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RESUMEN GENERAL

In vitro se estudid el efecto en el crecimiento v esporulacion de

Moniliophthora roreri de factores nutricionales {fuentes y concentracio~

"nes de N, C y medios compuestos); de factores fisicos (temperatura, pe-
riodos de luminosidad y pH) y el comportamiento de 18 aislamientos proce

dentes de varias zonas cacaoteras de Costa Rica.

fon respecto al N, se encontrd el mayor crecimiento vegetativo y
irea esporulada con Grea (75 y 150 mg de N/1), mientras ta mayor produc-
cién de conidios por cm2 de area esporulada y por colonia, ocurrid con

asparagina a 150 vy 75 mg de N/] respectivamente,

Con respecto al C, el mayor didmetro de las colonias y la zona espo

rulada ocurrid con maltosa a 2 g de (/1.

M. roreri crecid y esporuid en todos los medios compuestos evalua-
dos, pero el mayor crecimiento vegetativo lo mostrd en polvo de corteza
de mazorcas de cacao 0,6%; mientras la mayor zona de esporulacidon ocu-
rrid en extracto de malta 5% y la mayor produccidn de conidios con V-8
20% y extracto de malta 10%. ta adicidén de maltosa y asparagina, 2 y
0,1% respectivamente al V-8 y maitosa 2% al extracto de malta aumenta-

ron significativamente la produccion de conidios en estos medios.

Con respecto a la temperatura, el mayor crecimiento y esporulacidn
ocurrid de 24 a 26°C cuando M. roreri crecid en VMAA; y de 24 a 28°¢
cuando crecid en EMA. La produccion de conidios fue altay similarde2Z

a 28°C, pero a 32°C el hongo no esporuld.

Periodos de 4 y 8 horas de iuz alternando con 20 y 16 horas de os-
curidad respectivamente, aumentaron el didmetro de las colonias y la
zona esporulada en VMAA. En EMA el crecimiento vegetativo fue similar
en todos los periodos de luz, no asi la zona esporulada que fue mayor en
periodos de 4 a 16 horas de luz alternando con 20 a 8 horas de oscuri-

dad, vy a 5 minutos de luz cada 72 horas.



La mayor produccién de conidios ocurrio con VMAA con 4 a 16 horas de

tuz.

Con respecto ai pH, cuando no se usd solucidn tampdn el crecimiento
y esporulacién dei hongo fue similar de pH 5,3 hasta 7,3. En estas con-
diciones M. roreri después de 15 dias de incubacidn, indujo un incremento

de aproximadamente una unidad en el pH del medio.

Cuando el pH inicial fue estabilizado con solucion tampon, el mayor
didmetro de las colonias y la zona esporulada ocurrid a pH 5,7 y la mayor
produccidn de conidios a pH 6,5. En este caso el hongo no modificd el pH

de! medio en el cual crecid.

Con respectc a los aislamientos, se encontraron diferencias significa
tivas en e} diametro de las colonias, la zona esporulada y la produccion de
conidios. A ios 14 dias de incubacidn el aislamiento A-911 alcanzd el ma-
yor diametro de las colonias y la zona esporulada con 71 y 62 mm respecti-
vamente; mientras la mayor produccién de conidios la obtuvo el aislamiento
Thp-1 (La Lola), 8640 millones/colonia. Segin morfologia de las colo-
nias los aislamientos se clasificaron en tres grupos: a) aislamientos con
anillos aiternos bien definidos; b) aislamientos con zonas irregulares al-
ternas de ancho variable; c) aislamientos con micelio algodonoso poco den-
s0 y m3s aéreo que los grupos anteriores, con anitlos crema alternando con

otros amarillo verdoso.
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Summary

The effect on growth and sporulation of Moniliophthora roreri,

causal agent of monillasis of cacao, was studied in vitro for nutri-
tional factors (sources and concentrations of N, C, and complex me-
dia); physical factors (temperature, perlods of luminosity and pH).
Growth characteristics of 18 {Isolates from wvarious cocoa~-producing
zones of Costa Rica was also determined.

