


MECANISMO ¥ METODO DE EVALUACiON DE LA RESISTENCIA DEL CACAC A

Ceratocystis fimbriata

Tesgis

por

Marcelo Ruigm Z.

Presentada al Consejo de la Escuela para Graduados
como reguisito parcilal para optar el grado

de

Magister Scientiae

en el

Instituto Interamericanc de Ciencias Agricolas de la OEA

APROBADA CI:;fﬁégéi;%A:A 8£:£;22:¢Z§Z:ﬂébyifi. Conse jero
eor%ﬂ (?éene, ////

ElemermBérnemlsza, Ph.D,

Ciﬁv\iz__ Ci ’P*f)vf{;\ Comité

Carl C. Moh, Ph D.

ﬁ?}?ﬁéj rj?i2%£%L5v‘7{il/{£7// Comité

Allan &. Newhdll, Ph.D,

Comité

Noviembre, 1967



iidi

DEDICATORIA

A wmis padres,

A mis hermanos



iv

AGRADECIMIENTO

El autor deja constancia de su gratitud a:

Los Consejeros Principales, Doctores Eduardo Jiménez Shenz y
George Greene por su valiosa ayuda en la elaboracidn y redaccidn del
presente trabajo.

Los mienbros del Comité Consejero, Dr. Elemer Bornemisza,
Dr. Carl C. ¥Moh y Dr. Allan G. Newhail.

El Dr. Jorge Soria, Ing. Oscar Bsquivel e Ing. Roberto Diaz~
Romen por sus meritorias sugerenclas.
| La Sfta. Lorraine Solano por su paciencia y dedicacidn en el
trabajo de mecanografia,

La Sta. Maritza Huertas por su amable cooperacidn en la
biblioféca.

El personal auxiliar de los laboratorios de Fisiologia y Pa-
tologia Vegetal,

El Dr. José Marull, Director del Centro de Turrialba, y en
su nombre a todos los profesores, personal administrativoe, compafieros
y Gemhs personas del Instituto que siempréhdemostraron su amistad y
colaboracibn,. |

Bl American Cocoa Research Institute, Washington, D. C, por
su ayuda financiera, sin la cual no hubiera sido posible la realizacidn

del presente estudio.

;
!

A FA A0
| g ON{Y LY
I
: )

En
=



BIOGRATTA

-El autor nacid en la ciudad de Quito, Bcuador en el afio de
1942, .
| Ingresd a la Facultad de Agroncmia de la Universidad de
Costa Rica en 1961, donde obtuve el titulo de Ingeniero Agrbnomo en
diciembre de 1965.

Realizd estudios postgraduados en el Departamento de Fito-

tecnia y Suelos del Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de

la OBA, Turrialba, Costa Rica de donde egresd en noviembre de 1967,



vi
CONTENIDO

DEDICATORIA [N A NI N EE R R RN E RN E N NN R N RN I NN RN

AGRADECIMIEB\!TO LXK B BN R BN NN R BN B B A NN RN BN BN BN RN A N BN N EE R R N B NN RN B A N

BIOGRAE‘IA LU IR B I B IR B B RN N RE BN B Y B B N A I AU RN S NE N N B I B AN B BN B BN B BB B NE B BL BN N I K

CONTENIDO _..'ﬂ..l!'lﬂﬂI.O..!‘Il...t...."ll-tt........uill...

LISTA DE CUADROS secesctccossssasassnsncnsnnnssssncsassasssns
LISTA DE FIGURAS Y GRAFICO usvsveecasscnsecasnrsscssscssasssans
INTRODUCCION sevewesoscnsonssssosssscssacnossssnscosnssssnnso
REVISTON DE LITERATURA ..uiesevacsssscsccsonsscscssscososans

MATERIALES Y METODOS I EN R RN NNEENE N NN NREN SN ENN NN NENNNE R NS N NN

RESULTADOS ovecesocscenasosasssnsesssaasssssaorecssavsansnans
DISCUSION 4eevevonceecssonasasososorensosncssscoasasssanssan
CONCLUSTONES uveeesovoesveostsnssnossonnsssnsansasasnnassnse
RESUMEN 4 ucoacessssnsasssososonsanesascosnssncrnanssassssssocs

SUMMARY I EEEN NN N EEEE NN EN NI I N BN A I NN N B NN B A R N IR A R RN RN N )

LITERATURA CITADA .-opqoo-to.onal-nonsa-a-----oo;--onnaa-aoo

PAgina
i3i

iv

vi
vii

viii

13
24
29
31
32
35



vii

LISTA DE CUADROS

Cuadro_ NO ‘ Pagina
1 . Concentracidn relativa de la clorofila en hojas
de cacao sanas o inoculadas con Ceratocystis
fimbriata 19
2 Diferencias de los porcentajes de transmisidn
de luz entre repeticiones 21

3 Apndiisis de variancia - 22



Flgura NO

Grafico N

viidi

LISTA LE FIGURAS Y GRAFICO

Cajn de madera utilizada como cémara hfimeda
para el proceso de ilncubacidn

Cromatograma desarrollado en B-Ac-A

Efecto inhibidor del extracto acuoso de la es-
pecie resistente T. angustifolium sobre el cre-
cimiento de C. fimbriata

