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RESUMEN

Estudio ultramicroscdépico del proceso de infeccidn de
Moniliophthora roreri en frutos de cacao.

Una de las princlipales enfermedades gue ataca las
plantaciones cacaoterag es la moniliasis, producida por el
hongo Moniliophthora roreri (Cif & Par) Evans et al. Con el
fin de disminuir sus pérdidas se han empleado diferentes
formas de combate; entre las gue 8se destacan las podas
sanitarias y otras prdacticas culturales.

Para que los diferentes métodos de combate se apliguen
eficientemente, es necesario, un conocimiento mds profundo
sobre la relacién patdégeno-hospedero. Eate conocimiento
permitiria mayores avances en el manejo integrado v efectivo
del hongo. Demafortunadamente se ha hecho poca investigacidn
en este sentido, lo gque motivdé la realizacidn de este
estudio.

Los objetivos de esta investigacidén fueron: estudiar la
estructura externa de frutos de dos cultivares de cacac con
diferente grado de susceptibilidad a M. roreri, conocer la
morfologia externa del hongo M. roreri tanto in vitro como
sobre frutos de cacao, observar el proceso de germinacidn y
prepenetracidn del hongo sobre frutos de cacao, comparar el
tejido interno de frutos sanos de cultivares de cacao con
diferente grado de susceptibilidad a M. roreri y observar los
tejidos de frutos enfermos en un cultivar susceptible.

Se emplearon tresg técnicas microscdpicas: Microscopia
Electronica de Rastreo (MER), Microscopia Optica de Alta
Resolucion (MOAR) vy Microscopia Flectrénica de ‘Transmisidon
(MET).

Para MER se utilizé frutos de 60 dias de edad smanos e
inoculados artificialmente, tanto en el campo como en el
invernadero, de 1los cv “Pound-7° (susceptible) y “UF-206~
(moderadamente resistente) procedentes de Turrialba y La
Lola.



Para el ensayo en el invernadero se utilizé frutos
desprendidos del 4&drbol. También se obgervaron muestras de
frutos sometidos a una alta presidén de inéculo natural.

Se observd ademds la morfologia del micelio vy los
conidios de M. roreri, creciendo sobre frutos inoculados y se
compard con aquella mostrada en crecimientos in vitro del
patégeno.

No existen aparentemente diferencias anatdémicas externas
en los frutos de los cv “Pound-7° (susceptible) y “UPF-
2967 (moderadamente resistente). Los dos presentan una
epidermis alveolada, en la que sobresalen numerosos estomas
del tipo anomocitico y gran cantidad de tricomas glandulares.
El cv "UF-286" presenta ademds tricomas estrellados.

Por consiguiente, parece que las caracteristicas
‘anatdmicas externas no explican las diferentes respuestas al
patogeno en los cultivares.

Tampoco se observaron diferencias de periodos de
germinacidn de los conidios entre los c¢cv “Pound-7° vy “UF-
2967, en ambos casos dicha germinacién ocurre por el poro
germinativo o a través de la pared, entre las 7 y las 8 horas
después de la inoculacidén sobre frutos incubados en cémara
himeda a una temperatura de 27 ©C.

La infeccién aparentemente no ocurre por los estomas
sino directamente a través de la epidermis.

Para MOAR se utilizé frutos sanos de La Lola de los cv
"Pound-7" y "UF-286" y del cv “UF-273", el cual se selecciond
pror su alta resistencia al patégeno. Ademds, se usé frutos
inoculados del cv “Pound-7° que mostraban el sintoma de
abultamiento cominmente llamado "giba'. Al analizar los
tejidos internos del fruto de cacao de estos tres cultivares,
se encontrd, que los cv C“UF-273° (resistente) y “UF-
268" (moderadamente resistente) poseen un arreglo celular del
parénquima subepidérmico mds compacto y también wun mayor
contenido de sustancias, posiblemente fendédlicas, en las

vacuolas, con respecto al c¢v “Pound-7° (susceptible). Esto
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padria explicar los diferentes grados de resistencia a M.
roreri entre los cultivares de cacao.

Para MET se usd frutos del cv “"Pound-7° de La Lola sanos
e inoculados que mostraban giba.

También se realizd, en el campo, cortes de mazorcas de
aproximadamente 60 dias de edad (con gibas) del cv “Pound-7-.

En los tejidos del ov “"Pound-7" enfermo se observd que
las sustancias, posiblemente de origen fenélico, no sélo se
encontraban en las capas del parénguima subepidérmico sino
gue también en capas més profundas de tejido.

Deberian hacerse anadlisis quimicos de las deposiciones
de las sustancias gue ge observan en las células del
parénguima subepidérmico de los cv "Pound-7°, “UF-286° vy “UF-
2737, v estudiar su posible relacién con mecanismos de

resistencia.

Palabras claves: cacao, cultivar, moniliasis,
Moniliophthora roreri resistencia
genética, Theobroma cacao, MER,
MOAR, MET.
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SUMMARY

Ultramicroscopic Study of the Process of Infection in Cacao

Fruits by Moniliophthora roreri

One of the main diseases that affect cacao plantations
is moniliasis, produced by the Moniliophthora roreri fungus
(Cif & Par) Evans et al. In order to reduce the losses,
different methods of control have been applied; among these,
sanitary pruning and other cultural practices are the most
COmmon .

For the different control methods to be applied
efficiently, it is necessary to have a better knowledge of
the pathogen-host relationship. Thig knowledge would allow
greater progress for an integrated and effective handling of
the fungus. Unfortunately, little research has been done in
this field. This is the main motivation for this study.

The objectives of this research were: to study the
external structure of fruits from two cacao cultivars with
different degrees of susceptivility to M. roreri, to find out
the external morphology of the M. roreri fungus both in vitro
and on cacao fruits themselves, to observe the germintation
process and prepenetration of the fungus on cacao fruits, to
compare the internal tissue of healthy fruits from cacao
cultivars with different degrees of susceptivility to M.
roreri, and to observe the tissues of sick fruits in a
susceptible cultivar.

Three microscopic technigues were used: Scanning
Electron Microscopy (SEM), High Resolution Optical Microscopy
(HROM) and Transmission Electron Microscopy (TEM).

For SEM, healthy fruits of 60 days of age that had been
artificially inoculated were used, both in the field and in
the greenhouse, of the “Pound-7° (susceptible) and "UF-296°
(moderately resistant) cultivars from Turrialba and La Lola.
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For the test in the greenhouse, fruits taken directly
from the trees were used. Besides, samples of fruits under
high pressure of natural inoculation were studied.

The morphology of the mycelium and the conidia of M.
roreri growing on inoculated fruits was observed; and it was
compared to the one shown by the pathogen growing in vitro.

Apparently, there are no external anatomic differences
between the fruits of the “Pound-7° (susceptible) cultivar
and the ~UF-296° (moderately resistant) cultivar. Both show
an alveolar skin, on which there are noticeable ancmocitic-
type stomata and a large number of grandular trichomes. The
"UF-296° cultivar also presents star-like trichomes.

It seems therefore, that the external anatomic
differences are not an indication of the different reactions
of the cultivars to the pathogen. No differences in the
germination periods of the conidia of the "Pound-7° and "UE-
296° cultivars were observed; in both cases, such germination
takes place through the germination pore and through the
surface. This happens between 7 and 8 hours after the
inoculation of fruits incubated in a humid chamber at a
temperature of 27 ©C. Apparently, the infection does not
take place through the stomata, but directly through the
skin.

For HROM, healthy “Pound~7  and “U¥F-206" fruits from La
Lola were used, as well as the "UP-273° cultivar, which was
selected for its high resistance to the pathogen. In
addition, inoculated "Pound~7" fruits which showed the
protruding system commonly called "hump” were also used.

When the internal tissues of the cacac fruits from these
three cultivars were analyzed, it was found that the "UF-273°
{resistant) and the "UF-268° (moderately resistant) have a
celular arrangement of the subepidermic parenchyma which is
more compact and also contains a larger amount of substances,
probably phenolic ones, in the vacucles, as compared to the
“Pound-7° (susceptible). This might explain the different

degrees of resistance to M. roreri among the cacao cultivars.
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For TEM, healthy “"Pound-7° fruits from La Lola that had
been incculated and showed a hump were used.

Pod cuttings of the “Pound-7° cultivar of approximately
60 davs of age were also used.

In the tissues of the sick “Pound-7° cultivar, it was
observed that the substances, probably of phenolic origin,
were present not only in the layers of the subepidermic
parenchyma but also in the deeper layers of the tissue.

Chemical analyses of the depositions of the substances
that are observed in the cells of the subepidermic parenchyma
of the ~“Pound-7°, “UF-296° and "UF-273" cultivars should be
made, and their relation with resistance mechanisms should

also be studied.

Key words: cacao, moniliasis, Moniliophthora roreri,
genetic resistance, Theobroma cacao, SEM,
HROM, TEM.
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1. INTRODUCCION

La exportacién del cacao en Costa Rica constituye una
fuente importante de divisas para el pais v trabajo para los
agricultores del las zonas cacaoteras. No obstante, la
presencia de enfermedades en dichas zonas, ha sido uno de los
principales factores limitantes de su produccidn.

Una de las enfermedades que ha causado més dafic en las
plantaciones cacaoteras es la moniliasis producida por el
hongo Moniliophthora roreri (Cif. & Par) Evans et al., la
cual, entre los afiog 1978-1983 causd en Costa Rica una
disminucién del 80 por ciento en la produccién nacional de
cacao seco que condujo a una reduccidén de un 92 por ciento en
el volumen de exportacién (Costa Rica 1884).

Con el fin de disminuir las pérdidas ocasionadas por
éste patdgeno se han empleado diferentes formas de combate,
entre las que se destacan las podas sanitarias y las
practicas culturales (Barros 1968, Barros 1977, Delgado vy
Brenes 1882), que tienen por objeto disminuir las fuentes de
inéculo vy producir un cambio en el microclimé de la
plantacidn que desfavorezca el desarrollo de la enfermedad.
En otras ocasiones, ademds de dichas prdcticas se ha
recomendado el usc de fungicidas (Merchdan 1981) v
recientemente se ha trabajado en el combate bioldgico del
ratégeno (Jiménez 1985).

Por otra parte, la resistencia genética es un método
bastante efectivo y el mds econdémico para el agricultor. En
este sentido, el Centro Agronémico Tropical de Investigacién
vy  Enseflanza (CATIE) inicidé un programa de busgueda de
resistencia genética en el cual se ha logrado resultados
satisfactorios con algunos cultivares (Phillips 1988).

Un conocimiento mas profundo entre la relacién
hospedero-patdgeno permitiria mayores avances en el manejo
integrado y efectivoe del hongo; desafortunadamente rocos

estudios se han hecho en este sentido, lo cual motivé la
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realizacidn de este estudio ultraestructural scbre el proceso
de penetracidén e infeccidén del hongo en cultivares con
diferente grado de susceptibilidad.

Los objetivos de esta investigacidn fueron:

~Estudiar la estructura externa de frutos de dos
cultivares de cacao con diferente grado de susceptibilidad a
M. roreri.

~-Conocer la morfoleogia externa del hongo M. roreri tanto
in vitro como sobre frutos de cacao.

~-Cbservar el proceso de germinacidn y prepensetracion del
hongo sobre frutos de cacao

~Comparar el tejido interno de frutos sanos de
cultivares de cacaco con diferente grado de susceptibilidad a
‘M. roreri.

Observar los tejidos de frutos enfermos en un cultivar

gusceptible.



Z. REVISION DE LITERATURA

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo tradicional
en Costa Rica. Constituye una de las principales actividades
agricolas y una importante fuente de divisas para el pais
(Enriquez 1883).

La enfermedad conocida como moniliasis del cacao es
causada por el hongo Moniliophthora roreri. Se observd por
primera vez en Ecuador en 1814, pero su identificacién fue
hecha por Rorer en 1918 (Diaz 1956, Ampuero 19867).

Esta enfermedad se encuentra actualmente distribuida en
Ecuador, Colombia, Pert, Venezuela, Panamd, Costa Rica vy
.Nicaragua (Enriquez 1983). La presencia del hongo M. roreri
en las plantaciones cacaoteras de Costa Rica se informdé en el
afioc 1978 (Enriquez et al. 18981).

La severidad del atague de la moniliasis v el nivel de
pérdidas gue puede ocasionar es muy variable y depende
fundamentalmente de las condiciones ambientales imperantes en
cada zona y del manejo que se realice en cada finca (Diaz
1956, Barros 1966, Ampuero 1887, Jorgensen 1875, Campuzano
1981).

En Bcuador las pérdidas se estiman entre 15 y BO por
ciento, sin embargo, la importancia de la enfermedad en este
pais no es reciente, ya que Rorer (1926) menciond pérdidas de
hasta un 85 por ciento.

En Costa Rica, la produccidén de cacao se redujo de 9.551
Ton en 1978 a 2.302,8 Ton en 1983 debido principalmente a los

efectos de la moniliasis (Costa Rica 1984).
2.1 Sintomatologia
La moniliasis ataca los frutos del cacao en cualquier

estado de desarrollo, siendo los estados iniciales los mas

susceptibles (Bejarano 1961, Sudrez 1971, Campuzano 1981).
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Los primercs sintomas que se manifiestan sobre la
superficie de los frutos enfermos pueden ser de dos tipos: la
hidrésis, que comprende los 'puntos aceitosos"”, y que
consiste en la aparicion de manchas transldcidas que
corresponden a tejidos infectados, o hiperplasias, que son el
resultado del aumento en el nimero de células qgue 8e
manifiesta por medio de tumefacciones. Este sintoma es
cominmente llamado "abultamiento o giba" (Phillips 19886).

