier promedio con la misma letrano dificultard significativa-
mente al nivel del 5% de probabilidad.



Como se notara que la diferencia entre clones no es evidente, se
hizo algunas pruebas con medios de PDA solos y adicionando cS8scara
de cacao.

Se compard el aislamiento LL-2 que crecfa en un medio con PDA + C,
con una transferencia a PDA puro. Parece que el micelio se desarroll$
répidamente debido al trozo de PDA + C en la transferencia, pues los otros
aislamientos no crecieron adecuadamente.

Desde el principio se notd la diferencia de crecimiento entre las
cepas con y sin ciscara de cacao, especialmente en la produccidn de
peritecios.

Con suspensiones de estos dos crecimientos se inocularon 5 .
clones seleccionados como diferentes dentro de la escala de Delgado (6).

Los resultados de estas inoculaciones, demuestran que no hay dife-
rencia mayor entre los dos- cultivos, ni entre los clones, aunque estos
fueran muy diferentes a los estudios anteriores.

Después que Delgado (6) ideS el método, muchos investigadores,
encontraron algunas discrepancias con los resultados, como Montes de
Oca. (2), quien ya introdujo la modalidad de hacer crecer el organismo
en un medio de PDA + 1% de ciscara de cacao. Los primeros que hicieron
este cambio fueron Soria y Salazar (26) quienes encontraron ciertas dife-
rencias que las atribuyeron al medio ambiente o a la época de las ino-
culaciones, pero de todos modos en su mayorfia si reprodujeron los datos
anteriores. En otros lugares como Venezuela, Capriles de Reyes y colabo-
radores (3) reprodujeron el método y encontraron mds arboles que presen-
taban resistencia.

Parece existir alguna respuesta nutricional para este cambio de
comportamiento del hongo. Para apoyar esta hipdtesis, se envid a
Ecuador a la Estacidn Experimental Pichilingue, cultivos del aislamiento
LL-2 que habia crecido en PDA + C. La Dra. Sudrez compard edte aisla-
miento con otro de Ecuador que reprodujo los resultados de Delgado,
lo cual no fue posible con el aislamiento de PDA + C. Eral adujo al
haber crecido el organismo en un medio con cdscara de cacao, las dife-
rencias encontradas. Por lo tanto se puede pensar que existen diferen-
cias fisio-patolégicas en los aislamientos que crecen en diferentes
medios.

Finalmente para tratar de evaluar los resultados anteriores se
compararon las respuestas obtenidas con el medio PDA + C, y los datos
de Delgado, tanto en especies de Theobroma como Heruanias cuyos re-
sultados se presentan en el Cuadro 2. De este Cuadro se puede deducir
que la adicidn de la cdscara de cacao al medio de crecimiento afecté
muy ligeramente la reaccidén de las otras especies. Al momento, no se
pudo hacer pruebas con el hongo creciendo en medio adicionando cdscara

de mazorcas de las otras especies, pero sera necesario probar si
e

1/ SUAREZ, C. Comunicacidén personal, Estacidn Experimental de
Pichilingue. 1979.



Cuadro 2

Promedio de perltecio§ y micelio

Especie PDA + C 1/ PDAZ/
T. angustifolia 0,300 0,037
T. mammosa 0,400 0,042
T. especiosa 3,665 1,117
T. grandiflora 0,365 1,882
T. subincana 2.265 1,357
T. simiarum 3,100 2,187
T. bicolor 3,765 2,567
T. microcarpa 3,833 3,137

PROMEDIO 2,212 1,541
H. nicterodendrom 3,333 2,917
H. albiflora 4,000 2.930
H. balaoensis 3,833 3,165
H. cuatrecasona 3,468 3,222
H. nitida 4,000 3,637
H. purpurea 3,598 3,667
H. humbratica 3,735 3,737

PROMEDIO 3,709 3,325
l/‘ Promedio de 15 repeticiones
2/ Promedio de 36 repeticiones de Delgado (6)



T. angustifctia o T. microcanrpa incorporado al medio de cultivo, altera
la reaccién del hongo respecto a la resistencia o poco crecimiento tal
como se observa en T. cacao.

En la parte superior de la Figura | se resumen los datos de la po-
blacién probada por Delgado (6) y los resultados de los respectivos
clones con el hongo creciendo en PDA + cacao, Como se puede ver
en esta parte superior de la Fig. 1. no existe ninguna relacibn en
estos dos resultados. En la parte inferior de la figura tenemos los
datos de PDA + cacao cambiado a una escala mis grande equivalente a trans-
formar el rango de 3 a 4 a uno equivalente de 0 a 4 de 1a escala de
Delgado (6). Ademds no se consideraron los resultados comparables por
clon sino en arreglo numérico, comoccnsecuencia de este nuevo arreglo
obtenemos 2 curvas bastante parecidas. Lo cual nos indica que ambas
pruebas, estin midiendo algin tipo diferente de crecimiento del hongo,
en el cual algunos clores, (no los mismos) presentan cierta resistencia
a que el hongo crezca en los tejidos de los trozos de rama que fue consi-
derado como la medida de resistencia.

Cuando se traté de correlacionar estos datos a los del campo,
se noté que ninguna de las dos pruebas, tenian una buena correlacibn,
por ejemplo: los datos de Delgado dice que el clon 'UF-613' es suscep-
tible (calificacién de 3,820) (6, 14), mientras que en la prueba del
PDA + C, resultd con 3,250, que transformado en la escala de 0 a 4 cayé
en 1,0C0 de ia escala de Delgado, recibiendo la calificacién de resisten-
te. Esto fue probado en el campo, pues Gardella (14) y Gardella y cola-
boradores (15) encontraron que el clon 'UF-613' en el campo se comporta
como muy resistente, e inclusive imprime en su descendencia caracteris-
ticas ce resistencia con genes aditivos.

El clon Pound-12'" que en ambas p}uebas asoma como resistente, en el

campo, nopresenta tanta resistencia como el 'UF-613', ni adn cuando se
cruzan entre ellos (14, 15).

CONCLUS IONES

1. €l efecto de la luz, la temperatura o la concentracién de inSculo no
parece ser la fuente de la variacién o la diferencia encontrada con la
prueba de Delgado. Lo mismo se puede decir de una serie de diferentes
aislamientos.

2. Hay un pobre crecimiento del hongo en PDA, puro, en cambio hay un
buen crecimiento del hongo en PDA + 1% de c3scara de cacao. Este hecho
altera consistentemente la reaccidn individual del material genético pro-
bado.

3. Estas diferentes respuestas de los clones y la falta de altas co-
rrelaciones con los datos de campo nos hace pensar que solamente estamos
midiendo una fraccién de la resistencia o toleranciaverdadera, con

cada prueba. Se recomienda conocer cuanto antes los verdaderos re-
querimientos para el medio nutritivo e introducir algunas variantes

en la prueba. ‘



CRECIMITNTO RELATIVO DEL HONGN (Escala)

Figura 1
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4. Debido a que el organismo no cambié significativamente en la prueba
con las especies de Theobroma o Hermania, se recomienda hacer pruebas
afiadiendo mazorcas de otras especies para entender el aspecto nutri-
cional del hongo y los requerimientos de la prueba de resistencia
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Figura 1.

C"agrama de los resultados de Delgado (6) y los resultados
c= la prueba de PDA + C. Parte superior, usando la escala
c-iginal. Parte inferior modificando la escala y poniendo
en orden creciente, sin considerar la equivalencia de clones,
ez decir como poblacidn.
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