Meétodo de Inoculacion de Cerafocystis fimbriata Ell. & Halst.
y Evaluacién de Ia Resistencia en Cacao!

ABSTRACT

The varlabliity of 12 Isolates of Ceratocystis fimbriata Ell. &
Halst. colfected In different cocoa growling areas of Costa Rica
was evaluated. Wide differences In growth, sperulatlon and
virulence of the isolates were found. Two culture media were
evaluated: potato-dextrose-agar-thiamine clorhydrate and po-
tato-dextrose-agar-cocoa pod powder. The latter produced the
best growth and sporubation. Two Inocolation methods and
various concentrations of inoculn were evaluated to define an
adequate Inoculation method for cocoa seedilngs. The most
efficient method was to make a smalf wound In the base of the
stern with a pln, placing an this wound a plece of cotton with five
drops of a suspension at 80 000 ascespores/ml. Following this
methedology, seven open pollination families were evaluated.
The best evaluation parameter used was fhe percentage of dead
plants. The ‘Catongo’ (0%} and the ‘IMC-67' (8.3%) familics
were resistent; the ‘Pound.7" (16.7%), ‘UF-677" (21.7%) and
‘SPA-9' (22.29%) familles were intermediate, and ‘Pound-12!
(33.3%) and *SCA-6" (46.7%) families were susceptible,

INTRODUCCION

aenfermedad Hlamada “mal de machete”, cau-
sada por ¢l hango Ceratocystis fimbriata, es

¢ una amenaza polencial para la produccidn del
cacao (Theobroma cacao L.}y en América Central, La
enfermedad se presenta en forma esporddica pero en
pafses tales como Ecuador y Venezuela ha destruido
plantaciones enteras, constituidas principalmente por
drbolesclonalescon predominancia de los tipos criollos
y trinitarios (3, 13).
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RESUMEN

Seostudlé a variabilldad de 12 nistamientos de Ceratocystis
Simbrinto Y. & Halst. recolectados on diferentes zonas cacaote-
rag de Costa Rica y se encontraron prandes diferenclas en
crecimiento, esporulacién y virslencia. Simultincamentie se
evajuaron dos medios de cultivo: papa-dextrosa-agar-clorhidra-
to de tlamina y papa-dextrosa-agaranazores de cacao en polvo,
ol que produfo mayor erechmiento y esporulacién del hongo.
Despudés se reatizaron des experimentos para definlr unn mete-
dologfa adecuada de fnoculacién del hongo en pléntulas decacao,
Cen ese fin se evalunron dos métodos de Inoculacién y varlas
concentraciones de indeulo. Se encontrd que ¢l método mis
eficlente era reallzar una herida con un alfiler en la base del talle
¥ colocar sobre ofla un algodén impregnado con einco gotas de
una sugpensién de 80 000 ascdsporas por mililitro. Haclendo uso
de esta mefodologha se eviuaron sicle familias de polinizacion
ablerta. E) porecentaje de planias muertas resalté ser cf mejor
pardmetro de evaluacidn, Se obtuviceron come resistentes las
famitias de los cultbvares Calongo (0%) ¢ IMC-67 (8.3%); inter-
medias, las del Pound-7 (16.7%), UF-677 (21.7%) y SPA-9
(22.29%) y susceptibles, lns lamilias de Pound-12 (33.3%) y SCA.-
6 (46.7%).

C. fimbriata penetra los tejidos del drbol por heri-
das causadas por herramientas o inseclos aladradores,
principalmente del género Xyleborus (12). El hongo
destruye Ia zona del cimbium y el xilema y ocasiona
una decoloracidn de los tejides, observandose namero-
sag lincas violdceas, costas, paralelas, localizadas a lo
largodelos haces [ibrovasculares. Seobservaformacidn
de peritecios negruzees en las gricias de fa parte alee-
taga, cn fos bordes de la heridas y on ¢l interior de las
galeriag hechas por los insectos. £os drboles afectados
s¢ marchilan progresivamente. Las hojas necrosadas
permanecen adheridas al 4rbol muerio por varios meses
—sintoma caracteristico de la enfermedad (3, 8).

El combate de la enfermedad por medios quimicos
y culturales no ha sido satisfactorio y, cn la mayoria de
los casas, ha resullado antiecondmico. El método mas
efeclivo y econdmico es ¢l uso de material genélico
resistenic (2, 3, 8).