Urea (75 and 150 mg N 1 .‘1) was the N source that induced
the greatest colony diameter and sporulated area, while the greatest
production of conidia per cm2 of sporulated area occurred with as-
paragine (150 and 75 mg N 1 "1).

In regard to C sources, the greatest colony diameter and size
of sporulated area was obtained with maltose at 20 g of C 1 -1,

M. roreri grew and sporulated in all of the complex media
evaluated, but the greatest wvegetative growth was observed on cocoa
pod skin powder (0.6%), while the greatest sporulation area was
observed in 5% malt extract (ME) and the greatest conidia production
on 20% V-8 julce (V-8) and 10% ME, The addition of 2% maltose
and 0.1% asparagine to the V-8 medium and 2% maltose to 10% ME
significantly Ilncreased the production of conldia,

The greatest growth and sporulation of the fungus occurred
between 24 to 26519 in V-8 -maltose-asparagine- agar (VMAA) -
(20-2-0,1-2%) and E:;etween 24 to 282C in malt extract -maltose- agar
{EMAY (10-2-2%). The conidia production was more or less evenly
high, between 22 to 289 C; at 329C no sporulation occurred.

Periods of light/darkness of 4/20 and 8/16 hr increased the
diameter of the colonles and the sporulated area In VMAA, In EMA
the vegetative growth was similar in all light treatments; however
it was not the case with the sporulated area. This was the highest
in periods of 4 to 16 hr of light, alternating with 20 to 8 hr of
darkness or five minutes of light every 72 hr,

The greatest production of conidia occurred in VMAA with 4
to 16 hr of light,.
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In regards to pH, when a buffer solution was not used, growth
and sporulation of the fungus was similar from 1initial pH 5.3 to
7.3, However, under these conditions, after 15 days of lncubation,
M. roreri induced a decrease in the acidity of the media by one
pH unit. When a buffer was used, the greatest -diameter of the
colonies and sporulated area occurred at pH 5.7 and the greatest
conldia production at pH 6.5.

Significant differences were found between growth character-
istics of isolates, diameter of the colonies, sporulated area and co-
nidia production. According to colony morphology, the lIsolates were
classified in three groups: a) isolates with well defined alternating
rings; b) isolates with irregular alternating zones of varlable width;
c) lisolates with not very dense cottony hyphae and more sporulated
area than the former groups, with cream-colored rings alternating

with yellowish green ones,
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INTRODUCCIOGN GENERAL

La moniliasis del cacao {Theobroma cacso L.), causada por el hongo

Moniliophthora roreri (Cif. & Par.) Evans et al., ha sido wuno de los

'principales factores limitantes para la produccidon de cacao en paises
como Ecuador, Colombia {1,6) y Costa Rica donde aparecido a finales de
1978 ( 31, 60, 85 ). Desde este pais el hongo invadid el norte de Pa-
namd (32) y el sur de Nicaragua (b0).

Las pérdidas ocasionadas en estos paises han sido cuantiosas (6,26
Li, 65). Ampuero ( 1 ) menciona que en Ecuador y (olombia las pérdidas
han alcanzado de 15 a B80% de las mazorcas, mientras en Costa Rica se re-
gistraron pérdidas hasta de un 76% de la produccidon nacional (23,40) v
un 92% del volumen de exportacién (41). Muchas plantaciones han sido

abandonadas por su causa en estos paises {34).

{a mazorca es la unica parte de la planta atacada por el hongo (1,
27,32), aunque Evans (34) menciona haber logrado lesiones en tallos de
plantas jovenes y cogines florales, pero no logrd reaisiar el hongo de
las lesiones. Recientemente Ram (73) logrd infeccidn en pléntulas de ca
cao y reaisld el hongo a partir de las lesiones en condiciones de labora

torio.