Los "puntos aceitosos” son redondos, de 1-2 mm de
didmetro v de bordes definidos. Estos puntos coalescen hasta
formar una mancha parda gque sBe denomina usualmente "mancha
chocolate', de borde irregular la cual se extiende sobre la
superficie del fruto. En algunos casos, en la periferia de
~esta "mancha chocolate” se produce una coloracidén amarilla
{Merchdn 1981, Galindo 1987).

Otro sintoma gque se ha observado es la amarillez, que
corresponde a la "madurez prematura" o irregular, la cual
resulta de la desintegracidon de la clorofila (Ampuero 19867,
Merchan 1981, Schmitz 1985, Phillips 1986).

Sobre las 'manchas chocolate” se desarrollan los signos
del patdgeno, los cuales se caracterizan por un micelio denso
v compacto de color blanco denominado estroma. Scbre el
estroma aparece posteriormente una gran cantidad de conidios
debido a la esporulacidén del hongo, que ocurre 3 a 4 dias
después de que aparece la lesién, estos conidios le confieren
a la masa conidial una tonalidad crema o café claroc (Phillips
1986, Galinde 1987). Luego las mazorcas pierden agua, se
secan ¥ 8e arrugan produciéndo los sintomas de momificacidn,
pero pueden continuar la produccién de conidios por periodos
mayores de un afio (Campuzano 1881, Merchan 1881).

Una wvez <que ocurre la infeccidn, el hongo invade
rdpidamente los tejidos de la mazorca intercelular e
intracelularmente (Bejaranoc 1861, Sudrez 1971, Campuzano
1981). La magorca enferma presenta el interior de la
cadscara, el tejido central, la pulpa y las almendras rodeadas

por una sustancia acuosa descompuesta (Diaz 1956, Ampuero
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1967, Jorgensen 1875, Evans et al. 1978, Campuzano 1981). En
algunos casos, éstas pueden carecer de sintomas externos y
ser cosechadas, sin embargo, estdn en avanzado estado de
deterioro (Ampuero 1987, Jorgensen 1975).

Los periodos en gque se manifiestan los primeros sintomas
son muy variables, atn en mazorcas de un mismo cultivar
inoculadas artificialmente en forma simultanea. Esta
variacion depende principalmente de la edad de los frutos,
del cultivar, del inéculo v de las condiciones ambientales
imperantes (8anchez 1882).

Estudios realizados mostraron que en frutos inoculados
de los cv "ICS-6" e "ICS-85° de 80 dias de edad, los primeros
sintomas aparecen en promedio a los 34 dias, el micelio entre
los 3 y los 8§ dias después del primer sintoma de necrosis, y
la esporulacidén entre los 3 y los 4 dias después del micelio
{Sotomayor 1865).

En observaciones posteriores se encontrd que al inocular
frutos de cacao de 30, 60, 90, y 120 dias de edad, se
encontrd, que los sintomas correspondientes a la mancha café
aparecieron entre los 54 y 78 dias después de la inoculacién,
¥y que, entre el desarrollo de micelio y la esporulacién
transcurre aproximadamente una semana (Aranzazu y Cubillos
1977)

Merchan (1981) observé que al inocular frutos del cov
"EET-86" (=susceptible) de B2-84 dias de edad, los sintomas se
presentaron como minimo a los 15 dias de efectuada la
inoculacidn.

Sanchez (1982) consideré que cinco semanas después de la
inoculacién de frutos de los cv "R-2° y “R-8" de dos meses de
edad, se podia iniciar la lectura de los sintomas.

Phillips (1886) encontrd puntos aceitosos a los 21 dias
después de la inoculacién en el 49 % de las mazorcas.

be ha estudiado la posible relacidén que existe entre el
color de la mazorca y la resistencia de 1la misma, y se ha
informado gue las mazorcas de color rojo y morado son menos

atacadas gue las mazorcas de color amarillo (Naundorf 1954).
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S8in embargo, estudios posteriores reallizados por Brenes
(1883), mostraron que las caracteristicas de color, rugosidad
v dureza del pericarpo del fruto no presentaron correlacidn
positiva con respecto a la incidencia de la enfermedad.

Diaz (1856} y Campuzano (1881) mencionaron que las
mazorcas afectadas generalmente son de mayor peso que las
mazorcas sanas, debido a la acumulacidn de sustancias por la

maceracion de tejidos.

2 .2 Nomenclatura y taxonomia del patdgeno.

Ciferri y Parodi (1933) realizaron una descripcidn
completa del hongo y lo clasificaron como Monilia roreri.

Mas tarde, BHBvans et al. (18978) propusieron incluir el
hongo en el nuevo género Moniliophthora debido a que
observaron la presencia de un doliporo en las septas del
micelio vegetativo, gue los hace afin con los Basidiomicetes.

La clasificacién taxondmica del hongo es la siguientes:

Clase: Deuteromicetes, orden: Moniliales, familia:
Moniliaceae, género: Moniliophthora, sespecie: roreri.

El crecimiento del hongo en medio de cultivo se
describid como colonias superficiales que crecen unidas entre
si v ocasionalmente se observan separadas, forman un tejido
compacto cuyo espesor varia entre 1-2 mm (Ciferri y Parodi
1933).

El micelio del hongo en los tejidos del hospedero es
sinuecse, ramificado, de color rosado y mide de 2 a 2,5 um de
didmetro (Jorgensen 1975).

Bvans et al. (1878) describieron el micelio como hifas
hialinas, de pared delgada, algunas veces septadas, con
abultamientos y un grosor de 1,5 um a 5 um.

Exipten dos tipos de hifas aéreas: hifas hialinas,
septadas, con paredes levemente engrosadas v con 1,55 um de
grosor vy b~ hifas hialinas o café palido, paredes delgadas,
e septadas, con un crecimiento de 1-3 um, raramente
ramificadas (Evans et al. 1978, Evans 1881).
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Las hifas pueden ser simples, pero también se bifurcan
en la base en forma de U o V y, algunas veces, son
trifurcadas (Jorgensen 1975). Se presentan conidiéforos
ramificados gque dan origen a una cadena de conidios que
madura basipetamente, los conidios son fdcilmente separables
de pared delgada, amarillo pdlido. En masa son de color café
(Evans et al. 1978, Evans 1981). Presentan un plotoplasto
claro y homogéneo cuando jovenes (Jorgensen 1975).

El ntmero de conidios en la cadena ez variable, asi,
Jorgensen (1975) observd de 2 a 20 conidios, mientras que
Evans (1981) encontrd de 4 a 10 conidios. El didmetro del
conidio varia entre 7,5 a 10 um (Jorgensen 1875) y 6,5 a 28
um {(Evans 1981).

2.3 Conidiogénesis y estructura septal.

Observaciones realizadas con micreoscopla de luz vy
electrdnica, sugieren que la célula conidiogénica Be
diferencia de wuna hifa vegetativa por un hinchamiento del
dpice y el desarrollo de un conidio holobléstico. Después de
la diferenciacién del conidio, un segmento de la hifa fértil,
debajo de esta septa basal, a menudo se hincha y se
diferencia en el préximo propigulo. Todoe los conidios se
forman de 1la misma manera por lo que la maduracién es
basipeata. Con el tiempo, los conidios tienden a redondearse
y formar una pared delgada y de color café a la luz (Evans et
al.1978, Evans 1981). En algunas investigaciones realizadas
con luz +tranemitida se observd una drea refractiva opaca en
la pared del conidic que sugiere la presencia de quitina
(Evans et al. 1978, Evans 1981).

2.4 Fisiologia de la germinacidén de log conidios
La germinacidén de las esporas, en general, implica un

cambio de wuna condicidén inactiva a un crecimiento activo
{(Lilly v Barnet 1951)}.
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La condicidtn esencial para la germinacion podria ser un
grado de madurez apropiado y una pared permeable al agua y a
los gases (Hawker 1850). Entre los requerimientos externos
estan una temperatura y humedad adecuadas, suplemento del
oxigeno necesario, una concentracidén determinada del ién
Hidrégeno. Es conveniente realizar pruebas de germinacidn,
gue aseguren gque se trabaja con esporas viables (Lilly vy
Barnet 1951).

Clayton (1942), menciond gue se ha observado en varias
especies, diferencias entre esporas an requerimientos
nutricionales para llevar a cabo la germinacién. Esto puede
deberse a diferencias en 8su pared y en la composicién vy
cantidad de alimentos de reserva {(Hawker 1950, Lewis y Smith
1987, Yoder y Gillian 1985).

Otro factor que influye en la germinacidén de las esporas
es la edad, Lopez (1854) observd que la edad de las esporas
de M. roreri tiene Iinfluencia sobre el porcentaje de
germinacidn, el tiempo de pgerminacidn y el alargamiento del
tubo germinativo. En esporas de 1-2 dias de formadas se
observd, que la germinacidén se inicia a las 4 horas, mientras
que en esporas de 3-8 dias de formadas (esporas maduras) la
germinacion se inicia a las 8 horas.

También el pH del medio sobre el cual crece el patdgeno
es un factor importante en la germinacidén de las esporas.
Para M. roreri se observé que la germinacidén se lleva a cabo
aun pH de 6,0, el crecimiento del micelioc a 5,5, vy la
esporulacion a pH de 7,0 {(Lopez 1954, Naundorf 1854, Barros
1977, Schmitz 1985).

Las esporas de M. roreri conservan su viabilidad hasta
que el micelio esporulante practicamente desaparece (18
meses), ya gue éste hongo no vive en tejido muerto vy las
esporas de 40-50 dias empiezan a adquirir doble pared como si
formaran estructuras de resistencia (Campuzano (1978).
Naundorf (1854) menciona sin embargo que los conidios de M.
roreri tienen pocos dias de wviabllidad, especialmente al

gncontrarse en un ambiente relativamente seco.
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El periodo de germinacién in wvitro para M. roreri
también depende del medio de cultivo empleado. Es posible
gue en el hongo se presenten razas fisioldgicas, o que éste
pierda su virulencia en los medios de cultivo sobre los
cuales prosperd (Bastidas 1853, Ram et al. 1987).

Herrera (1988) en estudios realizados in vitro con
diferentes medios de cultivo encontrd variabilidad en la tasa
de crecimiento de las colonias, drea easporulada, morfologia
de las colonias, formacidn de anillos v an las

caracteristicas de crecimiento del micelio.

2.5 Efecto de la temperatura sobre la germinacidn de

los conidios

La temperatura afecta tanto el porcentaje de
germinacién, como el tiempo requerido para gue lLa misma
ocurra, ¥ en ciertos hongos, la temperatura determina el
método de germinacidén v la tasa de crecimiento del tubo
germinativo (Lilly y Barnet 10981). Tambiéﬁ tiene influencia
sobre la tasa de absorcidén de agua vy sobre los procesos
quimicos involucrados en la germinacidn (Hawker 1850).

Lopez (1954) en investigaciones realizadas con M.
roreri, obtuvo pocas esporas germinadas cuando las sometid a
temperaturas elevadas, en las esporas que lograron germinar,
el procesoc fue muy lento (10 horas). También observd que las
bajas temperaturas (22 <C a 24 o) favorecieron la
germinacidn de las esporas, Yy gue ésta temperatura tiene un
efecto notorio sobre la turgencia de las mismas, el tiempo de
germinacidn vy la longitud de los tubos germinativos.

Campuzano (1981) observé gue la germinacién de las
esporas de M. roreri ocurrid entre las 8 y las 9 horas a 20
°oC.

De acuerdo a otros autores, la temperatura Optima de
crecimiento para M. roreri es de 24 oC (Merchan 1881) , 25-26
oC (Evans 1981) y de 26,5 <C (Schmitz 1985).
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2.6 Proceso de germinacion de los conidios
v penetracidn e infeccidn.

La humedad es esencial para la germinacién de las
esporas. La capacidad de humedecimiento de la pared celular
de la espora ¥y su permeabilidad podrian ser factores
determinantes de la humedad relativa para que la germinacion
ocurra (Clayton 1842, Gottlieb 1850, Hawker 1950, Lilly v
Bernet 1951, Yoder y Gillian 1985).).

Clayton (1942) menciona que el agua entra a la espora
por inbibicidén o por Osmosis y activa la enzima glicogenasa,
gque hidroliza el glicdgeno a azicares.

En investigaciones realizadas se encontrd que los
conidios de M. roreri se plasmolizan a humedades relativas
inferiores al 100 % (Bastidas 1953). Lopez (1954) observd
germinacidén de esporas Jjovenes de M. roreri a humedades
relativas de 80,5 % y 100 %, aungue sdlo a partir de las 8
horas. En dichas esporas la turgencia se inicia a las dos
horas, cuatro horas mds tarde aparece el tubo del primordio
germinativo, el cual comienza a desarrollarse y diferenciarse
hasta hacerse visible (Lépez 1854, Jorgensen 1975).

El desarrollo de 1las estructuras de penetracidn e
infeccldén en el tubo germinativo de un hongo, son una
caracteristica particular de cada patégeno, y también del
hospedero en que se encuentre (Jarosz et al. 1982, Maheshwari
et al. 1967). Algunos estudios sugieren que las células
superficiales podrian proveer los esgtimalos para la
iniciacidén de estas estructuras, y que 1la composicidn de
dichas células Jjuega un papel muy importante (Wynn 1976,
Jarosz et al. 1882).