Turrialba Vol. 42, No. 4, 1992, pp. 421 - 429



422 TURRIALBA: VOL. 42, NUM. 4, TRIMESTRE OCTUBRE-DICIEMBRE 1992

Para la seleccién de cultivares resistentes se han
usado diverses métodos de inoculacidn, dentro de los
cuales los més importantes son: inoculaciones de trozos
de madera (2, 3); méiodo coloriméirico (10); e inocula-
ciones directas en la planta {1, 4). Algunos de los méto-
dos empleados han sido poco precisos, sin correlacién
entre {a mortalidad en el campo y la reaccidn en el {abo-
ratorio. El métodocolorimétricoescostoso y lareaccidn
esafectada por cambios en las condiciones ambientales

9.

En las evaluaciones de resistencia, es fundamental
contar con un método confiable de inoculacién que
asegure una presidn de indculo uniforme y adecuada, de
tal forma que los materiales puedan ser claramente
separados de acuerdo con su resistencia o susceptibili-
dad al patégeno. Asimismo es lundamental conocerlos
limites de variabilidad del patégeno, para seleccionar
los aislamientos mas representativos de sus poblacio-
nes en el campo.

1.as evaluaciones de la resistencia de materiales de
cacao a C, fimbriata son de gran importancia, sobre
todo en este momento, pues se estdn incrementado, en
algunas regiones del mundo, los sistemas intensivos de
produccién, que incloyen 1a siembra de cacao clonal,
para los cuales este hongo constituye una de las princi-
pales amenazas,

L.os objetivos de esta investigacién fueromn: carac-
terizar el crecimiento in vitre de aislamientos de .

fimbriata recolectados en diferentes zonas cacaoteras
de Costa Rica; disefiar un método de inoculacién de C.
Jfimbriata en plantas de cacao y evaluar con este método
la resisiencia de plantas provenientes de polinizacidn
abierta.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacién de doce aislamientos
de C. fimbriata.

Seestudid el crecimiento y esporulacidn in vitro de
12 aislamientos de C. fimbriata procedentes de diferen-
ies dreas cacaoteras de Costa Rica {Cuadrp 1). Cada
uno fue evaluado en dos medios de cultivo: PDA-
tinmina (papa-dextrosa-agar-clorhidrato de tiamina,) v
PDA-cacao (papa-dextrosa-agar-polvo de mazorea de
cacao). El polvo de cacac se obtuvo a partir de la
corteza de frutos de cinco meses de edad del cv. UF-
676, que se secd al horno durante tres dias entre 65 °C
y 70 °C, y luego se moplid,

Se realizaron cuatro repeticiones por cada aisla-
miento y por cada medio de culiivo; cada una de ellas
constituida por un plato Petri, donde el hongo crecié
durante 16 dias en luz continua y a 25 grados centigra-
dos. El disefio utilizado fue un irrestricto al azar. A
partir del segundo dia y hasta el decimosexto dia se
midié el crecimiento lineat de 1a colonia. A los 10 dse
evalud la forma, color y presencia de anilios; ales 10d
y 15 d ¢l niimero de peritecios con ascésporas. Esta

Cuadre 1. Procedencia de los alslamientos de fimbriata, crecimiento lineal y peritecios maduros en dos medlos de eultive (Turriaiba, 1989).

Aislamiento Procedencia Crecimiento lincal {cm) Peritecios maduros (cm?)
(16 d) {15 dfas)
PDA-cacao PDAAiamina PDA-cacao PDA-amina

210 CATIE-Turrialba 531 ne? 3.6bed 400 a 2681
R3 5.6 be 40be 175 be Oc
959 Banznito, Limén 87 a T4da 28b 43 be
3.388 Siquirres, Limén 39 d 264 170 be 46 be
4.188 Siquirres, Limén 48 cd 33cd 138 be Oc
958 CATIE, Tumialba 53 be 3.7 bed 155 be {c
266 Rio Frio, Heredia 59 b 4.6hb iZ5 be iCc
957 Bananito, Limén 4.7 cd 32cd 95 ede Oc
9909 CATIE, Turrialba 47 cd 32¢d 150 be Oc
0§89 CATIE, Turrinlba 50 be 34cd 190 be Oc
846 La Lola, Limén 53 be 35¢d 72 ede Oc¢
[+ Cahuita, Limdn g6 a T2 45 ¢de i03b
861 Bananito, Limén 5.6 be 3.8 bed 36 cde 23 be

1 Registro de diagndstico, Laboratorio de Fitopatolopfa, CATIE,
2 Valores con igual letra en una misma fila no tenen diferencias significativas, segin Pruebs de Dunean (P=003)
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variable se determind medianie la observacién al este-
reoscopio de dos discos de agar obtenidos de cadaplato
Petri, uno de la parte central de la colonia y otro de 1a
periferia de la misma. Los peritecios con ascésporas
fueron aguellos que presentaban en la parte superior del
cuelio del peritecio una masa de ascdsporas pegadas a
las fimbrias. Se obtuvo un promedio de ambos discos.