Invasidn del hongo sobre el extracto acucso
del clon susceptible XCS-1

Sintomas de clorosis y necrosis causados por
¢, fimbriata en las hojas de los cultivares
susceptibles

E1l hongo C. fimbriata no causd efectos dajiinos
sobre las hojas de arboles resistentes

Porcentaje de c¢lorofila destruida por el hongo
en los cultivares de cacao y especies afines

Pégina

11

15

16

16

18

18

20



INTRODUCCION

La enfermedad denominada "'mal del machete' o "muerte sObita™

del cacao, incitada por el hongo Ceratocystis fimbriata Ell. y Halst,
(1) ha causado en los filtimos afios inumerables pérdidas econdmicas en
los paises cacaoteros principalmente Ecuador, Colombia, Venezuela,
México; Costa Rica, Guatemala y Haiti (6, 21). E1 hongo se establece
en heridas de las ramas, hojas y frutos., Para su desarrellec, es in-
dispensable la presencia de células muertass esto indica, gue es un
organiSmb patdgeno con capacidad de avanzar en el hospedero mediante
la produccidén "probable’ de una toxina gque mata el tejido vegetal.
Actualmente, la mayoria de los cultivares en explotacidn son
- susceptibles al patbgeno. Para adquirir plantas de cacao resistentes se
‘requiere muchos afios de estudio y comprobacidén, Si fuera posible aumen-
tar la cantidad de cultivares e hibridos resistentes rApidamente, este
seria el procedimiento wAs econdmico para combatir la enfermedad.
Los resultados gue se obtienen al evalunar la resistencia a
€. fimbriata por medio del método de Delgado y Echandi (7) aunque re-
producibles, estén sujetos a variacilbn entre pruebas; esto se debe prin-
cipalmente a que la evaluacidn es én gran pérte subjetiva, Para elimi-
nar esta posible fuente de error es necesario que la clasificacibdn de
las plantas se base en el resultado de un andlisis cuantitativo de al-
gin factor intimamente ligado a la enfermedad, el cual también debe va-
riar de aéuerdo conlel nivel de tolerancia o susceptibilidad del hospe-
- dero. Bste factor vgriable puede ser, por ejemplo, la destruccidn de

la clorofila por una sustancia tdéxica producida por el hongo.



Las ideas antes expresadas originaron la sigulente investiga-
cidn. En primer término, se estudid si en efecto hay alguna sﬁstancia
en los tejidos resistentes, 2 la cual pueda atribuirsele una propiedad
fungitdxica respecto a C. fimbriata. 5n segundo lugar, se desarrolld
un nuevo método para valorar el grado de resistencia del cacao a dicho
patdgeno, que no dependa de la inspeccibén ccular de los tejidos inocu=
lados (6) sino de la determinacidn cuantitativa de la destruccidn de la

clorofila en los tejidos foliares.,



REVISTION DE LITERATURA

Mecanismos fisiolbdgicos de resistencig

La mayoria de las 'investigaciones sobre los mecanismos
fisioldégicos de resistencia, han sido hechas con parisitos obli-
gados en cereales y otras plantas anuvales (5). Al respecto,

Hare (12) en una excelente revisidn de literatura enumera los di-
versos factores fisiolbgicos de resistencia que presentan las
plantas por los cuales, pueden ser clasificadas como "resisten~
tes" al ataque. de organismos patdgenos. En primer término, el
autor sefiala la importancia de un balance nutritive. En segune
do lugar, destaca la presencia en la planta, de inhibidores,
toxinas, fitoalexinas, compuestos fenblicos, enzimas y sustancias
de crecimiento. Finalmente discute la importancia de la hipersen—
sitividad. Este autor hace un andlisis éxhaustivo de cada uno de
los puntos citados e incluye innumerables ejemplos de investiga-
ciones realigadas en estés CAMpOS .

Referente a los cultivos perennes tropicales, son es~
casas las investigaciones efectﬁadas rara determinar lbs mecam
nismos fisioclbégicos de resistencia, Echandi y Fernandez (9) de-~
mostraron que la corteza de plantas de café, cuya concentracidn
de &cido clqrogénico era mayor de 4 mg/g, presentaban resisten-
cia al ataque de €. fimbriata. Por otro lado, Rocha y Jinménesz
(18) determinaron que la presencia de ciertas sustancias polife-

. N Al

ndélicas especificas en el epicarpio de frutos de cacao, conferian

resistencia al ataque de Phytophthora palmivora, debido a gue




dichag sustancias inhibian la formacibdn y desarrollo del tubo

germinativo de las zoosporas de este patdgeno.

Método para evaluar la resistencia a Ceratocystis fimbriata

Bl método mhs usado (21) para evaluar la resistencia
de un cultivar de cacao a §. fimbriata es el ideado por Delgado
v Echandi (7). ¥stos investigadores colectaron ramas de 1,5 cm
de didmetro; de cada una tomaron porciones de madera y corteza
que luego eran inoculades con una suspensidn de esporas del
hongo. lLos pedazos de corteza y madera asl tratados fueron man-
tenidos en clmaras himedas por espacio de tres o cuatro dias, y
al final de este periodo evaluaron la susceptibilidad segln una
estimacidn ocular del crecimiento del hongo.

Chong (4) y Cevallos (3) desarrollaron otros métodos

de evaluacidn mediante el uso de inoculacidn artificial en plan-

tas jévenes. La dificultad de aplicar estos métodos se debe al
large tiempo de preparacidn del material a utilizérse.