También al proceso de renetracion puede ser
estrictamente mecdnico (Yoder y Gillian 1885).

Los Thongos fitopatégenos invaden las células del
hospedero con una variedad de estructuras de infeccidn
especlializadas (apresorio, garfio de infeccidén, vesicula,

hifa infectiva). Sin embargo, en la mayoria de los hongos
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el apresorio, que es una diferenciacién morfoldgica de la
hifa, es la estructura de infeccidén mids desarrollada e
importante con 1la cual el patdégeno coloniza los tejidos del
hospedero (Hoch y Staples 1987, Maheshwari et al. 1987).

Cuando el apresorio estd posicionadoc en un sitio
apropiado y en una direccidén correcta sobre el hospedero,
puede ser resistente a condiciones ambientales adversas y asi
asegurarse la infeccidn. Para muchas royas esta posicidn en
el hospedero es la etapa mds critica, debido a gue, la
invasidén del hospederoc puede ocurrir solamente via estoma.
Otros hongos pueden desarrollar el apresorio
predominantemente en las paredes anticlinales, mientras que
en otros no interema un sitio especifico (Hoch y SBtaples
1887, Maheshwari et al. 1987).

El hospedero resistente no es un factor limitante en el
desarrolle del apresorio. Las respuestas de dichos
hospederos son usualmente activas después de que el apresorio
se ha formado o cuando la pared celular del hospedero ss
comienza a romper (Hoch y Staples 1987, Maheshwari et al.
1967} .

La estructura apresorial puede formarse como respuesta a
diferentes sefiales, asi por ejemplo, el apresorio en los
tubos germinativos de las uredosporasg se desarrolla
dependiendo de la topografia sobre la cual estd creciendo,
por ejemplo, los lablos de la c¢élula guarda del estoma o
depresiones sobre la superficie (Hoeh y Staples 1987,
Maheshwari et al. 1967).

Otra causa que puede influir en la formacidén del
apresorio son las sustancias quimicas presentes en las
células de la superficie del hospedero, entre las cuales se
mencionan, los iones de potasio y los azlcares simples. Se
ha observado que éatas sugtancias pueden inducir
diferenciacidn en los tubos germinativos de U. appendiculatus
(Hoch y Staples 1987, Maheshwari et al. 19867).

Otro ejemplo es el encontrado en P. graminis que no sélo

responde a la formacién de estructuras apresoriales debido a
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caracteristicas topograficas de la superficie sobre la cual
crece el tubo germinativo, sino que, hay una fuerte evidencia
de la participacidén de sustancias guimicas alrededor del
estoma, que puede ser muy efectiva (Hoch y Staples 1987,
Maheshwari et al. 1867).

El incremento abrupto de la temperatura de incubacidn y
la 1luz también pueden contribuir en la formacidn de
estructuras de infeccidn, esta respuesta, fue observada en
tubos germinativos de P. coronata y P. graminis tritici (Hoch
v Staples 1987, y Maheshwari et al. 1967).

Rorer (19818) informdé gque los frutos Jjévenes tienen
estomas y también poseen una epidermis muy f£ina que permite
la penetracidén del micelio de M. roreri a través de ésta sin
~la participacién de cualguier otro agente.

Sudrez (18971) v Jorgensen (1975) mencionaron gue la
penetracidén de M. roreri a la mazorca, sucede cuando la
gspora germina sobre la magorca y penstra directamente a
través de la epidermis en forma intercelular, en especial,
entre las células cercanas a la base de los pelos
glandulares.

Para lograr 1la infececidén de un hospedero, los hongos
utilizan diversos mecanismos que incluyen la elaboracidn de
sustancilas especializadas tales como, enzimas necesarias para
la penetracidon de la epidermis de la planta, toxinas vy
algunas hormonas que actlan como mensajeros gquimicos para
ayudar a determinar si la planta que ha sido atacada es un
hospedero apropiado (Yoder y Gillian 1885).

En el caso de M. roreri Suédrez (1971) observd que al
inicio de la infeccidén, el hongo penetra intercelularmente,
emitiendo conidiéforos ramificados para propagarse en el
interior del tejido. Posteriormente mediante emisién de
nuevas hifas infectivas avanza intracelularmente hasta llegar
a la zona del endocarpo, o sea, que observd micelio inter e
intra celular en todo el pericarpo y en las semillas, cuando
el fruto presentaba las primeras protuberancias. Los tejidos

infectados del endocarpo estdn constituidos por células
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alargadas, de paredes delgadas y de apariencia desorganizada,
agui M. roreri continta la colonizacién de los tejidos.

Amaya et al. (1878) cobservaron un patrdn de desarrollo
del hongo M. roreri en frutos de cacao diferente al descrito
por Sltaresz (1971) vwya gue el hongo puede invadir
intracelularmente los tejidos del exocarpo y mesocarpo
unicamente después de la colonizacidn del endocarpo, desde
donde el patdogenc se desplaza inter e intracelularmente en
dos direcciones, hacia la epidermis del fruto y hacia el
interior de la semilla.

Los sintomas necrdéticos se producen 5 o 6 semanas
después de la infeccidn cuando la colonizacién de los tejidos

ror el hongo progresa de adentro hacia afuera (Galindo 1987).
2.7 Anatomia de la mazorca de cacao.

Bailey citado por Orellana (1953) menciona que el fruto
de cacao es una drupa lefiosa o© mazorca muy variable en
tamafio, forma y color.

La Rue citado por Orellana (1853) considera que dicho
fruto es una baya por su capacidad de hendirse. El fruto se
divide en tres partes: la capa epidérmica externa o
exocarpo, la media mescocarpce ¥y la interna endocarpo. Estas
tres capas forman un pericarpo histoldégicamente heterogénso
{(Cuatrecasas 1988)

El exocarpo consta de una epidermis compuesta de una
sola capa de células isodiamétricas y de paredes gruesas
cubiertas por una capa cutinosa. Aparecen también en la
epidermis de la mazorca unos pocos pelos glandulares
multicelulares y numerosos estomas, las células guardas
tienen forma arrifionadas y contienen numerosos cloroplastos.
Bajo la epidermis hay muchas capas de células parenguimaticas
y fibras, las gue forman el mesocarpo (7 a 10 mm de espesor).
Hay también numerosas cavidades de 0,25-0,33 mm de didmetro
en seccidn transversal. Dichas cavidades 82e observan

¢circulares o} gubcirculares v longitudinalmente BON
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ligeramente irregulares, dos o tres veces su didmetro. Se
ubican verticalmente o un poco inclinadas en relacidn a la
superficie de la mazorca y estdan llenas de mucilago.
Generalmente se localizan a través del mesocarpo.

El endocarpo consta de esclereidas y fibras. En
mazorcas completamente desarrolladas, asta capa es
relativamente dura y de 1,5 mm de espesor. Las esclereidas
son casi tan largas como anchas.

Las paredes carpelares del ovario que permanecen en los
frutos de cacao son largas y carnosas y consisten en células
parenguimatosas de paredes delgadas y haces vasculares. En
esta capa también hay cavidades pero en menor cantidad vV mas
pequefias que las del mesocarpo. En magorcas adultas esta
pared es de 4 o 5 mm pero se contrae en mazorcas ya maduras.
Hay cinco carpelos que usualmente tienen 30 o 40 semillas
cubiertas con un material mucilaginoso azucarado derivado del
integumento externo del ovario y placentas.

Roth y Lindor (1971) realizaron descripciones anatémicas
utilizando frutos de 6-6,5 cm de largo por 2 cm de didmetro.
Observaron divisiones anticlinales en la epidermis externa.
Las células de la primera capa subepidérmica se dividen
principalmente en direccidn anticlinal v pOCOo
rericlinalmente.

En el pericarpo exterior desaparecen las hileras
radiales de células. El anillo central limitante continta el
alargamiento de 1las células. El anillo central de haces
vasculares se encuentra completamente diferenciado v las
haces muestran un xilema "exoscépico". El pericarpo interior
aumento todavia en anchura y s8us hileras tangenciales
provocadas por el crecimiento de dilatacién desaparecen cada
vez mis. La epidermis interna del pericarpo y la epidermis
externa del tegumento exterior estdn todavia separadas (Roth
y Lindor 1871).

De acuerdo a Bastidas (1953) los estomas se presentan en

el fruto cuando éste tiene menos de 15 dias de desarrollo,
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Franco (1958) menciona gue la densidad disminuye conforme el
fruto envejece.

Estudios sobre la eastructura externa de la mazorca de
cacao utilizando microscopia electrdnica de rastreo,
indicaron gue la mazorca presenta una epidermis alveolada,
interrumpida por seudonervaduras poco numerosas y por estomas
con corona papilada, algunos de ellos muy abiertos y otros
cerrados. Los alvedlos, muy acentuados, se encuentran
presentes prdcticamente sobre toda la superficie (Blaha vy
Paris 1987).

La epidermis del fruto presenta pelos erectos, cortos y
en masa, gque también se hallan presentes en las hojas del
cacaotero. Se observan ademds pelos estrellados que se
encuentran sobre las seudonervaduras, asi como depésitos de
cera y escamaciones en placas extremadamente finas. Las
fisuras entre placas permiten ver una superficie subvacente
en perfecto estado (Blaha y Paris 1987) .

Debe sefialarse que la cuticula propiamente dicha es
notablemente delgada (Blaha y Paris 1987).

2.8 Generalidades del combate por resistencia.

La resistencia puede definirse como la capacidad de un
hospedero para reducir la incidencia o desarrollo del
patégeno (Parlevliet 1979). La tolerancia no es sinénimo de
resistencia y puede definirse como la capacidad de un
hospedero de soportar la presencia del patdégeno con poca o
reducida reaccién, la cual puede ser expresada, por sintomas
menos severos de la enfermedad (Parlevliet 1979).

El combate por resistencia resulta para el agricultor el
método mds barato, sencillo, duradero y eficaz (Agrios 1885).
Su uso en cacao es factible debido a la gran diversidad
genética del género Theobroma, que incrementa la posibilidad
de encontrar material con diversos grados de resistencia
(Ampuero 1987).
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Robinson citado por Parlevliet (1979) menciona dos tipos
de resistencia, resistencia horizontal gque es una resistencia
a razas no especificas, caracterizada por la ausencia de
interacciones genéticas entre los genotipos del hospedero y
los genotipos del patégeno v resistencia vertical o
registencia a razas especificas, la cual se caracteriza por
la presencia de interacciones entre los genotipos del

hospedero v del patdgeno.

2.9 Defensas bioquimicas y fisicas que poseen las

plantas contra el ataque de los patdgenos.

Aun cuando las caracteristicas estructurales
proporcionan a las plantas varios grados de defensa contra el
atague de patdgenos, cada vez, resulta mds evidente gue la
resistencia de una planta al ataque de un patégeno no estriba
tanto en las barreras estructurales, sino, en las sustancias
que producen sus células antes o después de haberse producido
la infeccidn (Kosuge 19689).

La primera barrera entre una planta hospedera v un
patdgeno es la cuticula, que consiste de un polimero
estructural, la cutina, la que estd impregnada con cera. La
cutina es un poliester compuesto de 16 a 18 dtomos de carbono
(Purdy vy Kolattukudy 1975, Soliday y Kolattukudy 1976, Baker
y Bateman 1878, Kolattukudy 1980, Koller et al. 1981, Yoder
y Gillian 1985, Macnamara y Dickson 1981).

Hay gran controversia sobre si la penetracidn de ésta
cuticula y 1la segunda barrera, la pared celular, ocurre por
fuerza fisica o por degradacién enzimatica (Purdy y Kolattuky
1975, Baker y Batteman 1978, Kolattukudy 1980, Koller et al.
1981).

La cutinasa, que es una esterasa con un sitio activo que
contiene serina, histidina y un residuo carboxilo, es
producida por una gran variedad de hongos patogénicos de
plantas v Jjuega aparentemente un papel muy importante en la

penetracion {(Yoder y @Gillian 1985). Un minimo de dos
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izoenzimas de cutinasa especificas para cutina y una esterasa
no especifica intervienen en la degradacién de la cutina
(Yoder y Gillian 1985H).

Se han realizado numerosos estudios sobre la respuesta
del hospedero a la infeccidn causada por Fusarium solani f.
sp. pisi. En estudios ultraestructurales con anticuerpos
conjugados con ferritin preparados contra la cutinasa, se
observd gque F. solani f sp pisi secretd una cutinasa durante
la infeccidén (Soliday y Kolattukudy 1876, Lin y Kolattukudy
1880, Koller et al. 1981, Yoder y Gillian 1985).

Rijkenberg et al. (18980) en estudios realizados con
microscopia electrdnica de rastreoc (MER) y microscopia
electrdénica de transmisidén (TEM) obtuvieron buena evidencia
de la disolucidn enzimdtica de la cuticula de frutos de
tomate durante la penetracidén de Botrytis cinerea.

Las enzimas también estdn asociadas con maceracidén de
tejidos. Bateman y Millar citados por Albersheim et al.
(1969) han concluido que las endo-pectiglicosidasas y las
liasas pueden ser consideradas como agentes importantes en
maceracion de tejidos, estas observacionss fueron realizadas
en tejidos macerados por Sclerotinia fructigena.

Es importante mencionar que los patégenos frecuentemente
producen enzimas degradativas cuando crecen bajo ciertas
condiciones, pero fallan en un medio ambiente diferente
(Albersheim et al. 1963).