Esias evaluaciones permitieron seleccionar los
aislamientos de C. fimbriatarepresentativos de la varia-
bilidad morfoldgica y de produccion de indeulo, para
ser usados en Ios experimentos de inoculacion artificial
que se describen a continuacion.

Evalnacién de dos métodos de inoculacién
y cinco concentraciones de in6culo

Se inocularon plantas de cuatro meses de edad
provenientes de semillas de polinizacidn abierta de los
cultivares IMC-67 y SCA-6, calalogados como resis-
tente y susceptible a C. fimbriata (3). Sc usaron dos
métodos de inoculacidn:

~— Herida causada por alfiler: se introdujo la puntade
un alfiler estéril en el primer tercio de la altura del
1allo, a una profundidad uniforme de 0.45 mm que
nunca llegd a traspasar el tallo.

— Herida causada por bisturi: en el primerterciode Ia
altura dei tallo se reatizd una herida rectangutar de
aproximadamente 0.9 mm x 0.4 mm con un bisturf
nin. 4. En ambos métodos, la herida se cubrid con
un algeddn sujetado con cinta adhesiva, en el cual
se colocaron cinco gotas (aproximadamente 0.2
ml}de una suspensidnrecién preparada de ascéspo-
ras del aislamiento 0189 de C. fimbriata.

La suspensién se prepard a partir de colonias con
21 d de edad, a las que se les extrajo lag ascdsporas re-
moviendo de las cabezas de los peritecios. Aungue se
tratd de hacer suspensiones sélo de ascosporas, siempre
se observd un pequeiio porcentaje de esporas asexuales.
Las esporas fueron homogenizadas en agua destilada
mis Tween 80 al 0.01%; Ia suspensién se licud tres
veees a intervalos de 5 min ¢ inmediatamente se calibré
con un hematocimetro.

Paracadamétodo de inoculacidn se midieroncinco
concentraciones de indculo: 0x 103,15 x 103,30 % 103,
45 x 103 y 60 x 103 ascdsporas por mililiro. Se
inocularon ocho plantas por cultivar por método per

concentracidn, y s¢ usd un disefio de bloques completos
al azar, con un arreglo factorial de los tratamientos y
cualro repeticiones. Seincluyd un testigo que consistié
en inocular fos cvs, IMC-67 y SCA-6 con 60 000
esporas por mililitro sin hacer una herida en la planta,

A los 45 dias de la inoculacidn, se evaluaron los
siguientes pardmetros: incidencia {determinada con
base en el mimero de plantas muertas y en ¢l ndmero de
plantas con lesién) y severidad (tamafio de lesidn en el
tallo). Después de la ditima cvaluacién se hicieron
reaislamientos del agente causal en PDA-cacao para
confirmar su identidad.

Evaluacion de tres concentraciones
de indculo y dos aislamientos de C. fimbriata,

Con el método del alfiler, seleccionado en el expe-
rimento anferior, s¢ contaminaron con el hongo sicte
plantas por tratamiento de los cvs, SCA-6, UF-677 ¢
IMC-67, reportados como susceptibles los dos prime-
rog y resistente, el iltimo (3). Se realizaron tres repe-
ticiones. Se utilizaron los aislamientos 0189 y 957
querepresentaban losrangosde variabilidad patogénica
delhonpgo y seestimaron las siguientes concentraciones:
80 x 103,100 x 10 y 120 x F(P ascdsporas por mililitro.
Se efecluaron reaistamientos del hongo en el medio
PDA-cacao. De las observaciones hechas en esta prue-
ba, se escogieron el aisiamiento y la concentracion de
indculo para la siguniente,

Evaluacion de 1a reaccién a C, fimbriata
de descendientes de cacao de polinizacion abierta

Con el método de herida de alfiler y el aislamiento
937 a una concentracién de 80 000 ascdsporas por
mililitro, seleccionados en los experimentos anteriores,
{ueron inoculadas 15 plantas provenientes de semillade
polinizacidn abierta de cada uno de los siguientes cvs.
SCA-6, IMC-67, UF-677, SPA-9, Pound-12 y Caton-

g0.
RESULTADOS

Caracterizacion de 12 aislamientos
de C. fimbriata.

Los aislamientos mostraron importanies diferen-

cias en el crecimicnto fincal de la colonia y en Ia
cantidad de peritecios, pero tuvieron un comporiamien-
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tomds uniformeen la forma, apariencia, color y presen-
cia de anillos.