A su vez, Knoke y Saunders (15) sugirieron seleccionar
cultivares resistentes en hase al ataque de EXleborus, mhs no ine-
dican la manera de hacerlo. Por su parte, Idrovo (14) extrajo
sustancias tdxicas producidas por ¢l hongo C. fimbriata de frbo-
les enfermos, las cuales fueron aplicadas a diversos cultivares.
De-esta manera ese autor reprodujo los sintomas de la enfermedad

y sugiere este procedimiento como un método para evaluar resisg-

tencia en plantas jbvenes.,



Producecidn de toxinas

Existe evidencia experimental gue el hongo C. fimbriata

se comporta en forma parecida a Ceratocystis ulmi (19). Zentmyer

(24) logrd reproducir los sintomas de la enfermedad en plantas
de olmos sanas con extractos de plantas enfermas con C. ulmi.

De la misma manera, Dimond (8) determind que existe por lo mew
nos dos tipos de sustancias tdéxicas producidas por este patbge-
no. Posteriormente, Feldman (10) demostrd que el principal com—
ponente tdxico pfoducido por C. ulmi no es un polisacérido, sino
un producto que al ser recogide en un medio Acido (pH 4,25) con=
serva su carlcter tbxico, mientras que, en una solucibn neutra
no tiene actividad.

Con respecto a C. fimbriata, Naundorf e Idroveo (19) in-
dicaron que existe una toxina gque wnroduce el hongo, la cual coaw
gula el protoplasma de lascdlulas e interrumpe la accibén fisio=-
1dgica del agua en la planta de cacao. Recomienda el uso de
urea como un nedio de retardar la muefte de Arboles atacados.
Asimismo, Delgado (6) probd la existencia de una toxina en los
extractos de cultivos de C. fimbriata, por medio de plantas de
tomate que fueron 'sembradas? en dichos extractos. Este inves-
tigador congluyé gque la toxina parece ser la responsable de los
sintomas de marchitez, tipicos de la enfermedad en plantas de

Cacao.



L.

MATERIALES Y METODOS

Mecanisme fisiolbgice de resistencia

N
Para el estudio del mecanismo fisioldgico de resistencia

del cacao al ataque del hongo (. fimbriata se escogieron dos espe~

cies consideradas muy resistentes a la enfermedad Theobroma mammosuimn

y Theobromz angustifolium, un clon resistente Pound-12 ¥y otro suscep—

tible ICS-1 (7).

Ao

Socluciones extractoras

Con el objeto de aislar el principic fungitdxicoe de
la corteza de las plantas de cacao resistentes, se empled como
soluciones extractoras alcohol etilico-agua de 95, 50, 25 y 10

porciento, eter de petroleo, acetato de etilo, n-butancl y agua.

Material vegetal

La corteza de las plantas de cacao se tomaron de ramas
de 1,5 cm de difmetro aproximadamente. Se pesd 1, 5, 10, 20, 30,
50, 80 y 100 g de corteza fresca y se extrajo con suficiente 1i.

quido para manterner la proporecidn ki2, pesoivolumen.

Trituracibn
En algunas ocasiones se procedid a triturar el material
vegetal una vez en contacto con la solucidn extractora, por me=

dio de un mortero con arena o por un homogenizador eléctrico.

Temperatura de extraccidn y filtrado
Las extraccicnes se practicaron a temperatura ambien-

te. Sin embargo, cuandoc sc usd alcohol etilico, en repetidas
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ocasiones se elevd la temperatura hasta ebullicidn por espacio

de 10 minutos. Generalmente los extractos se filtraron a través

de un papel filtro Whatman N© 1, antes de proceder a la evaporacibmn,

Material inoculado

Cabe sefialar gue algunas veces se inoculd el material
cortical con esporas del hongo, antes de hacer la extraccidn.
Para esto, pedagos de corteza inoculados se dejaron por espacio
de cuatro dias en clmaras himedas a temperatura ambiente para

provocar ¢l crecimiento fungoso,

Comparacidn cacao-café

Se hizo un cstudio couwparative cntre Arboles resisten-
tes y susceptibles de café y cacao. Con tal fin, se empled el
método de extraccidn usado por Echandi y Ferndndez (9) en café,
el cual se aplicd igualmente en cacao,. La corteza utilizada se

obtuvo de ramas de Coffea liberica y Coffea arabica var. bourbon

v de los cultivares y especles afines de cacao antes mencicnados.

Cromatografia

Una vez obtenidos los extractbs, previa evaporacidn
por una cecrriente de alre o al vaclo, a temperatura ambiente,
ge procedid a separar sus componentes por técnicas cromatogra-
ficas uni y bi-dimensional de papel (2) y de capa fina (20).
BEs preciso indicar gue se centralizd el estudio en la determi-
nacidén de los polifenoles que se¢ suponia podrian tener efecto

sobre el patbgeno.