2.10 Los compuestos fendlicos en las enfermedades de

las plantas

Algunos mecanismos bioguimicos importantes son
involucrados en el control de la biosintesis y metabolismo de
los compuestos fendlicos en las plantas superiores. Entre
ellos se mencionan:

a- La regeneracion, inhibicidén o activacidén enzimitica
por productos intermedios y finales del proceso metabdlico.

b~ La represidén o induccidén de la sintesis enzimatica.
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Ixisten evidencias de que dichos mecanismos funcionan
durante la vrespuesta de las plantas a la presencia de los
patdgenos (Kosuge 18868).

Una de las mayores propledades biolégicas de los
compuestos fendlicos es su actividad antimicrobiana y se
asume con frecuencia que éste es su principal papel en las
plantas. A menudo inhiben el proceso de germinacién vy
penetracién de las esporas de los hongos Vs, muy
ccasionalmente lo aceleran (Friend 1979).

Es posible que en algunos casos, los factores
ambientales pueden influir sobre el nivel de fenoles presente
en los tejidos de las plantas, conduciéndo a cambios en la
resistencia ¢ susceptibilidad de las plantas hospederas
{Goodman et al. 1887).

Algunos de los fenoles relacionados con la resistencia a
las enfermedades se encuentran profusamente en las plantas
sanas, a los gue se les denomina compuestos fendlicos
comunes. Sin embargo, algunos otros fenoles no se producen en
plantas sanas, excepto cuando son estimuladas por algin
patdgeno o por dafio quimico o mecdnico, a estos compuestos se
les conoce como fitoalexinas (Friend 1878).

De acuerdo a la teoria de la fitoalexina de resistencia
a enfermedades, se asume gue la resistencia al atagque por
hongos patdégenos es causada por una rdapida acumulacién de
fitoalexinas para un nivel antifungoso. Los tratamientos que
causan la acumulacidn de fitoalexinas hacen a las plantas més
resistentes. Por otra parte, la susceptibilidad ha sido
explicada en la suposicidn de que las fitoalexinas pueden ser
rapidamente detoxificadas por patdgenos virulentos (Friend
1979).

El establecimiento de la infececidn podria involucrar un
crecimiento de los hongos intercelular o intracelular o
ambos. 51 el hongo establece una relacidén simbidtica, la
cual marca una infeccidén biotrdéfica en la penetracién de la
rared celular, el dafio del hospedero es limitado. Sin

embargo, en patdgenos nectotrdficos, los cuales matan las
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células del hospedero en avance al desarrollo de las hifas,
usualmente causan considerable disolucidn de la pared
celular, la cual puede por si mismo caupar muerte de las
células del hospedero o producir fitotoxinas (Friend 1979).

Se ha encontrado plantas hospederas que contienen
inhibidores de la germinacidén y del crecimiento de los
hongos. Por ejemplo, la cebolla contiene inhibidores
fendlicos de la germinacidn de esporas antes de que sBe lleve
a cabo la infeccidn, asi el catecol y el dcido protocatéico
actian come inhibidores de la germinacidén de Colletotrichum
circinans sobre laminillas de cebolla coloreada (Friend 1879,
Goodman et al.l1967).

Otro ejemplo de compuestos fendlicos relacionados con la
resistencia de plantas al ataque de hongos es el caso del
dcido clorogénico, encontrado frecuentemente en tubérculos de
papa, en donde se ha obtenido correlacién entre el dcido
clorogénico en varios tejidos de la papa ¥y sBu resistencia a
patdgenos tales como Streptomyces scabies, Verticillum
alboatrum v Phytophthora infestans (Friend 1879).

Sin embargo, Kuc citado por Friend (1878) menciona que
la presencia de los dcidos caféico y clorogénico no siempre
explican las actividades inhibitorias contra un rango amplio
de hongos y depende de la concentracion en gue se encuentren.
Estos dcidos también participan en la formacidén de capas de
tejidos protectores como los callos yv el corcho (Agrios
1985).

Aungue muchos compuestos fendlicos presentes en las
plantas pueden no tener actividad antimicrobiana, es
importante mencionar gue algunos productos de oxidacidn de
estos compuestos, podrian tener actividad antimicrobiana
indirecta, asociada por ejemplo a la inhibicién de enzimas
extracelulares encargadas de la degradacién de 1la pared
celular necesarias en el proceso de infeccién del hongo
(Friend 19789).
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2.11 La lignificacidon como mecanismo de defensa.

La lignina uno de los biopolimeros mds abundantes, es un
conatituyente tipico de la pared secundaria. Su formacidn se
inicia hasta que cesa el crecimiento de la pared primaria,
usualmente su deposicidn comienza cerca de la lémina media y
prosigue hacia el interior (Hall et al. 1882, Flores 1989).

Burgess citado por Flores (1889) menciona que la lignina
le confiere a la planta rigidez vy resistencia a la
degradacidn gquimica, a nivel celular su deposicidn localizada
protege a la planta de 1la hidrdlisis enzimatica. Es
resistente a la degradacidn por la mayoria de microorganismos
¥ puede formarse como una respuesta a la penetracion
microbial y al dafio mecanico (Vance et al. 1980).

Ride mencionado por Vance et al. (1980) sugirié cinco
razones por las que la lignificacién puede impedir el
crecimiento de hongos a través de los tejidos de las plantas:

i1- La lignina confiere a las paredes mayor resistencia a
la penetracidn mecdnica.

2- La lignificacién en el punto de atague puede
conferirle a la planta resistencia a la degradacidén
enzimatica.

3~ La lignificacidn de las paredes podria restringir la
difusién de enzimas y toxinas fungales al hospedero vy de agua
vy de nutrimentos del hospedero al hongo.

4~ El peso molecular de los precursores fendlicos de
lignina N radicales libres producidos durante la
polimerizacidén podrian inactivar las membranas del hongo,
enzimas, toxinas u otros factores de patogénesis.

Hijwegen citado por Friend (1979), realizdé experimentos
con pepinos y con el patégeno Cladosporium cucumerinum,
encontrando lignificacidén después de la inoculacidén de una
variedad resistente, pero no en una susceptible de la planta
hospedera (Friend 1979).
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2.12 La importancia del grosor de la cuticula en la

resistencia de las plantas a las enfermedades.

Correlaciones inversas del grosor de la cuticula del
hospedero con 1la virulencia del atagque de hongeos ha sido
observada. Asi, es posible gque la resistencia genética del
hospedero podria también involucrar el grosor de la cuticula
{(Koller et al. 1881). Sin embargo, dicho grosor no siemprse
estd relacionado con resistencia y muchas variedades
vegetales gue presentan una cuticula de grosor considerable
son facilmente invadidas por patdgenos gque penetran en forma
directa (Jaroz et al. 1982). Esto podria deberse a que el
grosor de la cuticula varia dependiendo de las condiciones
ambientales, ¥y que la importancia de 1la cuticula podria
radicar méds bien en su composicidn gquimica (Martin y Juniper
1970)

2.138 Algunas metodologias aplicadas en sl estudio del

desarrollo de patdgenos en los vegetales.

Se han realizado estudios histopatolégicos, con el fin
de conocer la interaccién entre T. cacaoc y M. roreri,
egspecialmente con respecto al proceso de avance del hongo en
la mazorca. Se encontrd gque la técnica mds adecuada para el
“tratamiento del material esclerosado o momificado es el uso
de una solucidén ablandadora de alcohol etilico y glicerina
seguido de una serie de alcohol butilico terciario. La mejor
tincidén para diferenciar tejidos de la mazorca de cacac fue
Safranina-"Fast green", mientras que en estudios de
penetracidén vy localizacidén del hongo, en especial la
intercelular, se usd con excelentes resultados la tincidn de
hematoxilina-eosina (Amayva et al. 1976).

Morell et al. (18985) encontraron que la aglutinina del
germen de trigo marcada con sustancias fluorescentes
aumentaba grandemente la visibilidad de las hifas de todos

los hongos, a diferencia de lo obtenido con el azul
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convencional de safranina o picro-anilina. De esta manera
las lectinas marcadas con sustancias fluorescentes proveen
una técnica mejorada para observar hongos en secciones de
madera.

También se ha investigado sobre el uso de MER en tejidos
seccilonados enbebidos en rarafina. Combinan el
seccionamiento seriado y la tincién diferencial usada en la
microscopla de luz convencional, con la alta magnificacién,
con una mayor profundidad de foco y una mayor resolucidén
obtenida por medio de MER. Con ésta técnica se hace posible
la visualizacién de tres orientaciones dimensionales de las
egstructuras tanto externas como internas. Ademds, esta
téenica permite la correlacién directa de imdgenes de
microscopia de Jluz con aquellas obtenidas por medio de MER.
De este modo se mejora la interpretacion de las fotografias
obtenidas en microscopia electrénica (Gaudet v Kokko 19B4).

Getz et al. (1983) realizaron estudios del proceso de
infeccién de Pseudomonas syringae p.v. tomato en frutos de
tomate utilizando MER, la cual permitid observar
detalladamente las estructuras del patdgeno sobre la

superficie del fruto.
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3. MATERIALES y METODOS

3.1 Localizacidn del ensayo

La obtencién del material vegetal y las inoculaciones
artificiales de campo, se realizaron en las plantaciones de
cacao que el Centro Agrondémico Tropical de Investigacidén vy
Inzeflanza (CATIE) posee en Turrialba y La Lola.

Turrialba estd ubicada a una altitud de 602 msnm, con
temperatura promedio anual de 21,5 <C, humedad relativa
promedio de 87,7 ¥ vy una precipitacidn promedio anual de
2.631 mm. La finca La Lola se encuentra en 28 Millas en la
provincia de Limdén a una altitud de 40 msnm, con temperatura
promedio anual de 24,7 ©C, humedad relativa promedio de 85,9
%, y una precipitacidn promedio anual de 3.541 mm.

En el Invernadero del Laboratorio de Fitopatologia del
CATIE se realizd inoculaciones artificiales de frutos
desprendidos del A&rbol provenientes de ambas localidades.
Ademds en este laboratorioc se inicié el procesamiento de las
muestras para cada una de lasg técnicas de microscopia usadas
v se realizd las observaciones de microscopia de luz.

En la Unidad de Microscopia Electrénica (UME) de 1la
Universidad de Costa Rica (UCR) se completéd el procesamiento
de las muestras v se llevé a cabo las observaciones de
microscopla electrdénica de transmisidén y de barrido.

El ensayo Be realizd de abril de 1986 a junio de 1988.

J.2 Descripcién del material experimental

Se utilizé frutos de 60 dias de edad procedentes de
Turrialba vy La Lola, obtenidos mediante polinizacibn
artificial.

Como se detallard mds adelante, se usd tres técnicas de
procesamiento de muestras para las observaciones

microscépicas: Microscopia Hlectrdénicta de Rastreo (MER),
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Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR) y Microscopia
Electrdnica de Transmisidén (MET).

El material usado para cada una de estas técnicas varid
en cuanto a su procedencia, cultivar (es) utilizado (s),
estado de las mazorcas vy tipo de inoculacién tal como se
resume en el Cuadro 1.

Para MER se uso frutos Banos a inoculados
artificialmente de los cv ~“UF-2968° y “Pound-7° obtenidos en
Turriailba y La Lola. 8e empled frutos procedentes de ambas
localidades con el objeto de determinar si exisgsten
diferencias anatOmicas entre frutos de un mismo cultivar con
diferente procedencia. El cv “Pound-7° se selecciond por ser
un cultivar con alta susceptibilidad a la moniliasis
(Pnillips 1986) y el ov ~UF-2968° se selecciond POYr Bu
moderada resistencia a la enfermedad (Brenes 1983).

También se usé frutos de 60 dias de edad sometidos a una
alta presidn de indculo natural de los cultivares
anteriormente mencionados, con el fin de comparar la
distribucidén y el desarrollo del hongo sobre la superficie
del fruto con respecto a los frutos inoculados
artificialmente.

Con la ayuda de MER, se observé ademds la morfologia del
micelio v los conidios de M. roreri creciendo sobre frutos
inoculados vy se le compard con aguella mostrada en
crecimientos in vitro del patégeno. Este estudio se realizd
también con el objeto de tener un amplio conocimiento del
hongo, y asegurar que las estructuras observadas sobre las
mazorcas inoculadas eran efectivamente pertenecientes a M.
roreri.

Para MOAR se utilizdé frutos sanos de La Lola de los ev
"Pound~7" y “UF-286" y del cv “UF~273", el cual se seleccioné
por su alta resistencia al patdgenc (Phillips 1986). Ademas
se us6 frutos inoculados del c¢v ~“Pound-7° susceptible que
mostraban el sintoma de abultamiento cominmente 1llamado

"giba".
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Cuadro 1: Procedencia, estado de los frutos y tipo
de inoculacién de los cultivares de cacao
utilizados para cada una de las técnicas

microscdpicas. Turrialba y La Lola 1986--87

TECNICAS CULTIVARES PROCEDENCIA HSTADO DE TIPO DE
MICROSCOPICAS EMPLEADOS L.OS8 FRUTOS TINOCULACION
MER "Pound ~7° Turrialba v Sano e Campo,
invernaderoc e
"UF-2967 La Lola incculado infeccidn
natural
MOAR "Pound-7" La Lola Sano y con Campo
Giba
TUF-298- La Lola Sano e e
“UF-273° La Lola Sano ———
MET “Pound-T7" La Lola Sano y con Campo
Giba

MER: Microscopia Electrdnica de Ratreo

MOAR: Microscopia Optica de Alta Resolucidn

MET: Microscopia Electronica de Transmisidn

“Pound-7": Cultivar susceptible

“UF-286": Cultivar moderadamente resistente

"UF-2737: Cultivar resistente

Turrialba: (802 msnm, 21,5 °C, 87,7 % H.R., 2.631 mm de 1luvia)
La Lola :(40 msnm, 24,7 ©C, 85,9 % H.R., 3.541 mm de 1lluvia)
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Para MET se usdé frutos del cv “Pound-7° de La Lola,
sanos e inoculados que mostraban giba, con el objeto de
comparar el tejido sano con el enfermo. Para estas
comparaciones no se utilizé los cv "UF-296" ni “UF-273° por
cuanto en los mismos no se presentd este sintoma.