Se presentaron variaciones debido al medio de cul-
tivo utilizado. En PDA-cacao hubo mayor crecimien-
to lineal que en PDA-tiamina. En clmedio PDA-cacao
el crecimiento lineal varid entre 8.7 cm para ¢l aisla-
micnto 939 (A-959 y 3.9 cin parael A-3.388, En PDA-
tiamina estas variaciones fueron de 7.4 cm para A-959
y 2.9 cm para A-3.388. En ambos mcdios, tanto A-959
como A-965 mostraron los maximos crecimientos y
presentaron diferencias significativas (P = 0.05) res-
pecto de los otros aislamientos. Asimismo, A-3.388
tuvo el minimo crecimiento en los dos medios de
cultivo evaluados. Los restantes aislamicnios mostra-
ron crecimientos intermedios entre estos valores, pero
guardaron la misma secuencia en ambos medios (Cua-
dro 1).

En la mayoria de log aislamientos el crecimientode
las colonias fue circular, exceptoen A-3.388 vy A-4,188,
en los que se dio un crecimiento irregular en el medio
PDA-cacao. Estos aislamientos se caracterizaron por
tener un micelio poco denso en PDA-cacao y uno més
denso en PDA-tiamina. Excepto los aislamientos en
959, 909 y 565, el micelio crecid mds denso en PDA-
tiamina. En PDA-cacao, el micclio crecid poco denso,
con excepeidn de los aislamientos R3, 961, 957 y 946,
Los aislamientos 946, 837, 0189 y R3 presentaron un
crecimiento ligeramente irregular en ¢l medio PDA-
ttamina. El color de 1a colonia no varid con el medio de
cultivo, De los 12 aislamientos evaluados, el 58%
presentd color gris claro y el 42%, gris oscuro. Sola-
mente el aislamicnto 910 presentd anillos concéntricos,
que fueron observados en ambos medios de cultivo,

La produccidn de peritecios maduros en ambos
medios de cultivo fue mayoralos 15 d gue alos 10 dias.
Para todos los aislamicntos la mayor produccién ocu-
ri6 en el medio PDA-cacao. A los 10 d la cantidad de
peritecios por centimetro cuadrado varid entre 350 para
A-910 y 28 para A-961, lo que significa una diferencia
del 1.250 por ciento, La produceion de peritecios varid
entre 400 para A-910 y 35.5 para A-961 a los 15 dias.
EnPDA-tiamina, a los 10d, un 75% de los aislamientos
no Hegd a producir peritecios; aunalos 15 d, un 54% no
habian producido peritecios. A-910 presentd la mayor
cantidad de peritecios en este medio (268 por centime-
tro cuadrado). No se encontrd relacion entre la produc-
cidn de peritecios y la procedencia de los aislamicntos.
Al observar colonias de mds de 30 d sc observd que las
cabezas de los peritecios tomaban una coloracién mis
oscura y se notaban mas secas en el medio PDA-cacao
(Cuadro 1).

Evaluacidn de dos métodos de inoculacion
y cinco concentraciones de indculo

En el cv. SCA-6, la morntalidad de planias, al reali-
zar 1a herida con alfiler, fue superior que entre las he-
ridas con bisturi. Para el cv. IMC-67 esta morialidad
fue igual para ambos tipos de herida. Con ambos méto-
dos de inoculacién, al incrementarse la concentracidn
de indculo, también subid la mortalidad. Esto fue muy
evidente para ¢l cv. SCA-6 y 1a herida con alfiler, en el
cual se obtuvo la maxima mortalidad. En el cv. IMC-
67 se alcanzd una menor mortalidad para ambos méto-
dos de herida, con todas las concentraciones de indculo
utilizadas (Cuadro 2). '

Cuadro 2. Efecto de dos métodos de Inoculacién y cinco concentraclones de indeulo de C, fimbriata en el porcentaje de plantas muertas, con
lesidn y tamadio de 12 lesion, en dos cultivares de cacao (Turrialba 1989).

Concentracidn de Plantas muertas (%)

Plantas con lesion (%) Tamafio de lesidn (cm)

indeulo (ml) Alfiler Bisturi Alfiler
“IMC-67"

0 (G0a Q0a 00a

15x 103 00'a 63 ab 631

30x 103 188b 94ab 375b

45 % 103 125ab 219b 375b

60 x 103 218b 156 ab 344b
‘SCA-6

0 00a 0o 00a

15 % 103 18.8ab 219b 375h

30 103 344 b 156ab 281b

45% 103 53.1¢c 219b 438b

60 x 103 5%.4¢ 31.2b 46.9b

Bisturi Alfiler Bisturi
00a 00a 00
15.6ab 35a 286a
18 8ab 37a 224
250ab 28a 38a
344b 43a 39a
00a 00 00
375 ab 33a 30a
281b 28a 25a
438b 38a 32a
469b 4.1a 17a

1 Valores en la misma columna seguidos por la misma et no tienen diferencias significativas, segiin prueba de Duncan (P=0 05),
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Laincidenciade plantas con lesién [ne mdsaltacon
el método de herida por alliler, entre 0% y 34.4% para
elev. IMC-67, yentre 0%y 78.1% en el cv. SCA-6. En
ambos cullivares y tpos de herida, el aumento de la
concentracidn del indcuto también incrementd la in-
cidencia de plantas con lesidn; sin embargo, en estos
casos, el promedio siempre {ue mayoren el cv, SCA-6.
Asimismo, en el cv. IMC-67 la incidencia de plantas
con lesién fue siempre menor que en el cv. SCA-6
{Cuadro 2).