Los solventes usados fueron; en papel: butanol-icido
acético-agua (B-Ac-A) 6:1:2 v/v/v; fenol-agua 80 porciento; Aci~
do acético-agua (Ac-A) 2 porciento vy agua. BEn capa fina: (B-Ac-
A) L4:2:5 y b:l:2 v/v/v; benceno-fcido acético-agua (70:25:5);
(Ac=A) 2 porciento y agua (11),

Se usaron diferentes alfcuotas para los origenes de los
cromatogramas. De 10 a 100 ul en papel y de 25 a 500 ul en capa
fina. Estas alicuotas fueron tomadas de extractos con concentra=-
ciones de 0,5 a 10 g (peso fresco de teiido cortical)/ml de
solvente,

Una vez desarrollados los cromatogramas se tratd de

localigar los polifenoles separados, mediante examen bajo lusz

ultravioleta de 350 mu o usé&ndose reveladores como: clorure férri-~

co y hexacianoferrato de potasioc (22); nitrato de plata amoniacal

(16); p-nitroanilina diazotizada (22) y &cido sulfanilico (22},

Bio~ensayos

La actividad fungitéxica de los extractos se comprobbd
mediante dos ensayos bioldgicos, Eﬁ primer término, se impreg-
né con el extracto discos de papel de filtro, los cuales se co-
locaron en platos petri que contenian el medio de cultive PDAC
(papa, dextrosa, agar, cortezma de mazorca de cacao susceptible,
10:1:1:10 peso/100 g de apua) previamente inoculado con Co fim-
briata. Los platos asl tratados se mantenian a temperatura am=
biente por espacio de tres.dias. La prueba se repitid cinco

veces y se evalud visuvalmente. ¥n segundo lugar, los extractos



se pusieron zn porta-objetos especiales para microcultive (por
triplicado), junto a una suspensién de esporas del hongo. Luego
de cuatro horas, se determind microscdpicamente el porcentaje de

germinacidn.

2 géﬁodo para evaluar la resistencia a Ceratocystis fiuwbriata

as. Toma de muestras
A Tin de valorar cuantitativamente el grado de resis-
tencia de plantas adultas de cacao al ataque del hongo C. fim-
briata se elabord un procedimiento en base a la destruccidn de
1a clorofila. Al efecto, se escogid tres cultivares resistentes
(21) IMC-67, Pound-12, SPA-9 y tres susceptibles ICS-1, UI'-676 y
UF-168, Ademés se incluyd en el estudio dos especies T. mammosum

y I. angustifolium, consideradas inmunes a la enfermedad (7> v

PO

De estos cultivares y cspecies se Lomd dos ramiilas
con dos pares de hojas cada una, en estado sazbdn y del Ultimo

crecimiento.

be Inoculzcidn de las hojas
En principio, la inoculacidn se practicd directamente
sobre la vena central de la hoja. Luego se ensayd inocular en
las laminas adyacentes a la nervadura principal, pero se dese-
ché estos tipos de-inéculo} debido a gue los resultados fueron
inconsistentes.
El proceso de inoculacidn final consistid en colocar

un pedaze de colonia del honge en una herida longitudinal que
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fue hecha en la base de la ramilla con una navaja esitéril. Otra

rama del mismo cultivar gquedd como testigo y fue tratada en forma

similar

a la inoculada, excepto por la omisidn del patdgeno.

Después de la inoculacidn se colocd las ramillas en

cajas de madera sin tapa, de 170 x 50 x 15 cm, cuyo fondo habia

sido revestido previamente con un pedazo de polietileno y unas

toallas
la caja
obtener
mientos

repitibd

de papel hfimedas (Figura No 1), Por {ltimo se cubrid
con una tela plastica transparente con el propdsito de
una camara himeda. BEn cada cAmara se acomodd los trataw
correspondientes a un ensayo completo. FEl experimento se

nueve veces en diferentes ocasiones, pero siempre bajo

las condiciones del laboratoric.

Medicidn de la pérdida de la clorofila

dias se

- Después de un perfiodo de incubacibén de cinco a seis

sacd las hojas de las cajas, se pesd 0,5 g de material

foliar (peso fresco), incluyendo la parte enferma en los cul-

tivares

afectados, y se procedid a la extraccidan completa de

la clorofila, Para este fin se aplicd alecochol etilico calien-

te (75°

C) al 95 porciento en agu&é Luego, ¢l material se molid

en un mortero con arena y se afiadld 25 ml de alcohol etilico de

95 porciento. Después de centrifugar la sclucidn a 3500 RPM por

10 minutos, se tomdé un mililitro y se diluyéd a 25 ml con etanclw

acuoso de 95 porciento. E1l porcentaje de transmisidn de luz a

través de la solucidn obtenida se midid a una longitud de onda

de 665 mu (pico miximo de absorcidn) en un espectrofotdmetro

Beckman

D. U,
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Ca ‘s
aja de madera utilizada ¢omo chmara himeda
para el proceso de incubacibn,




d.

Engayo de la toxina

Se incluydé una prueba cualitativa para verificar si
la toxina producida por el patdgeno zra la causante de los sin-
tomas de clorosis y necrosis de lés hojas. 8e prepard un medio
de cultivo liguido PDC3; se hizo crecer el hongo mediante agita-
cibn constante por tres dias y se esterilizd el medio a través
de un filtro milipore de 1,2 micrones, Una vez obternido el 11
quido tbéxico se "sembrdé” en &1, ramillas de hojas de un clon
susceptible., Al mismo tiempo, se pusieron dos testigos en agua
y en el medio PDC puro. Kl ensayo se wantuvo en una cAmara hi-

meda, a temperatura ambiente y por un periodo de cinco dias.