También se realizd en el campo cortes de mazorcas de
aproximadamente 80 dias (con gibas) del c¢v “Pound-7° con el
fin de observar a simple vista el avance del hongo en los

tejidos internos del fruto.

3.3 Metodologia

3.3.1 Polinizaciones manuales

Con el objeto de disponer de material experimental
durante todo el ensayo, se realizd polinizaciones manuales,
aproximadamente cada 3 meses durante un periodo de 18 meses
(abril de 1886 a setiembre de 1987).

3.3.2 Inoculaciones artificiales

Para MER se usd frutos sanos e inoculadaos
artificialmente de los cv ~“Pound-7" y “UF-296° tanto en el
campo como en el invernadero. Para las otras técnicas
microscdpicas ademéds de frutos sanos se empled frutos
enfermos obtenidos mediante inoculaciones de campo.

Las inoculaciones artificiales de campo e invernadero se

efectuaron siguiendo las siguientes metodologias:

2. Inoculaciones en el campo

Se inoculd mazorcas de 60 dias de edad obtenidas
mediante polinizacidén manual. Se siguid la metodologia
descrita por Phillips (1988) que consiste en preparar una
suspensidén de conidios de M. roreri en agua destilada, a la
cual se le agregé Twin-80 al 0,01 % para favorecer la
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dispersidn de los conidios. Se usd una concentracién de 2
%105 conidios/ml, la gue se calculéd con un hematocimetro.
Los conidios se obtuvieron a partir del medio de cultivo V-8
(V-8 20 %, CaC03 0.3 % yv agar 1.8 %) incubado en condiciones
de laboratorio (22-25 ©C), en donde el hongo crecié 16 dias.

Con la suspencidn preparada aproximadamente media hora
antes de la aplicacidén, se inoculd frutos de 60 dias de edad
obtenidos mediante polinizacién manual. La aplicacidn se
realizd con un atomizador DeVilbiss No 15, tratando de cubrir
uniformemente las mazorcas.

Inmediatamente después de la inoculacién, se cubrié las
mazorcas ocon bolsas transparentes de polietileno y se
introdujo dentro de las bolsas sin perforar, una toalla
humedecida con 50 ml de agua destilada, con el objeto de
proveer una camara himeda dentro de ellas. Al cabo de dos
dias se cortd los extremos inferiores de las bolsas y se

elimind las toallas.

b. Inoculaciones en el invernadero

Se inoculd mazorcas de 60 dias de edad obtenidas por
polinizacidén manual con indéculo obtenido de la misma manera
descrita sn el punto anterior.

Las mazorcas antes de ser inoculadas fueron colocadas en
cajas pldsticas transparentes (38x23x18cm) a las cuales se
les suministrd 25 ml de agua libre con el objeto de alcanzar
una atmésfera saturada de humedad dentro de las mismas.

Para evitar el contacto entre las mazorcas vy el agua
libre, éstas fueron apoyadas sobre bases metdlicas.

La inoculacién se realizé asperjando las mazorcas con
una suspencidn de 2x108 conidios/ml con un atomizador
DeVilbis No 15.
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3.3.3 Obtencidén de las muestras

Tanto en campo como en invernadero se tomé muestras de
las mazorcas sanas y/0 enfermas mediante la obtencién de
segmentos del exocarpo de los surcos del frute de tamafio
variable segin la técnica microscopica empleada. Los
segmentos fueron tomados del '"ecuador " de la mazorca asi
como de sus extremos, con el fin de observar si existia
alguna diferencia anatdémica en el fruto.

Para MER estos segmentos fueron de aproximadamente 1 cm2
por 0,5 cm de profundidad. Para MOAR midieron
aproximadamente 0,5 cm2 por 0,5 cm de profundidad, y para MET
fueron de aproximadamente 1 mm2 por 0,5 cm de profundidad.

Para las observaciones del hongo in vitro, se tomd un
segmento de aproximadamente 1 cm? de la periferia del micelio

del hongo en el medio de cultivo.

3.3.4 Preparacidn de las muestras para cada una de las

técnicas microscdpicas empleadas.

A continuacidén se describe la metodologia empleada en la

preparacidn de las muestras para cada técnica microscépica.

a. Procesamiento de las mazorcas para Microscopia

Blectrdédnica de Rastreo

La MER permitid observar las superficies tanto del
hospedero como del patdgeno y ademds fue muy ntil para
determinar el periodo de germinacidén y las actividades de
prepenetracidén de los conidios de M. roreri.

Se trabajd con frutos de 60 dias de edad de los cv "UF-
296° y "Pound-7" (sanos e inoculados).

Para el estudic de la superficie de los frutos sanos se
tomS diez muestras de cada cultivar, y se dispusc de 5

mazorcas por cada uno.
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Para las observaciones del periocdo de germinacidn de las
egporas se establecidé un ensayo y se tomaron muegtras
seriadas cada hora por 8 horas. Luego en un segundo ensayo
se muestreo cada 6 horas por 66 horas con el fin de observar
el desarrcllo del tubo germinativo. En el caso de los frutos
inoculados se tomd cinco muestras de cada cultivar. Las
muestras se tomaron del "ecuador” del fruto y de los extremos
de las mazorcas. Para cada musstreo se dispuso de 3 mazorcas
inoculadas.

Cada muestra se colocd en solucidén fijadora FAA (alcohol
etilico:formalina:acido acético glacial:agua destilada) en
las siguientes proporciones volumétricas (47,5:3,5:5,0:44,0)
a temperatura ambiente durante un periodo de 2-3 dias.
Seguidamente se lavd con agua destilada las muestras durante
3 periodos de 15 minutos cada uno con el fin de eliminar el
exceso de solucion fijadora.

Posteriormente se deshidratdé las muestras siguiendo una
serie ascendente de alcohol etilico (30 %, 50 %, 70 %, 80 %,
80 %, 95 %, 100 %, 100 % y 100 %) durante periodos de 15
minutos cada uno.

Se secd las muestras utilizando un Secador de Punto
Critico Hitachi modelo HCP~I o HCP-II.

Se realizd 3 cambios de COz.

Una vesz secas las muestras, se colocaron sobre
portamuestras de aluminio y se fijaron con papel adhesive de
doble cara, ademds se les colocd a lag muestras en sus
extremos pintura de plata.

Luego se colocd las muestras en el cobertor ionico
Hitachi modelo IB-3 y se cubrié con una capa de oro de
aproximadamente 200-400 nm.

L.as observaciones se realizaron en el microscopio
electrénico de rastreo Hitachi modelo S-570

Para el procesamiento del hongo in vitro se siguidé la
misma metodologia anteriormente descrita.
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b. Procesamiento de las mazorcas para Microscopia
Optica de Alta Resolucidn.

Por medio de MOAR s8e logrd hacer un reconocimiento de
los tejidos internos de frutos de cacao sanos y enfermos.
Ista técnica permite hacer observaciones en microscopio de
luz con una mayor resolucidn en comparacién con técnicas como
1a parafina.

Be trabajd con frutos sanos de 60 dias de edad de los cv
"UF-273°, "UF-2968° y “Pound-7-. También se utilizdé el cv
‘Pound-7° con giba.

Se tomd cinco muestras del “"ecuador' de las mazorcas asi
como de los extremos de las mazorcas. Para cada muestreo se
dispuso de 5 mazorcas sanas; para el cv “Pound-7° con giba se
muestred 5 mazorcas, la muestra se tomé del &drea que presentd
este sintoma.

Se colocd cada muestra en solucién fijadora Karnovsky
(glutaraldehido al 2.5 % vy praraformaldehido al 2 %)
(Karnovsky 1865) en amortiguador Sorensen de fosfatos al
0,iM, pH 7,4, v se mantuvo a una temperatura de 4 ©C por un
reriodo de 20 horas

beguidamente se procedid a realizar tres lavados con
amortiguador Sorensen de fosfatos al 0,1 M, pH 7,4 cada dos
horas.

Posteriormente se deshidraté las muestras con una serie
ascendente de alcohol etilico (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %,
100 % y 100 %) durante periodos de 20 minutos cada uno.

Las muestras tratadas en alcohol de 100 % fueron
colocadas en una mezcla de alcohol:éxido de rropilenoc en las
proporciones 3:1, 2:2, 1:3 durante un periodo de 20 minutos
cada uno, hasta finalmente llegar a éxido de propileno puro,
donde se hicieron cambios de 20 minutos cada uno.

Luego se colocd dichas muestras en una mezcla de d6xido
de propileno : resina Spurr (Spurr 1969) en las proporciones
3:1, 2:2 durante una hora cada una. Posteriormente ge dejé

durante toda la noche en una proporcién 1:3 de la mezcla
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anterior. Transcurrido éste tiempo se realizé tres cambios de
resina al 100 ¥ de dos horas cada uno.

Finalmente se prepard los blogues de resina utilizando
cédpsulas planas para lograr dar orientacién a la muestra y se
colocd 0,5 ml por muestra.

Las cédpsulas fueron colocadas en una estufa a 70 oC
durante dos dias.

Las pirdmides de los blogues se hicieron manualmente vy
luego se obtuvieron cortes sgemi~finos de 1-2 um de grosor con
navaja de vidrio, en un ultramicrétomo Sorvall modelo MT-2B.

Los cortes se recogieron de la cubeta de la cuchilla y
se colocaron en porta-objetos previamente egterilizados sobre
una gota de agua desgtilada. Posteriormente los mismos se
colocaron sobre wuna plantilla a una temperatura de 30 oC por
un periodo de 30 minutos.

Para la tincién de los cortes se utilizdé azul de
toluidina siguiendo la metodologia de Shroeder (Shroeder
1980}).

Para el montaje final se utilizd una gota de resina
Spurr. Una vez listas las ldminas se colocaron en una estufa
a 40 oC por un periodo de 24 horas.

La observacidn de las léaminas =se realizé en un

microscopio de luz marca Olympus, modelo BH-2.

C. Procesamiento de las mazorcas para Microscopia

Electrdénica de Transmisidn.

La MET permitié hacer comparaciones de tejidos internos
de frutos sanos y enfermos a muy altas magnificaciones.

Se trabajd con fruteos sanos e inoculados de 80 dias de
edad del cv “Pound-7".

Se tomd cinco muestras tanto del ‘“ecuador " de la
mazorca como de los extremos. Para cada muestreo se contéd
con 5 mazorcas, para el cv ‘Pound-7° con giba se muestred 5
mazorcas, la muestra se tomdé del 4drea que presentd este

sintoma.
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Se colocd las muestras en soluclidn fijadora Karnovsky y
se mantuvo a una temperatura de 6 °C por un periodo de 3
dias.

Se procedid a realizar cinco lavados con amortiguador
Sorensen de fosfatos al 0.1 M, pH 7,4 cada 2 horas.

Se continud con una segunda fijacidén en tetrdxido de
osmio al 2 % en amortiguador Sorensen de fosfatos al 0.1 M,
pH 7.4, por un periodo de 3 horas a temperatura ambiente
(22-25 ©C).

De aqui en adelante se siguid con la misma metodologia
va descrita para las muestras a obsgervar en microscopia de
luz.

Los primeros cortes o fases que se obtuvieron tenian un
grosor de aproximadamente 180 nm. l.as fases se recogieron
con una aguja de la cubeta de la cuchilla y ze colocaron en
portaobjetos previamente esterilizados, sobre dos”gotas de
agua destilada gque ge colocaron lusgo sobre una plantilla a
30 ©oC hasta gue el agua destilada se evaporara sin hervir.

Seguidamente se agregd azul de toluidina y se calentéd
durante 1-2 minutos. Se lavd con agua destilada para
eliminar el exceso de azul de toluidina. Una vez secos se
procedié a observar la fase al microscopio de luz.

Después de la observacién de la fase se procedidé a
reducir la cara de la piramide al area de interés.

Se realizd cortes ultrafinos de aproximadamente 60 nm
que se colocaron en rejillas No 300 previamente cubiertas con
Rioden (QOkenshoji, Tokyo, Japdn).

Posteriormente se utilizé el método de la doble tincidn.
Se usd primero la tincidn con acetato de uranilo (Watson
1958) v luego la tincidn de Reynolds (Reynolds 1963, Berlin y
Miksche 1978).

Una vez tefiidos los cortes se procedid a cubrirlos con
una capa de carbdén utilizando un Evaporador de Alto Vacio
Hitachi Modelo HUS-5. La observacidn de los cortes se realizd
con el Microscopio Electrénico de Transmisién Hitachl H-300 a

un voltaje de aceleracidn de 75 KV.
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3.3.5 Observaciones macroscdpicas de mazorcas enfermas

Se tomé 5 mazorcas de aproximadamente 60 dias de edad
que presentaron el sintoma de giba.