En ambos cultivares, 1o herida con alfiter presentd
una lesidn ligeramente mayor. En cllos, al aumentarse
las coneentraciones de indeulo, la lesidn tendid a crecer.,
Sin embargo no se encontraron diferencias significat-
vas (P = (.05} para este factor. Los tamafios de lesidn
[ueron muy similares para ambos cultivares (Cuadro 2).

Evaluacion de tres concentraciones de indeulo
y dos aistamientos de C. fimbriata

El mayor porcentaje de mortalidad en los tres
cultivares estudiados se obtuvoen claislamiento 957, ¢l
cual produjo valores considerablemenie mayores que
los logrados con el 0189 (Cuadro 3). Para ambos, los
cultivares mostraron un porcentaje de mortalidad en el
siguiente orden ascendente: IMC-67, SCA-6 y UF-677.
Al incrementarse la concentracién de indeulo, el por-
centaje de mortalidad subid ligeramente pero, en Ermi-
nos generales, no se encontraron dilerencias sipnifica-
tivas debidas 2 este factor (Cuadro 3).

Paralosures cultivares, el porcentaje de plantascon
lesidn fue mds alto en el aislamiento 957; no obstante
sus valores no difiricron mucho de los obienidos en el
(0189. No hubo diferencias significativas para las con-
centraciones de inéeulo, salvo en el caso del cv. IMC-
67 en el que se incrementd el porcentaje de plantas con
lesidn con ¢l aumento de la concentracién de inéeulo
(Cuadro 3).

El tamafio de la lesién fue mayor en el aislamiento
957 en los rescultivares. En ninguno de cllos se alcan-
zaron diferencias significativas por la concentracidn
del indeulo, exceptoen el v, UF-677 y enel aislamien-
1o 957, en los cuales, con el crecimiento de la con-
centracion de indculo, se redujo el tamafio de 1a lesidn.
Ello sefial¢ diferencias significativas entre 8 x 10 es-
poras por mililitro y las otrasconcentraciones de indeulo.
Los promedios de lesidn fucron menoresenelcv, IMC-
67 en ambos aislamienios, seguido porelcv, SCA-6y
porelcv, UF-677 en el que se enconiraron los maximos
valores {Cuadro 3).

Evaluacion de la reaccion a C. fimbriata
de descendientes de cacao de poliniracién abierta

Lamortalidad de plantas varid entre 46.7% (' SCA-
6" v 0% (‘Catongo’). Loscvs. Pound-12, SPA-9, UF-
677 y Pound-7 preseniaron porcentajes intermedios de
mortalidad entre 33.3% y 8.3 por ciento. Elcv. IMC-67
presenté un bajo porceniaje de mortalidad del 8.3%
{Cundro 4).

Cuadro 3. Efecto de tres concentracienes de indeulo y dos aislamientos de C. fimbriata en el poreentaje de plantas muertas, plantas con leslon

¥ tamaito de la lesidn en {res culiivares de cacao (Turrialba 1989).

Plantas muertas (%)

Plantas con lesién (%)

Tamaiio de lesidn (cm)

0189 957 0189 957 0189 957

IMC.6T

Ex 104 9.5al 951 66.7a 38.1a 21a 30

10x 104 4822864 KERE 61.9 ab 2.8a 23a

12x 104 143a 57T.1b 619a 76.2b 3.1a 38a
'‘SCA-6'

8x 104 914 5241 524a 85748 28a 35a

10x 104 3334 714 66.7 & 8t 0a 261 35a

12x 104 381ia 5241 857a 8i0a 27a 33a
UF-6771

8x 104 381a 5241 T14s 76.2a 32a 60a

10x 104 429a 6194 809 76.2a 37a 38b

12x 104 4716a 66.7a 76.2a 5a 33a 34b

1 Valores en fa misma columaa seguidos por 1a misma letra no tienen diferencias significativas, segin prucha de Buncan (P=0.05).
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Cuadre 4, Efecto de Ja Inoculacitn de €, fimbriata en las descendenclas de cacao de pellalzaclén ablerts, sobre ¢l porcentaje de maortatidad,

porcentaje de piantas con lesidn y promedio de lesién.