1.

RESUYLYADOS

Mecanismo fisioldsico de regisltencia

Cle

Bxtyraccidn

A pesar de un nimero considerable de métodes usados
para extraer el principio fungitdxico de las plantas de cacao
resistentes a C. fimbriata, en las cuales se hizo variar la cane
tidad de material vegetal, la temperatura, tipo y cantidad de
las soluciones extractoras, tiempo de extraccibn, forma de tri-
turacibén de la corteza, modo de evaporacidbn, incculacidn previa,
etc., finicamente se logrd este propbdsito cuando 30 g de pedazos
de corteza de 2 cm aproximadamente, sc¢ pusicron en 60 ml de agua
destilada y se permitid un reposc de 2% horas a la temperatura

del laboratorio,

Cromatografia

Desafortunadamente, todo intento realizado con miras
a separar cromatograficamente, en papel o capa fina, dicho prin-
cipio activo ha sido infructuoso. WNo fue posible comprobar nine
guna regidn de los cromatogramas con capacidad de inhibir el
crecimiento fungoso. No obstante, existieron claras diferencias
entre los cromatogramas de cultivares resistentes y los cultiva-
res susceptibles. Fn general, pusde afirmarse, que los c¢romato-
gramasg de plantas resistentes tenian manchas adicionales, si se
compara con los de susceptibles. 8in embargo, las pruebas bioc-

lbégicas no revelaron actividad en dichas regiones.
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Mediante la técnica cromatogrifica de capa fina se lo-
grb separar satisfactoriamente los componentes de los extractos
de plantas de café y cacao. Los cromatogramas desarrollades con
(B~Ac-A) 4:2:5, presentaron diferencias interesantes; por ejem=-
plo, la mancha del Acidc clorogénico (Rf = 0,7) era mis grande
y definida en C. liberica que en (., arabica. For otro lado, los
cromatogramas de los cultivares de cacao no exhibian dicha man-
cha. De manera similar, otras regiones de igual intensidad y
forma {Rf = 0,8), sec observd en los cromatogramas corrcspondien—
tes a café y cacao resistentes, no asi en los susceptibles donde

aquellas apenas eran perceptibles (Figura NQ 2),

Pruebas bioldgicas

Los extractos acuosos de plantas resistentes presenta-
ron actividad fungitdxica cuando fueron obtenidos libres de oxi-
dacibn. Para evitar dicho fenbmeno, ¢l extracto se sachd del
fonde de un vaso de vidrio, por medio de una pipeta, sin utili-
zar la capa superior que habla permanecido en contacto con el
alre,

En la prueba con discos de papel de filtro impregnados

con los extractos acuosos de T. mammosum y I. angustifelium, la

sustancia se difundid en el medio de cultive PDAC incculado con

- - - - - = Al
C. fiwbriata, formindose una clara mona de inhibicidn alrededor

del disco. No asi, en IC3-1, donde el hongo invadid por comple-

to el plato (Figura Nos. 3 y 4).



Figura N2 2,

Cromatograma desarrollado en B-Ac-A (4:2:5 v/v/v),
Revelado con nitrate de plata amoniacal.

1.
2.
3o
k.
Do
6o

T, mammosum 200 ul de extracto etandélico

T. mammosum: 100 ul de extracto etanblico

Kcido clorogen;co en etanol 100 ppm, 200 ul

Acido clarogénice en etanol 100 ppm, 100 ul

C llberlca 200 ul extracto etandlice
llberigg 100 vl extracto etandlico



Figura N¢ 3, Efecto inhibider del extracto acuoso de la espe~
' cie resistente'g. angustifolium, sobre el creci-
miento de C, fimbriata.

Figura No 4, Invasibn del hongo scbre el exiracto acuoso
del clon susceptihle Ics-1,
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En la segunda prueba, luego de cuatro horvas de mante-

ner los extractos en microcultivo, se nctd que la germinacidn

de las esporas del patdgeno fue nula en T. angustifolium y

T. mammosum; en cambio, en Pound-l2 y en ICS-1 fue total.

Método para evaluar la resistencia a C. fimbriata

Después del perlodo de incubacidn se cbservd repetidas ve=
ces que el color verde de las hojas se wmantuve tanto en las ramas
inoculadas de los cultivares resistentes, como en todos los
testigos.

Los sintomas iniciales de clorosis aparecieron a los cua~
tro o cinco dias en los cultivares susceptibles, El amarillamiento
de las hojas generalmente comenzd en la parte basal de la lémina,
cerca de la vena central, y avanzd gradualmente hacia el Apice y
los bordes (Figura Nos. 5 y 6). Por ese tiempo también ocurrid el
desprendimiento de las hojas, lo cual no interfirid con el progreso
de la enfermedad.

Hechas las determinaciones colorimétricas de clorofila,
se obtuviercn los resultados gue aparecen en el Cuadro N@ 1,

1 efectd destructivo de la enfermedad en los diferentes
cultivares de cacao estudiados, se aprecia fécilmente en el Grafico
Ne 1 vy en el Cuadro N€ 2,

El anflisis estadistico (Cuadro N2 3) mostré una diferen-
cia altamente significativa en el comportamiento del cacao, repre-
sentado en este estudio por seis cultivares y tres especies logran-

dose una separacion adecuada entre aguellos de alta o de baja
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Figura N2 5, Sintomas de clorosis y necrosis causados por
: C, fimbriata én las hojas de los cultivares
susceptibles,

Figura N2 6. E1l hongo C. fimbriata no causd efectos dafiinos
sobre las hojas de &rboles resistentes.