A estas mazorcas se les realizd un corte transversal
sobre el drea donde aparecid la giba y se sumergié en fijador
FAA.

Luego se procedidé a observar a simple vista el “"hilo de
infeccidén" que presentaban los frutos en sus tejidos debido a

la presencia del patdgsno.
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4. RESULTADOS

4.1 Observaciones realizadas con Microascopia

Electronica de Rastreo

L.as observaciones realizadas con MER revelaron gque no
existen diferencias anatdmicas en la superficie de los frutos
de 60 dias entre los cv “UF-2968" y “Pound-7° ni entre las
procedencias de los mismos, yva que, Be encontraron
caracteristicas anatdmicas gimilares en los frutos
procedentes de Turrialba y La Lola.

Tampoco se observd diferencias anatdmicas externas entre
las muestras tomadas del “ecuador” de los frutos y sus
extremos. El proceso de germinacién de los conidios del
patdgeno no mostré diferencias de acuerdo a su posicidén en el
frute ni a su procedencia, yva sea por inoculacién o infecciodn

natural.
4.1.1 Caracteristicas anatémicas de frutos sanos

Los frutos de los cov “"Pound-~7" y "UF-288° de 80 dias ds

edad presentan una epidermis alveolada en la que sobresalen

numerosos estomas del tipo anomocitico (Fahan 18978), sin
células subsidiarias unicamente células oclusivas
arrifionadas. Estos egtomas se distribuyen sobre

protuberancias en grupos de 2 a 10 (Fig. 1, Fig. 2). La
mayoria de los estomas se observan con el ostiolo abierto, el
cual mide en promedic 9 um de largo (promedic de 10
mediciones) (Fig. 3).

be observd ademds, gran cantidad de tricomas glandulares
que presentan terminales en forma redondeada. Dichos
tricomas se distribuyen sobre toda la guperficie del fruto v
tienen una longitud promedico de 9 um (promedioc de 10

mediciones) (Fig. 4).
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Fig. 1.
Fig. 2.
Fig. 3.
Fig. 4.
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Superficie de la mazorca de cacao del cv
“Pound-7" que muestra los alveolos (MER 2550X).

Superficie de la mazorca de cacao del cv

“Pound-7" que muestra la agrupaclidén de los estomas
(MER 864X).

eg:egtoma

Detalle del estoma en la mazorca de cacao del
cv “Pound-7" (MER 4410X).
es:estoma

Tricomas glandulares en la mazorca de cacao del
cv “Pound-7” (MER 504X).
tg.:tricoma glandular
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También se observd en la superficie de los frutos venas
menores gue se proyectan longitudinalmente. En la epidermis
que cubre dichas venas se encuentra gran cantidad de estomas
también del tipo anomocitico (Fig. 5, Fig. 8).

Luego del exdmen de 20 muestras fue evidente que la
unica diferencia anatémica superficial entre las mazorcas de
los cv  “Pound-7" y ~“UF-296° fue la presencia en éste ultimo
de tricomas estrellados (Fig. 7).

Se observd también altas poblaciones de bacterias
epifitas que se desarrollan sobre la superficie de los frutos

de cacao en estos dos cultivares (Fig. 8).

4.1.2 Disposicién de los conidios de Moniliophthora

roreri sobre la superficie de los frutos

Al inocular frutos de 60 dias de los cv “Pound-7° y “UF-
296° no se observd diferencias entre ambos cultivares en
cuanto a la disposicidn de los conidios de M. proreri sobre la
superficie del fruto. Esto fue notado tanto en mazorcas
inoculadas en el campo como en aquellas inoculadas en el
invernadero. En ambas condiciones la mayoria de los conidios
se distribuyeron en la base de los tricomas glandulares (Fig.
9, Fig. 10). El mismo comportamiento se observé al examinar

frutos de cacao sometidos a alta presién de indculo natural.

4.1.3 Caracteristicas anatémicas de Moniliophthora

roreri

Para comparar la morfologia del micelic de M. roreri
crecido sobre el fruto, con aquella obtenida bajo crecimiento
in vitro, se realizaron estudios estructurales del hongo
crecido en ambas condiciones. Se observé gque el hongo en los
dos casos posee gran cantidad de hifas unidas entre si, dando
origen a un tejido compacto (Fig. 11, Fig. 12). Las hifas
son septadas o no septadas y pueden ser simples o también
bifurcarse en forma de V (Fig. 13, Fig. 14).
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Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
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Detalle de la nervadura en la mazorca de cacao del

cv “UF-296"7 (MER 132X).
n:nervadura
es-egtoma

Estomas localizados sobre la nervadura en la
superficie de la mazorca de cacao del cv
"Pound~7- (MER 1056X).

n:nervadura

es:estoma

Tricomas en la mazorca de cacao del cv “UF-296°
{MER 576X).

tg. :tricoma glandular

te.:tricoma estrellado

Acercamiento que muestra las bacterias epifitas
sobre la mazorca de cacao del cultivar “UF-296"
B28X)

b:bacterias.

(MER
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Fig. 9.
Fig. 10.
Fig. 11.
Fig. 12.
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Distribucidn de los conidios de Moniliophthora
rorveri sobre la superficie de la mazorca de cacao
del cv "UF-296° después de la inoculacién (MER
B90X).

tg:tricoma glandular

c:conidio

Acercamiento de un tricoma glandular en mazorcas de
cacao del cv "UF-298° con los conidios de
Moniliophthora roreri en la base (MER 2244X).
tg:tricoma glandular

c:conildio

Desarrollo del micelio de Moniliophthora roreri
sobre la superficie de la mazorca del cv ‘Pound-7-
(MER 1718X)

h:hifas

Detalle del micelio de Moniliophthora roreri
creciendo in vitro (MER 1980X).

h:hifa

cf:conidiéforo
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Fig.

Fig,

Fig.

Fig.

13.

14.

15.

ig.
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Desarrollo del micelio de Moniliophthora roreri en
medio de cultivo (MER 6600X)
h:hifa

Bifurcacidén del micelio de Moniliophthora roreri
en medio de cultivo (MER 4820X).

Cadena de conidios de Moniliophthora roreri sobre
la superficie de la mazorca de cacao del cv “UF
~-296° (MER 3600X).

¢c:conidio

mc:membrana conidial

Detalle de la membrana conidial gue envuelve la
cadena de conidios de Moniliophthora roreri sobre
la superficie de la mazorca de cacao del ov
“Pound-7" (MER 68600X).

mc:membrana conidial

c:conidio
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Se presentan conididforos septados que dan origen a una
cadena de conidios recubierta por la pared celular de la hifa
madre (Fig. 15, Fig. 16). Al inicio de la diferenciacidn del
conididforo dichos septozs no se observan con claridad, en
etapas mds tardias del procesc los septos s8e ven bien
diferenciados,. Los oonidios maduros y sgseparados del
conididforo presentan una prared ornamentada, aon
unicelulares, v de tamaio wvariable, con un poro germinativo
en uno de sus extremos (Fig. 17). 8Se caracterizan ademés,
por ser redondos (5,3 um) y ovalados (7,9x4,7 um) (promedio
de 10 mediciones) (Fig. 18). En algunas ocasiones los
conidios se observaron libres, pero conservando aln restos de

dicha pared.

4.1.4 Germinacidén de loa conidios de

Moniliophthora roreri.

Los conidios germinados de M. roreri se encontraron en
su mayoria libres sobre la superficie de la mazorca. En
pocos casos en donde se observd conidios germinados unidos
entre si se localizaron al centro de la cadena. En mazorcas
de B0 dias sometidas a una alta presidn de indcule natural,
se observaron cadenas de conidios no germinados.

La germinacién de los conidios sobre frutos inoculados
de los cv “UF-296" y “Pound-7° no ocurridé sino hasta las 8
horas. Los conidios germinados mostraban tubos germinativos
de aproximadamente 25 um de largo (promedio de 10 mediciones)
(Fig. 18). Al prolongar el periodo de observacidn hasta las
668 horas se pudo observar un porcentaje consgiderable de
conidios no germinados.

En todos los casos se observd un tubo germinativo simple
¥y grueso gque crecid sobre la superficie de los frutos, y en
algunos cascs sufrid una bifurcacién, aproximadamente, 18
horas después de la inoculacidédn, dando origen a un micelio de

tipo septado.






Fig. 17.
Fig. 18.
Fig. 19.
Fig. 20.
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Conidio de Moniliophthora roreri sobre la
superficie de la mazorca de cacao del cv “UF-296~
que muestra la localizacidn del poro germinative y
el corrugamiento de la pared (MER 9660X)

P:poro germinativo

Detalle de dos formas de conidios de Moniliophthora
roreri sobre la superficie de la mazorca de cacao
del cv “UF-296° (MER 7200X).

cr:conidio redondo

co:conidio ovalado

mc :membrana conidial

Inicio de la germinacién del conidio de
Moniliophthora roreri sobre la mazorca de cacao del
cv “Pound-7° (MER 6600X)

c:conidio

tg:tubo germinativo

Germinacién del conidioc de Moniliophthora roreri

sobre la superficie de la mazorca de cacao del cv
"Pound-7" que muestra el desarrollo de dos tubos

germinativos (MER 1794X)

c:conidio

tg:tubo germinativo
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Los tubos germinativos que no se ramificaron se
alargaron y mostraron un didmetro mayor en el extremo distal,
zona de crecimiento, con respecto al resto de la hifa. En el
extremo opuesto, puntoc de unidén con el conidioc, el tubo
germinativo mostré un didmetro menor.

Se observd una tendencia de los tubos germinativos de
egporas cercanas a tricomas glandulares de dirigirse hacia la
base de los mismos.

Los conidios de M. roreri emiten 86lo un tubo
germinativo (Fig. 18) y en raras ocasiones gse observé la
emigsién de dos tubos germinativos (Fig. 20).

A su vez se observd que los conidios germinan
directamente a través del poro germinativo o a través de la
pared del conidio (Fig. 21, Fig. 22).

4.1.5 Prepenetracién de Moniliophthora roreri

Se observé en algunas ocasiones que el tubo germinativo
se diferenciaba formando una aatructura aparentemente
apregorial (Fig. 21).

A pesar de la densidad estomdtica alta en frutos de
cacao de 60 dias de edad en ningin momento se observd
penetracidn a través de dichas aberturas naturales. Atn més,
en varias ocasiones se encontrd conidios germinados cuyo tubo
germinativo fue emitido cerca del ostiolo sin que ocurriera
penetracidén (Fig. 23).

Alternativamente en la mayoria de los casos se observéd
el crecimiento de tubos germinativos sobre los alveolos de la
superficie del fruto y aparentemente la penetracién ocurrid
directamente a través de la epidermis. Esta podria ser la
forma principal de ingreso del patégeno (Fig. 24).

Las observaciones anteriormente descritas me aplican
tanto al cv "Pound-7° como al ‘UF-296~.
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Fig. 21.
Fig. 22.
Fig. 23.
Fig. 24.
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Desarrollo de una estructura aparentemente
apresorial de Moniliophthora roreri sobre la
superficie de la mazorca de cacao del cv
"Pound-7° (MER 5760X)

c:conidio

tg:tubo germinativo

aapresorio

hi:hifa infectiva

Germinacidén del conidio de Moniliophthora roreri
sobre la superficie de la mazorca de cacao del
cv "Pound-7° a través de su pared (MER 5520X)
c:conidio

tg:tubo germinativo

Germinacidén de un conidio de Moniliophthora roreri
cerca de un poro estomdtico de la superficie de la
mazorca de cacao del cv “Pound-7° (MER 3450X)
c:conidio

tg:tubo germinativo

es:estoma

Posible penetracidn del tubo germinativo de
Moniliophthora roreri a través de la
superficie de la mazorca de cacao del

cv "UF-296" (MER 4320X).

c:conidio

tg:tubo germinativo

s:superficie de la mazorca
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4.2 O(Observaciones realizadas con Microscopia de Luz.

4.2.1 Obgservaciones de tejido interno del exocarpo de

la mazorca sana

Las observaciones de los cortes transversales del
exocarpo de los frutos sancs de 80 dias de los cv “UF-273°,
"UF-296" y “Pound-7” al microscopio de luz mostraron una
cuticula delgada v una epidermis uniseriada, con células
rectangulares en seccidn transversal, muy bien definidas
(¥Fig. 25, Fig. 286, Fig. 27).

Los estomas son protuberantes, abundantes y con cémaras
subestomdticas pequefiag (Fig. 28). Con mucha frecuencia se
cbgervdé tricomas glandulares, y multiseriados.

Hay presencia de gran cantidad de canales de mucilago
que poseen un epitelio muy bien definido (Fig. 29). Los
ductos corren s6los o en grupos.

La red wvascular se encuentra distribuida en todo el
tejido; los haces vasculares son colaterales.

Se observd también divisiones celulares en gran cantidad
de planos debido a que se trabajdé con frutos en crecimiento.

En los treas cultivares 8se obaervd en las células
epidermales vy corticales, una acumulacidn masiva de
sustancias oscuras en la vacuola las cuales son probablemente
de origen fendlico. Tarjot (1872), realizdé estudios
bioquimicos de 1la mazorca de cacao y encontrd gran cantidad
de taninos en las células del parénquima subepidérmico.

El ndmero de capas de células del parénguima
subepidérmico con sustancias posiblemente de origen fendlico,
varidé en cada uno de los tres cultivares.