Cultivar Plantas muenas % Plantas con lesién % Tamaifio de lesién (on)
SCATE 46.7 a2{ 800 a 40a
‘Pound-12* 333 ab 81.7a 438 a

*SPA-9 222be 80.0a 43a

‘UFaT7 21.7be 65.0 ab 3.6a
‘Pound-7* 167¢ 5830 3.¢ab
IMC-6T 83d 533b 35be
‘Catongo’ 00¢ 33¢ 2.5¢

1 Los siete culivares fucron inoculades con el aislamiento 957, a una concentracién de 80 mil esporas por mililitro.

2 Valores en la misma columna seguidos por la misma letra no tenen diferencias significativas segdn prucha de Duncan (P=0.05).

Los méximos porcentajes de plantas con lesion se
produjeron en los cvs. SCA-6, Pound-12, SPA-9 y UF-
677, cuyos valores fueron superiores al 65% y para los
cuales no se observaron diferenciag significativas (P =
0.05). Elcv. Catongo mostré el minimo porcentaje que
fue de 33.3% en tanto que “Pound-7" ¢ ‘IMC-67" tu-
vieron un 58.3% y 53.3%, respectivamenie (Cuadro 4),

Se dieron diferencias significativas entre 1os culti-
vares para el tamafio promedio de lesién. Los cvs.
SCA-6, Pound-12, SPA-9 vy Pound-7 presentaron los
promedios de lesion més altos, variando entre 3.9 cm y
4.8 centimetros. Los promedios de lesion mas bajos
correspondieron a *Catongo’ con 2.5 cm y a ‘IMC-67°
con 3.5 cm (Cuadro 4).

DISCUSION

Se determind gran variabilidad entre los aislamien-
tos de C. fimbriata en cuanto a su crecimiento lineal y
esporulacidn. En relacidn con otras caracteristicas, Ia
poblacidn evaluada fue més uniforme; sin embargo,
algunas variables cualitativas, tales como la forma de la
colonia y 1a presencia de anillos, permitieron caracteri-
zar mejor algunos de los aislamientos.

Esa caracterizacion posibilité la seleccidn de los
aislamientos representativos de la variabilidad genética
del patdgeno, para utilizarlos en las evaluaciones de
resistencia, en las cuales se observé que los aislamien-
tos mostraban importantes diferencias en su virulencia,
fa cual no estaba relacionada con sus caracteristicas

morfoldgicas y fisicldgicas. Las variaciones dentro de
una misma especie de hongos han sido mencionadas
por Greene y Baraett (7).

Para todos los aislamientos, el crecimiento y la
esporulacién fueron mayores en el medio PDA-cacao,
que concuerda con loencontrado por Montes de Oca (9)
y Gardella (6) al evaluar varios medios de cultivo: ellos
sefialaron un crecimiento mayor de C. fimbriata en este
medio. El inconveniente de usar polvo de mazorca de
cacao, es que no se puede estandarizar totalmente el
medio, pues pueden darse variaciones por el tipo de
material de cacao usado, 1a edad de la mazorca y el
proceso mismo para obtener el polvo de la mazorca.

En el PDA-tiamina, el crecimiento y Ia esporula-
cidn fueron menores, a pesar de que esta vitamina es
indispensable para el crecimiento del hongo. En la
investigacidn se usdé la cantidad recomendada por
Ryniers (11) y Espinoza y Delgado (5). Los resultados
de este estudio concuerdan con los de Ryniers (11),
quien encontrd a los 10 d de edad que e crecimiento de
las colonias varid entre 5 cm y 9 centimetros. El menor
crecimiento y esporulacidn en PDA-tiamina podria
indicar una concentracién alta de esta vitaming, Ia cual
sobrepasd los niveles propuestos por Greene y Barnet
(7) de 100 mg de tiamina por litro de medio. Espinoza
v Delgado (5) mencionan que la esporulacién en este
medio era adecuada, pero ro la comparan con el medio
PDA-cacao ni presentan datos sobre la misma.

Las variables cualitativas fueron muy dtiles para la
caracterizacion de algunos aislamicentos, pues fueron
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muy evidentes. Eso sucedid con lapresencia de anillos,
caracteristica observada tnicamente en el aislamiento
910.

El cotor de la colonia varid entre diferentes tonali-
dades de gris. Al inicio presentaron un color blanque-
cino, pero posteriormente se oscurecieren por la forma-
cidn de peritecios y macroconidios, lo cual ocurre
aproximadamente a los tres 0 cuatro dfas (1). Elcambio
de color podria ser un indicativo del momento ideal
para extracr el indculo de las colonias.