- 19 -

CUADRO Ne 1. COMCRENTEACION RELATIVA DE LA CLORCFILA EN HGJAS DE

CRCAQ SANAS O INOCULADAS CON Ceratocystis fimbriata*

Repeticiones
Cultivares I 1I 11T v v
Espzcies it i ot i it i pEE
IHMC~67 5k 57 18 25 54 51 15 15 Lo 38
SPA~Q 50 49 19 18 28 26 26 25 ho 38
Pound-12 50 48 3129 51 50 37 39 35 37
T, mammosum L8 46 17 1k b hp 29 29 4o 39
T. angustifolium 54 45 20 16 28 27 ha 43 21 23
TCS-1 by %2 37 20 63 36 61 15 68 35
UF~168 74 L8 61 Lk 69 Lg 72 50 58 Lo
Ur-676 56 43 21 10 - 61 30 35 20 Ly 23
T. dicolor 73 26 59 k2 65 50 54 b3 77 W

* Expresada en porcentaje de la transmisidn de luz a una longitud de
onda de 665 mu., Blanco de alcohol etflico (95 porciento), 100 por-
ciento de transmisgidn de luz,

inoculado
testigo

1

i
t

]
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Repeticicnes

Cultivares VI VI VITI IX Diferenciasg
y Promedio entre
Especies it i ot it it i £ Promedios® **
TMC—67 23 3k 26 23 3G 36 29 22 Bhal 33,4 0, 7%
SPA-9 32 29 28 25 34 3k 22 20 31,0 29,3 1,7
Pound~12 36 36 29 26 28 27 30 29 36,5 35,6 0,7
T, mammosum 36 36 25 2h 28 27 29 28 32,8 31,6 1,2
T. angustifolium 33 25 15 12 18 19 15 15 27,3 25,0 2,3
ICS-1 59 39 ho 22 L1 1k 3 20 50,1 25,8 2h 3
UF-168 55 28 Le 21 W 21 ho 24 59,0 35,7 23,3
UF-676 38 26 b1 zo LE 16 38 28 42,0 25,6 16,4
T. bigcolox 58 Lo 60 39 57 38 57 b2 62,2 h0,7 21,5

*RE Hstas diferencias equivalen a2l aumento en transmisidn de luz, debida a la
destruccién de la clorofila,
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CUADRO Ne 2, DIFERENCIAS DE LOS PORCENTAJES DE TRANSMISICON DE LUZ ENTRE REPETICICNES*

Repeticidn I IT IiI v v oo vI VIT VIII IX Total

IMC-67 ~3" ) 3 0 2 ~1 % 3 £ 5

SPA~-Q 1 1 2 1 2 3 3 O 2 15

T. mammosum 2 3 2. Q IS a 1 1 1 11

T, angustifolium S 4 1 ~1 -2 8 3 -1 0 21 :

Poudn~12 2 2 1 -2 -2 -0 3 1 3 8 ~
i

UF-168 26 16 23 22 18 27 25 27 25 209

UF-676 8 11 31 13 19 iz 11 32 10 b9

T. bicolor 47 17 15 11 30 18 21 19 15 193

ICS-1 15 17 27 Lg 33 20 18 27 15 218

Total 107 6l 105 90 101 87 88 109 77 828

* (4 -t Cuadro N2 1) indculo mencs testigo.
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CUADRO No 3,

ANALISIS DE VARIANCIA

G.L. 5.C. C.M, F
Total 80 11192
Cultivares 8 8208 1038,5 2l ,5h **
Susceptible vs.,

Resistente 1 7960 7960,0 189,50 **
Susceptibles 3 332 -110,6 2,63 *
Resistentes- 4 16 Lo 0,10 NS, ***
Repeticiones 8 - 202 25,2 0,60 N,S.
Error 64 2682

* Significativo 5%

& ok

* ® K

Altamente significativo 1%
No significative
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resistencia al hongo Ceratocystis fimbriata., Dentro del grupe de

cultivares y especies susceptibles se encontrd, ademis, una variae
cibn significativa (P = 95 porciento) que posiblemente denota la
existencia de un subgrupo de plantss de resistencia intermedia a la
enfermedad, Por otra parte, la reaccidn de los cultivares y especies
resistentes fue muy homogénea. En efecto, las diferencias referentes
a la concentracidn relativa de la clorofila en hojas sanas y atacae
das oscilaron solamente entre 0,7 y 2,3 porciento en este Gltimo
grupo (Cuadro N2 1),

Otro aspecto interesante de estos resultados es gue la va-
riacidén entre repeticiones del ensayo fue casi nula segin se despren-—
de del pequefio valor de la VF" correspondiente (Cuadro N@ 3), hecho
que sefiala ¢l alto grado de precisidn del método,

Se comprobd que la toxina producida por &l hongo es la
causante de los sintomes tipicos de la enfermedad, por medio de un
ensayo donde las hojas que se colocaron en el medio que contenia la
sustancia toxica mostraron, a los cinco dias, un amariilamiento que
comenzaba en la parte basal y se extendia hacia el Apice. Tos tes-

tigos conservaron su color verde original.
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DISCUSION

Mecanismo fisioldpgico de resistencia

Para combatir las enfermedades de lag plantas por medios
artificiales o genéticos, se hace cada vez més indispensable un co-
nocimiento a fondo de la fisiologia, de los mecanismos de defensa
¥y de las interacciones entre hospederc y parésito., s casualmente
en este sentido, gue los resultados de 1a presente investigacibn
pueden ser de utilidéd por cuante explican en algo el complicado
mecanismo de la resistencia del cacao al atague del hongo C.