En el caso del cv "UF-273" s8e observd aproximadamente
siete capas continuas de parénguima subepidérmico y una mayor
acumulacidén de estas sustancias en comparacidén con las de los
cv "UF-206° y “"Pound-7° (Fig. 25). En el cv “UF-296° se

observo aproximadamente cinco capas de parénguima
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Fig. 25.

Fig. 26.

b2

Seccidn transversal de tejido sano de la mazorca
de cacao del cv "UF-273". Obsérvese la
acumulacidn de sustancias posiblemente fendlicas
en las capas de parénquima subepidérmico (ML
240X).

ep:epidermis

s parénguima subepidérmico

c:cristales

g.g:canal gomifero

Seccidn transversal del tejido sano de la mazorca
de cacao del cv “UF-2896°. Obsérvese la
distribucidn de las sustancias posiblemente
fendlicas en las capas de paréngquima subepidérmico
(ML 540X).

ep:epidermis=

t:tricoma

ps:parénquima subepidérmico
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Fig. 27.

Fig. 28.

Seccidn transversal del tejido sano de la mazorca
de cacao del cv "Pound-7°. Obsérvese la
distribuciodn de sustancias posiblemente fendlicas
en las capas de paréngquima subepidérmico (MER
440X).

ep:epidermis

tg:tricoma glandular

ps:parénguima subepidérmico

Estoma de la mazorca de cacao del cv “Pound-7°
en seccidn transversal (ML S00X)

ep:epidermis

cs:cavidad subestomdtica

¢c:cristales
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Fig. 29.

Fig. 30.
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Seccidn transversal de la mazorca de cacao del
cv "Pound-7”° enfermo. Obsérvese los canales
gomiferos (ML 235X).

cg:canal gomifero

Seccidn transversal del tejido enfermo de la
mazorca de cacao del cv “Pound-7°. Nétese la
distribucidn de sustancias posiblemente fendlicas
en capas mde profundas del parénquima
subepidérmico (ML 240X).

ep:epidernmis

eg:estoma

ps:parénquima subepidérmico

cg:canal gomifero
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subepidérmico con gran acumulacidén de las sustancias antes
mencionadas (Fig. 26). En el c¢v “Pound-7" s8se encontrd
aproximadamente ocho capas de parénquima subepidérmico con
menor acumulacidén de sustancias con respecto a los casos
anteriores (Fig. 27).

La estructura celular del parénguima subepidérmico
difirid en los tres cultivares. En el cv "UF-273° ge observd
un arreglo celular muy compacto, también presentd
engrosamientos de la pared primaria basal de las células
epidérmicas ¥y una cantidad mayor de cristales en las células
del parénquima subepidérmico. En el cv "UF-296" ge observd
un parénguima subepidérmico con una estructura celular
medianamente compacta y en el cv “Pound-7° se encontrd que el
parénguima subepidérmico era poco compacto, con espacios

intercelulares grandes.

4.2.2 Observaciones de frutos del e¢v “Pound-7°

infectados con Moniliophthora roreri.

Las observaciones con microscopia de luz de frutos de 60
dias con el sintoma de giba del cv “Pound-7°, susceptible al
hongo M. roreri, permitié determinar una mavor acumulaciodn de
sustancias posiblemente fendlicas, no 86lo en el parénguima
subepidérmico, sino en capas mas profundas de tejido (Fig.
30).

En las observaciones realizadas a simple vista en el
campo en cortes sobre frutos de 60 dias.de edad con giba del
cv “"Pound-7° se determiné el desarrollo de un "hilo de
infeccidén” de coloracién oscura que se inicla en la epidermis
v avanza hacla capas mds profundas de tejido. Posteriormente
el hongo invade tejidos subyacentes causmando un necrosamiento
de 1los mismos, que se debe a la desintegracidén del

protoplasto de las células (Roberts y Boothroyvd 1972).
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Es importante resaltar que la giba se presenta con mayor
frecuencia en el cv “Pound-7°. El cv “UF-296" 1la forma
algunas veces y en el cv “UF-273°" no se ha observado
(Phillips 1986).

4.3 Observaciones realizadas con Microscopia

Electrénica de Transmisgion.

4.83.1 Tejido sano del cv “Pound-7°

Las observaciones realizadas con MET utilizando frutos
de 60 dias de edad del c¢v ~“Pound-7°, revelaron que las
células del exocarpo del cacao son tipicas de un tejido
parenguimatoso maduro, en donde se encuentra una vacuola
central grande ¥ un desplazamiento de las organelas
celulares, principalmente mitocondrias vy cloroplastos, hacia
la periferia de la célula.

El tejido sano presentd espacios intercelulares en forma
triangular, libres de posiblemente excreciones celulares
(Fig. 31).

4.3.2 Tejido enfermo del cv “Pound-7-

En el tejido enfermo de frutos de 60 dias de edad del cv
"Pound-7", se observd que los espacios intercelulares también
son triangulares pero contenian gran cantidad aparentemente
de excresiones celulares floculentas y una mayor deposicidn
de materiales constituyentes de la pared celular (Fig. 32).

La vacuola en este tipo de tejido presenté depdsitos de
material osmiofilico, electrodenso con d&reas floculentas v
organizados en paguetes (Fig. 33).

También se observé invaginaciones citoplasmdticas o
cuerpos membranosos muy cercanos a la pared celular (Fig.
34). No fue posible observar estructuras del hongo dentro de

los tejidos del hospedero.
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Fig. 31.
Fig. 32.
Fig. 33.
Fig. 34.

60

Seccidn transversal de la mazorca de cacac del
cv “Pound-~7° sBano que muestra un espacio
intercelular (MET 4440X).

el:espacio intercelular

v:vacuola

p:plastidio

Seccidén transversal de la mazorca de cacao del
cv “Pound-7" enfermo que muestra un espacio
intercelular (MET 15400X).

ei:espacio intercelular

ec:excresiones celulares

m:mitocondrias

Acercamiento de los depésitos osmiofilicos en la
vacuola celular de tejido enfermo del cv
“Pound~7* (MET 22000X).

do:depdésitos osmiofilicos

Invaginaciones citoplasmdticas en el tejido enfermo
de la mazorca de cacao del cv “Pound-7° (MET
44000X%).

ic:invaginaciones citoplasmaticas
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5. DISCUSION

Se estudié la anatomia externa e interna del exocarpo de
cultivares de cacao con diferente grado de susceptibilidad
con el fin de establecer i a nivel anatémico se observan
diferencias que pudieran explicar, al menos en parte, la
diferencia en susceptibilidad. A sBu vez se estudié la
morfologia de los conidios y tubos germinativos sobre la
superficie de frutos con la intencién de establecer hechos
relacionados con la preinfeccién.

Las observaciones realizadas sobre la anatomia externa
de los cv "Pound-7° vy “UF-296° (susceptible y moderadamente
resistente, respectivamente) no reveld mavores diferencias.
En ambos casos se observd numerosos estomas anomociticos y en
muchas ocasiones se encontré tubos germinativos cercanos a
dichas aberturas naturales pero en ningin caso hubo
renetracidn por egta via. Alternativamente esta observacidn
sugliere que la penetracioén ocurre directamente por la
epidermis. La organizacidn celular del parénguima
subepidérmico de ambos cultivares si difirié, en el cv “UF-
296" (moderadamente resistente) se observd mas compacta con
espacios intercelulares mds pequefios. Ademds, este cultivar
presentd una mayor concentracién de sustancias posiblemente
fendlicas en estas células. Estas diferencias anatémicas
podrian estar relacionadas con una mayor resistencia de este
cultivar, pues en el c¢v “Pound-7° (susceptible) no se
observaron. S8in embargo, habria que estudiar en mayor ntmero
de cultivares para poder afirmar que las caracteristicas
mencionadas anteriormente estan siempre ligadas a una menor
susceptibilidad. Ademds, se necesitan otros estudios
bioguimicos, ultraestructurales, genéticos vy fisioldégicos
para establecer con precisién el (los) mecanismo (s) que

opera en los frutos con diverso grado de susceptibilidad.
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5.1 Caracteristicas superficiales del fruto de

cacao sano

Dentro de las caracteristicas anatémicas superficiales
estudiadas en frutos de 60 dias de edad de los cv "UF-296" y
“Pound-7°, sobresale la ornamentacién alveolada de la
epidermis, asi como, la presencia de una gran cantidad de
estomas v de tricomas. Dichas estructuras quedan definidas
en los frutos de cacao desde el inicio de su desarrollo y al
crecer el mismo varia su densidad (O°Brien 1970). Se
trabajd con frutos de B0 dias para seleccionar cultivares con
diferente grado de resistencia yva que los frutos en esta edad
son mas susceptibles a M. roreri (Bejarano 1881).

En frutos adultos de los cv “Pound-7" y ~UF-2968" hay
diferencias en cuanto a rugosidad de la superficie, mayor en
el cv “"Pound-77, lo que permitiria mayor acumulacidén de agua
en la superficie, favoreciendo de ésta manera la germinacidn
v desarroclle del patdgeno, pues los conidios de M. roreri
necesitan agua libre para germinar (Bastidas 1953, Merchan
1982, Campuzano 1881).

Los frutos maduros de los diferentes cultivares de cacao
presentan una resistencia natural (Diaz 1958), en esta forma
aparentemente las caracteristicas anatdédmicas externas no
parecen explicar las diferencias en susceptibilidad al
patégeno entre los cultivares, alternativamente otro factor
de resistencia podria Jjugar un papel en los frutos maduros.

Por ejemplo, Koller et al. (1980), mencionéd que el
grosor de la cuticula del fruto puede influir en la
resistencia de los diferentes cultivares, Engels (1981)
midid el grosor de los lomos y de los surcos del pericarpo de
frutos adultos producidos en Turrialba, y determind que para
los cv “Pound-7" y "UF-286" es muy similar. El cv “Pound-7°
presentd un grosor entre 11,5y 7,3 mm y en el cov “UF-296°
entre 11 y 7,6 mm respectivamente.
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Martin y Juniper (1970) mencionaron que el grosor de la
cuticula también varia con las condiciones ambientales.

Las observaciones del tejido interno del exocarpo de los
frutos indican gue existen diferencias, pues en el cv “UF-
296" el arreglo celular de las capas subepidérmicas fue mas
compacto y ademds la acumulacién en las mismas de sustancias
aparentemente fendlicas fue mayor. En el cv “Pound~7" el
arreglo celular fue menos compacto vy la cantidad de
sustancilas menor.

Aungue estos factores podrian jugar un papel importante
en el grado de resistencia que presentan los cultivares a la
enfermedad es necesario realizar como ya se menciondé estudios
comparativos con un mayor nlmero de cultivares para poder
establecer la relacién de estos factores con una menor
susceptibilidad.

Rocha y Jiménez (1966) informaron que la concentracidén
de polifenoles varia inversamente con el estado de desarrollo
del fruto ¥y con 1la profundidad del tejido con respecto a la
cdscara, asi, los frutos jévenes poseen mayor cantidad de
polifenoles (Manotas 1953), y éstos, se localizan en mayor
cantidad en los tejidos del exocarpo. Rocha vy Jiménez (19686)
mencionaron gue la variacidén en la resistencia entre los
cultivares va a depender basicamente de la estructura quimica
de las sustancias fenélicas que se encuentran en el exocarpo
v su efecto fungistdtico, el cual podria variar con la edad.

Ademdas de la posible diferencia en composicidn v
actividad de las sustancias fendlicas del exocarpo, otros
factores en la superficie del fruto podria estar involucrados
en el proceso de infeccién. Por ejemplo se ha sefialado que
la variabilidad genética, la edad y algunos otros factores
pueden afectar la combinacién vy concentracidn de compuestos
organicos sobre la mazorca de cacao. Estos compuestos
podrian estar involucrados en la nutricién del hongo en sus
estadios previos a la infeccidn. Asi la concentracién de
azicar disminuye con la edad (Manotas 1958, Lopez 1980).

Esto podria estar relacionado con la resistencia natural que
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se ha observado en los fruto2 maduros de cacao, pues los
conidios del hongo no dispondrian de una fuente de energia en
la superficie del fruto (Diaz 1858). S8in embargo, estd por
demostrarse que la germinacién y penetracién tengan como
requisito la presencia en la superficie de estos nutrientes.

Alternativamente, la resistencia natural también podria
deberse a una microflora antagonista del hongo, pues sobre el
fruto es esperable gque ocurra wuna sucesidén microbiana
resultado de la disponibilidad de substratos excretados por
el fruto, 1la deposicidén de detritos orgdnicos sobre el mismo
¥y la presencia misma de una microflora. Seria interesante
explorar las relaciones de esta microflora vy el patdgeno.
Esto no significa que los frutos préximos a la madurez puedan
escapar a la infeccidén por el patégeno, pues 8i existen
condiciones favorables para la infeccidn estos seguidamente
se enferman (Bastidas 1953, Bejarano 1961, Barros 19686, 1981,
Evans et al. 1978).

3.2 Caracteristicas de Moniliophthora roreri

En esta investigacidén se observd, conidios redondos v
ovalados. Beria interesante determinar si estas diferencias
morfolégicas tienen 0 no relacidn con una posible
variabilidad genética.

El estudio 1in vitro de la morfologia de M. roreri hecho
paralelamente al estudio realizado sobre los frutos, permitid
establecer sin lugar a dudas que el hongo observadc sobre los
mismos correspondian a M. roreri.