La edad de las colonias usadas en los tres experi-
mentos para la obtencidn del indculo fue de 21 d, la
misma usada por Chong (1) y Soria y Salazar (13). Esta
edad fue adecuada, ya que permitié lograr {dcilmente
Ias concentraciones requeridas y una alta efectividad en
Ias inoculaciones. La utilizacidn de colonias més
jévenes podria dar aparentemente buenos resultados,
como lo demuestran los datos obtenidos por Domin-
guez (4), quicen al usar platos de 12 d de edad consiguié
mortalidades del 50% al 98 porciento. Estos resuliados
se deben, probablemente, a que C. fimbriata requiere
poco tiempo para producir conidios (48 h) y para la
maduracidn de sus peritecios (una semana); asi se
puede tener indculo viable en un corto periodo de
tiempo (1). Por el contrario, el uso de colonias muy
viejas induce a la pérdida de viabilidad del indculo. Al
respecto, Espinoza y Delgado (5) al probar el indculo
conseguido en platos de 30 d a 75 d encontraron que el
desarrollo de las lesiones de €. fimbriata en trozos de
ramas incculadas, disminuyd con la edad de la colonia,
de tal manera que las colonias muy viejas tuvieron un
crecimiento muy pobre.

En los programas de mejoramicnto es importante
considerar Ia variabilidad genética del patdgeno; de ese
modo, cuando se hagan evaluaciones de maleriales, se
utilizan los aislamientos mds representtivos de la
poblacién del organismo en el campo. Dz las aislamien-
tos usados en la inocuolacién, el 957 fue més virulento
que el 0189, Estos dos aislamicentos se seleccionaron
durante Ia caracterizacin in viiro, por representar los
limites de variabilidad patogénica y por su diferente
procedencia: 0189 fue aislado en Turrialba y 957 en
Limén,

C. fimbriata requicre heridas para su penetracion
(12). Esto fue confirmado en esta investigacidn al
realizar inoculaciones en plantas sin herida de los cvs.
IMC-67 y SCA-6, en los cuales no se determinaron
plantas con sintomas.

Aunque el método con bisturf produjo una herida
mis grande y, consecuentemenie, una mayor posibili-
daddeinfeccidn, enlapresente investigacidn se encontrd
que el método con alfiler fue mds eficiente. Esto puede
ser porque 1a herida con alfiler es més profunda y afecta
los tejidos internos de la planta. Ademdis, este tipo de
herida presenta similitudes con las producidas por los
insectos del género Xyleborus, a los que se relaciona
insistentemente con la enfermedad. Como ventaja
comparaliva se puecde mencionar, ademds, que el alfiler
produce una herida més uniforme, con lo que las varia-
ciones debidas al procedimiento experimental se redu-
cen. Cuando se realiza una herida con bisturi se rasgan
més los tejidos superficiales y se pueden inducir reac-
ciones fistoldgicas in situ como la oxidacién de fenoles,
que afectan el desarrollo del hongo.

Para el cv. SCA-6, la herida causada por affiler
tevo mayor efecto en los porcentajes de mortalidad y de
plantas con lesién, que en el cv, IMC-67 donde fueron
menores. Con bisturd la mortalidad fue ligeramente
mayor en el cv. SCA-6,

Es imporianie tcner en cuenta que la seleccion de
concentraciones de indeulo apropiadas es fundamental,
puesto que las muy bajas podrian proporcionar escapes
a la enfermedad y las muy altas podrian sobrepasar los
limites de Ia resistencia intrinseca de los cultivares.

Al evaluar cinco concentraciones de indculo (de 0
a 60 000 esporas por mililitro), se observo un aumento
enel porcentaje de mortatidad y de plantas con lesidn al
incrementarse !a concentracién. Estos resultados su-
gieren que 60 (00 esporas por milimetro es todavia una
concentracidn baja de indculo, pues es posible producir
elevaciones en las variables de la enfermedad con el
anmento de la concentracidn.

En el cv. SCA-6, el aumento de las concentracio-
nes de indeulo tuvo mayor efecto sobre el porcentaje de
mortalidad y de plantas con lesidn, que en el cv, IMC-
67, donde fue menos significativo,

La lesién promedio {ue muy similar para los dos
cultivares. Se enconird un desarrollo de la lesidn sini-
lar al descrito por Chong (1), quien indica que el hongo
una vez que ha penetrado produce 1a enfermedad a tra-
vés de los vasos conductores, En esta investigacion se
observd el progreso de la necrosis hacia abajo y hacia
los Iados de los vasos del xilema, pero mayormente ha-
ciaarribadelazona inoculada, notdndose parles necrosa-
das aisladas sin conexidn aparente con el resto de la
NeCrosis,
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Dado el comportamienio de la concentracion de
indculo obtenido en el experimento anterior, en un
sepundo ensayo se traté de determinar el efecto de
concentraciones superiores a 60 000 esporas por mili-
litro. Se determind que al aumentar 1a concentracion se
dio un ligero incremento en el porcentaje de mortalidad
y de plantas con lesidn; sin embargo no fueron
significativos seguramente porque ain la cantidad de
80 000 esporas por mililitro se encuentra deniro de los
limites de concentracién que permiie diferenciar la
susceptibilidad de los cultivares,