Con base en los resultados obtenides, cabe seflalar que el
tratamiento dréstico de los tejidos, congelamiento o esteriliszacidn
en autoclave, hacen perder la resistencia de éstos, altn en el caso

de las especies inmunes y del cultivar Pound-12, Es, puss, razona-

‘ble pensar que la resistencia depende fundamentalmente de la exis-

tencia de una sustancia fungitdxica, con caracteristicas muy 1labi-
les, Al respecto, el hecho de que fue posible obtener un extracto
con propiedades fungitdxicas, Gnicamente con agua, sin maltratar

el tejido, libre de oxidacidn, y mediante un considerable periodo

de reposo, ratifican la inestabilidad de dicho principio. En S0PpOr-
te de lo anterior, puede indicarse gue el extracto obtenido, tenia
la apariencia de un mucilago que una vez en contacto con el aire,

se tornaba de un color café oscuro y perdia su actividad

fungitéxica.
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Bajo las ténicas de cromatografia usadas, es determinante
que la oxidacidn fue uno de los obstéculos mayores con que se trope-
zb, ademfs de los posibles cambios que pudieran haber ocasionade los
sclventes gulmicos en las sustancias separadas, en las cuales, no se
encontrd actividad fungitdxica.

Is interesante mencilonar gue en ¢l transcurso de este tra-
bajo también se investipgd, en forma comparativa, la resistencia de
plantas de café a C. fimbriata {9). 8e encontrd gue los extractos
de corteza de la especie C. liberica separados por cromatografia de
capa fina, presentaron una cantidad supsrior de Acido clorogénico
gue los de €. arabica var. bourbon. Ffn cambio, los cromatogramas,
pertenecientes a extractos de corteza de plantas de cacao, no mostrae-
ron la mancha correspondiente a dicho &cido.

Otro aspecte importante de este itrabajo fue confirmar que
el Acido clorogénico en una proporcidn mayor de 600 ppm inhibian por
completo la germinacién de las esporas del hongo (9)., Pero, cuando
se hizo cromatogramas patroncs en capa fina con &cido clorogénico y
luecgo &ste se recuperd con el objeto dé hacer una prucba bioldgica,
el resultado fue negativo. K1 Acido clorogénico perdid su capacidad
fungitoxica.,

Seria conveniente verificar la actividad fungitéxica de
las manchas seﬁaradas por cromatografia, ya que existen diferencias
marcadas entre plantas resistentes y susceptibles. No es aventura-
‘do suponer, que en igual forma como el &cido clorogénico se inacti-

vd luego del proceso cromatogrifico, los otros productos también
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hayan sufrido el mismo efecto. Consecuentemente, se sugiere claborar
un método a base de columnas de fraccionamiente, a fin de lograr una
me jor secparacidn que permita esclarecer la incdgnita de la resisten=-

cia del cacao al "mal del machoete",

Método para evaluar la resigitencia a C. fimbriata

La elaboracién de un método selectivo que no dependa del
juicio cualitativo de los sentidos humanos, sino de la sensibilidad
cuantitativa de un instrumento, es una conktribucidn indiscutible
hacia la imparcialidad en la investigacidn. Al respecto, para va-
lorar el grado de resistencia del cacac al ataque de C. fimbriata
se desarrolld un métode gue determina cuantitativamente la destruc-—
¢ibén de la clorofila que ocasiona ¢l patbgeno en tejidos foliares
susceptibles.

La manifestacidn de los sintomas tipicos de la enfermedad,
clorosis y posteriormente necrosis, tienen su explicacidén en la al-
teracidn fisiolégica gue produce una toxina elaborada por el patd-
geno (6, 19). Para aprovechar este aspecto se pensd en inocular
el pecioclo de la hoja y permitir que ia toxina se traslade por el
xilema y ocasione la destruccidn clorofilica. Obvviamente, los te-
jiaos foliares susceptibles respondieron a la acciba todxica de cesta
sustancia, mientras gue, los resistentes permanecieron con su color
verde original. Este comportamiento concuerda con los resultados
obtenidos cn la primera parte de este trabajo, en la cual se esta-
blecidé la existencia de un mecanismo que controla el crecimiento

fungoso en los tejidos resistentes.
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E1l método aqul propuesto seria de indudable valor si es
capaz de evaluar ean plantas jovenes el grado de resistencia, ya que,
se ha comprobado que la suscepiibilidad es generalizada en material
joven. MAs afin, se conoce que la resistencia sb6lo se manifiesta cuan-
do la planta llega a una edad fisioldgica igual a la produccibn®.