Los conidios germinados se encontraron en su mayoria
aislados sobre la superficie de la mazorca pues al preparar
el indéculo artificial, se agrega un agente dispersante antes
de agitar la suspencién de conidios. Sin embargo, en las
observaciones realizadas de frutos bajo una alta presién de
indculo natural se encontrd cadenas de conidios posiblemente
debido a que dichas cadenas provenian de frutos cercanos

infectados.
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Los estudios epidemioldgicos han revelado que, cuando
las esporas son transportadas por el viento, su
desplazamiento deasde la fuente de indculo no es muy grande
debido probablemente a su peso 0 a su asoclacidén en cadenas
(Barros 1981).

A pesar que se ha informado de una maduracidn basipeta
de los conidios (BEvans et al. 1878, BEvans 1981), en éste
estudic se observé algunos conidios centrales ya germinados
en la cadena. Esto hace suponer gque los mismos ya habian
alcanzado un grado de maduréz apropiado, pues presentaron
aparentemente una buena permeabilidad al agua y a los gases
(Hawker 18950), condiciones necesarias para gue ocurra la
Berminacidén. Estos conidios no se desprendieron posiblemente
por gue requerian de algin factor mecanico.

El proceso de germinacion de algunos conidios se inicid
entre las 7 y las 8 horas, estos resultados coinciden con los
obtenidos por Campuzano (1981) quién observod que la
germinacidén de las esporas de M. roreri ocurrid entre las 8 y
lag 8 horas & 1los 20 C y también coinciden con las
observaciones realizadas por Loépez (1954), quién obtuvo
germinacidén a las 8 horas en esporas maduras, lo cual indica
gue tanto in vivo como in vitro la germinacidn ocurridé en
pericdos similares.

La condicidén de alta humedad relativa (100 %), lograda
con el uso de la cémara humeda, vy la temperatura (27 <C) que
prevalecld durante el experimento favorecieron la normal
germinacidén de los conidios. Sudrez (1971) encontrd, que las
esporas de M. roreri germinaron aproximadamente 3 horas
después de la inoculacidn, lo cual, puede deberse a
diferencias en las técnicas de preparacién del indculo o
también al tiempo gque transcurrid entre la preparacién del
indculo ¥y la aplicaciéon del mismo a los frutos de cacao.
Sudrez (1971) realizd la investigacidn con mazorcas de 20 a
160 dias de edad pero no se especifica la edad de la mazorca

sobre la que encontré dicho pericdo de germinacién.
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En este estudio se observd gue el conidio emite un sélo
tubo germinativo y en pocas ocasiones dos. Este resultado no
concuerda con lo informado por Sudrez (1971), quién afirma
que M. roreri emite de uno a cinco tubos germinativos.

La germinacién de algunas esporas a través de su pared
lateral y no tnicamente a través del poro germinativo puede
ocurrir por una lisis o degradacién de la quitina de la pared
del conidio (Evans et al. 1978, Evans 1981) en el lugar de
salida del tubo germinativo.

51 bien 1la formacidn de una estructura apresorial no es
siempre imprescindible para que ocurra la infeccidon, en este
trabajo se obgervd en algunos tubos germinativos un
engrosamiento distal gque suglere la formacién de una
estructura apresorial. Sin embargo, no se pudo establecer
una relacidén conclusiva entre esta estructura v la infeccidn.
Ademds, en algunos hongos la formacidén del apresorio parece
responder a estimulos fisicos, quimicos, nutricionales, de
humedad, luz o temperatura (Wynn 1976).

El mecanismo de penetracién de los hongos a los tejidos
del hospedero puede ser mecanico (Yoder y Gillian 1985) o
también pueden existir alteraciones sobre 1la cuticula vy
paredes de las células del hospedero en los sitios de
infeccidén (Kunoh 1982), mediadas por secreciones enzimdticas
que facilitan el ingreso del patdgeno a los tejidos internos
del hospedero.

En el caso de M. roreri no se han hecho todavia estudios
sobre el mecanismo de penetracién. Una veg que el patdgeno
se encuentra dentro de los tejidos de un hospedero
susceptible, puede establecerse y crecer utilizando los
substratos disponibles, asi incrementan su biomasa para luego
producir propigulos que perpetuen la infeccién en 1la
naturaleza y aseguren la sobreviverncia del hongo (Sarascla y
Rocca 1975, Baker y Bateman 1878).

Las observaciones realizadas sugieren que M. roreri
aparentemente no penetra por via estomdtica sino a través de

las células epidermales sin necesidad de 1la preaencia de
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heridas. Este tipo de penetracién también fue encontrado por
Suarez (1971), sin embargo, no observé la formacion de
estructuras apresorialea. Otras investigaciones sugieren que
la penetracién de M. roreri a 1los tejidos de la mazorca se
facilita con la produccidén de heridas causadas por los
chinches de la familia Pentatomidae (Naundorf 1974).

Franco (1958) vy Jorgensen (1875) mencionaron que la
penetracién se lleva a cabo a través de aberturas naturales
presentes en los frutos, y que la resistencia a M. roreri es
mayor en frutos adultos por presentar una menor dengidad de
estomas. La cantidad de estomas queda definida desde el
inicio de la formacidn del fruto, asi que, no es un factor
gue pueda influir en la resistencia que presentan dichos

frutos.
5. 3 Interacciones hospedero-patdgeno

Las caracteristicas estructurales externas semejantes de
los frutos de los cultivares de cacao y de las estructuras de
M. roreri, sugieren que la superficie no tiene en esta
ocasién relacién con la resistencia o susceptibilidad de los
dos cultivares estudiados: cv “UF-296~° v *Pound-7~
(moderadamente resistente Vy susceptible, respectivamente).
Ademds, en ambos cultivares el hongo germind de manera
gimilar. Aparentemente, esto indica que el mecanismo de
resistencia que opera en el cv T“UF-286° ocurre a nivel de
tejide internoc.

Al comparar la anatomia interna del exocarpo de frutos
de cacao sanos con diverso grado de susceptibilidad si fueron
aparentes algunas diferencias. Por ejemplo, los cultivares
resistentes “UF-273" y “UF-296° mostraron una anatomia
interna similar con una organizacidn celular més compacta y
con  una mayor acumulacién de sustancias fendlicas en
comparacién con el cultivar verde “Pound-7°. Si bien los cv

‘UF-296° v ~“UF-273° son de color rojo, esta caracteristica
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aparentemente no tiene ninguna relacidn con Jla resistencia
Brenes (1983).

La distribucidén de los conidios en los frutos podria ser
un factor de importancia a considerar. Tanto los frutos
inoculados artificialmente como las muestras de campo,
mostraron un agrupamiento de dichas esporas en la base de los
tricomas glandulares. Esto puede deberse a que hay una mayor
acumulacidén de agua en la base de estas estructuras
favoreciendo la disposicidén y adherencia de los conidios. De
ser constante este patrdn de distribucidn de los conidios
sobre la superficie del fruto habria que establecer cual es
el efecto de las secreciones de los tricomas sobre el proceso
de germinacion e infeccidn de los conidios. A su vez sera
interesante determinar la composicién y concentracién de
dichas secreciones. Ademds habria que estudiar el efecto del
cultivar v de la edad de los frutos (Blaha v Paris 1967).
Adiciocnalmente, esto significa que en muchas ocasiones los
conidios estarian mds cerca de los &tricomas que de los
estomas.

5.4 Tejido enfermo

Las observaciones realizadas con MER muestran que a las
8 horas después de la inoculacién, los conidios de M. roreri
apenas iniciaban su germinacidon sobre la superficie de la
mazorca, lo cual contrasta con los hallazgos de Sudrez (1971)
gue informd sobre penetracién del tubo germinativo por la
base de los pelos glandulares 8 horas después de la
inoculacidn.

En el presente estudio se observd bifurcacién del tubo
germinativo a las 18 horas y no fue sino hasta las 42 horas
que se observd una aparente penetracidén a itravés de las
células epidermales.

Estas discrepancias pueden deberse a 1la metodologia
empleada en la preparacién del indculo, el tipo de mazorca y
la edad de la mazorca inoculada.
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Sudrez (1971) encontrd micelio inter e intracelular en
todo el pericarpo y hasta en las semillas del fruto cuando
externamente el mismo presentaba protuberancias. Por otra
parte, Amaya et al. (19786) observaron en frutos con similares
sintomas, wun patrén de desarrollo del hongo M. roreri
diferente al descrito por Sudrez (1971), pues encontraron que
el hongo puede invadir intracelularmente los tejidos del
exocarpo y mesocarpo Gnicamente después de la colonizacidn
del endocarpo. Es probable gque estos patrones de infeccién
sufran variaciones dependiendo del tipo de hospederoc y del
hongo.

A diferencia de la moniliasis, en mazorcas de cacao
infectadas con el hongo causante de la mazorca negra, P.
palmivora, se han realizado estudios de caracterizacidn de
las sustancias presentes en los diferentes tejidos de 1la
mazorca con el fin de relacionarlos con resistencia. Se ha
encontrado que en los frutos infectados por P. palmivora se
produce un aumento del contenido de polifenoles, sobre todo
de flavonas y taninos que se localizan en las zonas sanas que
rodean el tejido necrético. Estudios in vitro con este
patdgeno demostraron que dichas sustancias fendlicas son
fungistéticas (Meiffren y Tanguy 1967). Tarjot (1972)
observd que P. palmivora penetra al interior de la mazorca en
frutos con diverso grado de susceptibilidad, por lo que el
mecanismo de resistencia posiblemente estd en el parénquima
subepidérmico constituido de células pequefias con gran
cantidad de taninos y pocos carbohidratos. Se ha sncontrado
ademds gue con la maduracién del fruto se registra un cambio
significativo en la composicién fendlica del exocarpo el cual
repercute directamente en la resistencia del frute a P.
pralmivora (Rocha y Jiménez 1968).

En el tejido enfermo del cv “Pound-7° de B0 dias de edad
con sintomas externos de giba la acumulacidén de sustancias
aparentemente fendlicas en capas méds profundas del tejido
posiblemente constituyen un intento del Ifruto para detener la

infeccidén por M. roreri, estas sustancias fenélicas se
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emplearian en la sintesis de lignina en las paredes del
hospedero para aislar el tejido sano del infectado.

En lags células del c¢v “Pound-7° enfermo de 60 dias de
edad, también se encontrd invaginaciones citoplasmdticas,
debidas posiblemente a la presencia del patdgeno ya que en
eatudios anteriores las relacionan con material enfermo (HEsau
1968).

Las observaciones al microscopio electrdnico de rastreo
revelan la presencia de bacterias sobre la superficie de los
frutos de cacao. Anteriormente, fue posible aislar
Pgseudomonas sp. de la superficie de mazorcas de 60-90 dias de
edad, que luego demostraron tener un efecto antagdnico a M.
roreri (Jiménez 1985, Jiménez et al. 1986), lo cual subraya
el potencial de control biolégico con Dbacterias de la
superficie del fruto. La flora Dbacterial podria variar en
los diferentes cultivares de cacac ¥y las miesmas podrian Jjugar
un papel en la resistencia o susceptibilidad (Blaha y Paris
1987).
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6. CONCLUSIONES

No existen aparentemente diferencias anatdémicas externas
en los frutos de los cultivares de cacao “Pound-7~
(susceptible) y "UF-288" (moderadamente resistente). Los dos
presentan epidermis alveolada, estomas anomociticos v
tricomas glandulares. El cv “UF-298° presenta ademisz

tricomas estrellados.

La cuticula de los frutos de los cv ‘Pound-7°, “UF-296°

y "UF-273" (resistente) no difieren drasticamente en grosor.

De acuerdo a las observaciones al microscopio de luz
existen diferencias entre los c¢cv “Pound-7-, “UF-2968° y “UF-
2737 con respecto al arreglo celular del parénquima
subepidérmico, vy en cuanto al contenido de sustancias

posiblemente fendlicas en las vacuolas.

En frutos infectados del c¢v “Pound-7° s=se observé una
mayor acumulacidn de sustancias posiblemente fendlicas no
solamente en las células subepidérmicas s8ino en capas mas

internas de tejido.

La germinacién de los conidios de M. roreri ocurre por
el poro pgerminativo o a través de la pared. Dicha
germinacidén sucede entre las 7 y las 8 horas después de la
inoculacién sobre frutos incubados en cdmara humeda a una
temperatura de 27 <C.

Los conidios son de dos formas: redondos y ovalados y

miden 5,3 um y 7,9x4,7 um respectivamente.
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La infeccidén aparentemente no ocurre por los estomas
gsino directamente a través de la epidermis aungue en este

trabajo no hay evidencia conclusiva.

Algunos de los tubos germinativos presentaron un
engrosamiento en su extremo distal que sugiere una estructura

apresorial.
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7. RECOMENDACIONES

Hacer andlisis quimicos de las deposiciones de las
sustancias que se observan en las células del parénguima
subepidérmico de los cv “Pound-7°, "UF-296° y “UF-273", vy

estudiar su posible relacidn con mecanismos de resistencia.

Estudiar los procesos, va sean mecdnicos o bioguimicos,

que preceden a la penetracion de M. roreri.

Repetir esta investigacidn utilizando material
resistente y susceptible tanto de cecolor verde como de color
rejo con el fin de dilucidar 1a posible relacion del color

del fruto con resistencia a M. roreri.

Realizar mds estudios histoldgicos de material enfermo
que permitan observar claramente el desarrollo del patégeno

en los tejidos de los frutos de cacao.

Continuar los estudios microscépicos de la microflora
localizada sobre la superficie de frutos de cacao, y explorar

las posibilidades de combate bioldgico.
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