Los porcentajes de mortalidad y plantas con lesidn
fueron siempre mayores para log cvs. SCA-6 y UF-677
y menores para el ov, IMC-67. Esto concucerda con lo
reportado por Soria y Salazar (13) acerca de la reaccién
de los cultivares. El comporiamiento de los cvs. SCA-
6 y UF-677 fue similar, comportdndose ambos como
susceptibles. El ev, IMC-67 mostré mayor resistencia.
La seleccidn inicial de estos tres cultivares se realizd
con base en su reaccién & C, fimbriatg (13).

Con el mélodo de la inoculacidn, Ia concentracién
de indculo y el aislamiento, seleccionados anteriormen-
te, se evalud la descendencia de polinizacidn abierta de
siete cultivares de cacao. Los cultivares se selecciona-
ron por Ia disponibilidad de semilla, la posible varia-
cidn en su reaceidn a C. fimbriata, su ulilizacién como
padres en la produccién de semilla hibrida y su reco-
mendacidn como patrones para plantaciones intensivas
con material clonal. E! método usado en esta
investigacidn, ademds de obtener resultados reproduci-
bles, es {icil de llevar acabo y es econdmico. Aunque
se advirtié una alta incidencia de la enfermedad en los
cultivares probados, se pudieron separar por su grado
de resistencia o susceptibilidad a C. fimbriata.

Los cvs. Catongo e IMC-67 mostraron la més alta
resistencia. Elque mejor se comportd fue ¢l cv, Caton-
go con 0% de mortalidad, lo que indica su grado de
resistencia. Ryniers (11), al inocular plantag de 2.5
meses del cruce ‘Catongo’ x ‘Pound-7°, lo encontrd
también resisiente,

La reaccion de algunos cultivares no concuerda
con los informes de autores como Chong (1}, que, al
estimar plantas clonales de seis meses de edad del cv.
SCA-6, lo menciona como resistente a este material; sin
embargo, en la presente investigacién se comportd

como susceptible. Se debe congiderar que el material
usado en este estudio es de polinizacidn abierta, en la
cual no se conoce el nivel de resistencia del padre. Omro
elemento por considerar fue que Chong (1) usd plantas
de diferente edad y otra metodologia de inoculacidn
{discos de micelio-agar) que pudo influir en los
resultados.

En el experimento 26 de 1a estacién “La Lola” del
CATIE (6) se encontrd una mortalidad para “Pound-12'
del 80 % en 12 afos de registro, lo cual pareciera
confirmar los resultados de la presente investigacidn;
sin embargo, hay que considerar que la mortalidad de
arboles en ese experimento fue atribuidaa €, fimbriata,
pero ne fue correborada mediante reaislamientos del
hongo en laboratorio, por lo que no se pueden descartar
otras causas en la muerte de 4rboles.

El ¢cv. SPA-D en esta investigacién presentd alta
mortalidad, que coincide con Ryniers (11), quicn
encontrd que el cv. SPA-9, en cruces reciprocos con €l
cv. UF-613, era susceptible, No obstante, ¢n {as inves-
tigaciones de Delgado (2) y Delgado y Echandi (3) con
trocitos de ramas maduras desprendidas del 4rbol, elcv.
SPA-9 mostrd una reaccidn altamente resistente. Estas
diferencias pueden explicarse por ¢! uso de tejidos no
activos de Ia planta y las caracteristicas de los aisla-
mientos vtilizados,

De las variables medidas, ¢l porcentaje de plantas
muertas fue el que tuvo mayor relevancia. Este pardme-
tro experimentd mayor incremento en los primeros 23
d, aunqgue se mantuvo duranie los 45 d de evaluacidn,
por Io que seria conveniente hacer un estudio para un
periodo mayor de tiempo.

Los resultados de esta investigacién demuestran la
amplia variabilidad de C. fimbriata en Costa Rica, que
implica un alto riesgo en el establecimiento de planta-
ciones clonales, en las cuales se utilicen uno o pocos
cultivares de cacao. Ademas indica los amplios limites
de virulencia detectados, aspecto muy importante para
tener en cuenta en el programa de mejoramiento.
También se demuestra la susceptibilidad a C_ fimbriata
de varios cultivares usados por los agriculiores. Asi-
mismo se establece un método confiable para detectar
niveles de resistencia y susceptibilidad a C. fimbriata
en el germoplasma de cacao.
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