Con base en los resultados expuestos puede concluirse que
el método empleado funciond eficientemente, lograndose una separa-
cibn bien definida entre los cultivares resistentes y susceptibles.
Iiste acierto encuentra respaldo en los resultados obtenidos en in-
vestigaciones recientes (6, 21). El anflisis cstadistico mostrd
una diferencia altamente significativa (P = 99 porciento) entre hojas
procedentes de Arboles susceptibles y resistentes. Si bien es cier-
to, gque entre resistentes no hubo disparidad estadistica, no pusde
decirse lo misme entre susceptibles, Es prébable la existencia de un
subgrupo con resisgtencia intermedia. Especificamente, esta varia-
¢ibn podria deberse al cultivar UF-676 gue mostrd ligera resisten-
¢ia al atague del patdgeno,

Finalmente, se e¢stima que el método desarrollado es bueno
para la evaluacidn de-la resistencia de cultivares de cacaoc al 'mai
del machete'., La diferencia insignificante obtenida entre repeti-
ciones aumenta la aplicabilidad de este proéedimiento debido a que
en pruebas de gran escala, no serd necesario incluir mis de dos o

tres repeticiones para obtener resultados igualmente provechosos.

*
Soria V,, J., Informacidn personal,
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No obstante, se sugiere fijar los limites baic los cuasles deberin
clasificarse las plantas seglin su grado de resistencia. IEL método
puede permitir establecer categorias en valoresg porcentuales de
susceptibilidad, con lo cual se facilitaria la seleccidn de Arboles

registentes.
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CONCLUSTONES

De los resultados cobtenidos se derivan las siguientes

conclusioneg:

l. a,., Cualquier tratamiento dréstico que se apligue al tejido cortical
resistente, tal come temperatura elevada o congelamiento afecta

s capacidad de contrarrestar las toxinas y lo vuelve susceptible,

. . (4
b, El material vegetal debe ser sometido a un proceso de extraccion
“suave', mediante agua destilada y un considerable periodo de

reposo, 2 fin de obtener un extracto con actividad fungitdxica.

ce Bajo las técnicas cromatogrificas empleadas no es posible separar
una sustancia de los extractos crudos, que conserve la caracte-
ristica de inhibir el crecimiento del hongo. Sin embargo, se
encontrd diferencias cromatograficas marcadas entre cultivares

susceptibles y resistentes de cacao,

de La existencia de &cido clorogénico en café, permite suponer que
este dcido puede ser el responsable de la resistencia a Ce. fime
briata {9}, 1o cual no es verdad en plantas de cacao, debido a

la ausencia de este Acido.

2. a. Bl método cuantitativo empleado para valorar grados de resisten-
cia del cacao a L. fimbriata se considera facil de aplicar y

eficlente,
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Los gintomas de los tejidos foliares en plantas susceptibles se
pueden explicar satisfactoriamente si se toma en cuenta la pro-

duccidn de toxinas del honge,

Se sugiere perfeccionar el mfétodo a fin de fijar los limites,
bajo los cuasles se deben clasificar las plantas, segln el grade

de resistencia,



1.

2o

- 31 -

RESUMEN

Se estudid el mecanismo fisioldgico de resistencia del cacao al
"mal del machete', incitado por C, fimbriata. No se pudo separar
por cromatografia e identificar a la sustancia que puede atribuire
sele él carbdcter fungitdxico. 8Sin cmbargo, se logrd obtener un
extracto acuosoc de lés plantas resistentes gue inhibid la gefmi—
nacidn de las esporas del hongo.

Mediante cromatografia de capa fina, se ratificd la exis-
tencia del &dcido clorogénico en plantas de café, ¢l cual estd re-
lacionado con la resistencia (9). BEn cacao, dicho &cido no esté

presente y por tanto no es el responsable de la actividad fungitdxica.

Se desarrclld uﬁ método cuantitativo para evaluar el grado de resisw
tencia de Arboles de cacao al "mal del mechete', incitado por C. fim-
briata. Esti basado en una reaccidn provocada por la enfermedad;
tal es, la destruccidn de la clorofila foliar. La determinacidn
cuanfitativa del pigmento destruido porwla infeccidn, sefiala el in=-
dice de susceptibilidad.

La evaluacidn del método se hizo mediante una investiga-
cidn con plantas, previamente clasificadas como resistentes y sus—
ceptibles a la enfermedad. Los resultados obitenidos demostraron

la exactitud del procedimiento seguido,
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SUMMARY

A gtudy of physionlogical resistance to cacac canker, incited by
C, fimbriata was undertaken. It was found to be impossible to
separate substances with fungitoxic characteristics by the chro=-
matographic techniques used. However, an aqueous extract that
does not permit the germination of fungi spores was obtained
from resistant plant material,

Chlorogenic acld was shown to be present in the cortex
of branches of coffee plants by ths use of thin layer chromato-
graphy, This acid, which in coffee ig related to resistance,
was not found in cacac plants and therefore is not responsible

for their fungitoxic activity.

A method for evaluating the grade of resistance of cacac trees
to C. fimbriata was developed, It is based on the destruction
of foliar chlorophyll, a reaction caused by the disease. The
quanhtitative deftermination of loss of pigment is used as the
basis for the susceptibility index.

An investigation was carried out with plants classi-
fied as resistant and susceptible to judge the value of this
technique. The results obtained demonstrated that this method

ig feasible,
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