En las mazorcas Jos primeros sintomas aparecen como puntos verdes
oscuros, translicidos que luego se transforman en pequefas manchas necro
ticas de apariencia acuosa. Cuando la infeccidn ocurre en mazorcas tier
nas, frecuentemente se observa la aparicidn de un abultamiento o tumefac
cién de los tejidos del exocarpo, con una coloracidén mas clara que el

resto de la mazorca (27,71).

{as manchas se tornan color pardo oscuro, generaimente rodeadas de un
halo amarillento y crecen rapidamente hasta cubrir la totalidad de la ma

zorca. Posteriormente aparece una capa de micelio blanquecina, el estro



ma, sobre el cual ocurre una esporulacidn intensa, cuyos conidios son co
lor crema o pardoclaro $,27,32). El contenido interno del fruto general
mente se vuelve de consistencia acuosa y es destruido completamente. Cuan
do ia infeccidn ocurre en frutas ya desarrolladas, aparece una madurez

parcial y prematura (2b}.

La capacidad de infectar las mazorcas en cualquier estado de desarro
ITo, asT como el largo tiempo transcurrido desde la infeccidn hasta cuando
aparecen los primeros sintomas (3,43,71,74), hace ver el riesgo de intro-
ducir material contaminado a otras zonas o paises especialmente a través

de mazorcas enfermas sin sintomas externos (40).

Hasta el momento la Gnica fuente de indculo que se conoce para iniciar
la infeccion es el conidio, el cual se produce sobre el estroma, en cadeas
de maduracion basTpeta (26,34). Los conidios son diseminados principal-
mente por el viento, pero también pueden ser diseminados por agua (27),

animales, insectos y el hombre (10, 14, 65, 72},

Bajo condiciones in vitro el hongo ha sido descrito por varios auto-
res (2],3%8ﬂ, haciéndose referencia a ellos en el capitule 3 de este tra-

bajo.

Actualmente el combate de esta enfermedad se basa en reducir la can~
tidad de indculo primario y la tasa de produccidon de nuevo indculo o ambas
(41}. La reduccién de la cantidad de indculo inicial se hace mediante la
poda sanitaria o eliminacion de mazorcas enfermas (4,43 ). Mientras la
velocidad de produccidn, de nuevo indculo se reduce mediante la siembra
de cultivares resistentes, la aplicacidn de fungicidas para proteger los
frutos (43, 44) y el uso de practicas culturales que reducen las condicio-

nes favorables para el desarrollo del patdgeno (8, 14).

Atn cuando se han hecho notables avances en el campo de la epidemio-
logia vy el combate de la enfermedad, es relativamente poco lo que se ha
avanzado en el conocimiento de su biologia y en la blsqueda de cultivares
resistentes (12, 71,80). Esto en parte se ha generado por falta de unifor-
midad en la metodologia empleada especialmente en el manejo del hongo in

vitro, per lo gue ia comparacién y utilizacién de los resultados obtenidos



en estudios de este tipo se hace dificil entre investigadores de diversos

paises.

En lo referente a la biologla del hongo, no se ha estudiado sistema-
ticamente el efecto de diferentes factores nutricionales y fisicos sobre
su crecimiento y esporulacién, por lo que no se ha determinado un medio
dptimo de composicidn definida que permita un manejo uniforme y eficiente

del hongo in vitro.

También faltan estudios sobre la variabilidad del hongo, informacion
necesaria para tener idea de su variabilidad morfolidgica, en patogenisi-
dad y en virulencia; pues de existir habra que tomar en cuenta este fac-
tor en las pruebas de seleccidn de genotipos de cacac con resistencia a

este patdgeno.

Considerando la importancia de generar este tipo de informacién se

planted la siguiente investigacidn, que se dividid en tres partes.

£n la primera se estudid el efecto de fuentes y dosis de carbono,
nitrdgeno y medios compuestos sobre el crecimiento y esporulacion de M.
roreri. £n la segunda parte se evalud el efecto de la temperatura, pe-
riodo de luminosidad y pH inicial sobre las mismas caracteristicas. En
la tercera parte se determind el comportamiento in vitro de 18 aislamien

tos del hongo de diferentes &reas cacsoteras de {osta Rica.
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