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INTHODUCCION 

La enfermedad denominada "mal del machete" o "muerte súbita" 

del cacao, incitada por el hongo Q~ratocystis fimbriata Ell. y Halst. 

(1) ha causado en los últimos años inumera')les pérdidas económicas en 

los países cacaoteros principalmente Ecuador, Colombia, Venezuela, 

México, Costa Hica, Guatemala y Haití (6, 21). El hongo se establece 

en heridas de las ramas, hojas y frutos. Para su desarrollo, es in­

dispensable la presencia de células muertas; esto indica, que es un 

organismo patógeno con capacidad de avanzar en el hospedero mediante 

la producción "probable" de una toxina que mata el tejido vegetal. 

Actualmente, la mayoría de los cultivares en explotación son 

susceptibles al patógeno. Para adquirir plantas de cacao resistentes se 

requiere muchos años de estudio y comprobación. Si fuera posible aumen­

tar la cantidad de cultivares e híbridos resistentes rápidamente, este 

sería el procedimiento más económico para combatir la enfermedad. 

Los resultados que se obtienen al evaluar la resistencia a 

f. fimbriata por medio del método de Delgado y Echandi (7) aunque re­

producibles, están sujetos a variación entre pruebas; esto se debe prin­

cipalmente a que la evaluación es en gran parte subjetiva. Para elimi­

nar esta posible fuente de error es necesario que la clasificación de 

las plantas se base en el resultado de un análisis cuantitativo de al­

gún factor íntimamente ligado a la enfermedad, el cual también debe va­

riar de acuerdo con el nivel de tolerancia o susceptibilidad del hospe­

dero. Este factor variable puede ser, por ejemplo, la destrucción de 

la clorofila por una sustancia tóxica producida por el hongo. 
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Las ideas antes expresadas originaron la siguiente investiga­

ción. En primer término, se estudió si en efecto hay alguna sustancia 

en los tejidos resistentes, a la cual pueda atribuírsele una propiedad 

fungitóxica respecto a g. fimbriata. En segundo lugar, se desarrol16 

un nuevo m~todo para valorar el grado de resistencia del cacao a dicho 

patógeno, que no dependa de la inspección ocular de los tejidos inocu­

lados (6) sino de la determinación cuantitativa de la destrucción de la 

clorofila en los tejidos foliares. 
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REVISION DE LITERATURA 

a. Mecanismos fisiológicos de resistenci~ 

La mayoría de las 'investigaciones sobre los mecanismos 

fisiológicos de resistencia, han sido hechas con parásitos obli­

gados en cereales y otras plantas anuales (5). Al respecto, 

Hare (12) en una excelente revisión de literatura enumera los di­

versos factores fisiológicos de resistencia que presentan las 

plantas por los cuales, pueden ser clasificadas como "resisten­

tes" al ataque. de organismos p8.tógenos. En primer término, el 

autor señala la importancia de un balance nutritivo. En .segun-

do lugar, destaca la presencia en la planta, de inhibidores, 

toxinas, fitoalexinas, compuestos fenólicos, enzimas y sustancias 

de crecimiento. Finalmente discute la importancia de la hipersen­

sitividad. Este autor hace un análisis exhaustivo de cada uno de 

los puntos citados e incluye innumerables ejemplos de investiga-

ciones realizadas en estos campos. 

Referente a los cultivos perennes tropicales, son es­

casas las investigaciones efectuadas para determinar los meca­

nismos fisiológicos de resistencia. Echandi y Fernández (9) de­

mostraron que la corteza de plantas de café, cuya concentración 

de ácido clorogénico era mayor de 4 mg/g, presentaban resisten­

cia al ataque de f. . .fi!!¡briata. Por otro lado, Rocha i Jiménez 

(18) determinaron que la presencia de ciertas sustancias polife­

nólicas específicas en el epicarpio de frutos de cacao, conferían 

resistencia al ataque de PhytoEhthora Balmivora, debido a que 
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dichas sustancias inhibían la formaci6n y desarrollo del tubo 

germinativo de las zoosporas de este pat6geno. 

b. Método para evaluar la resistencia a ~tocystis fimbriata 

El método 
, 

mas usado (21) para evaluar la resistencia 

de un cultivar de cacaO a Q. f.:1.i~!~ es el ideado por Delgado 

y Echandi (7). Estos investigadores colectaron ramas de 1,5 cm 

de diámetro; de cada una tomaron porciones de madera y corteza 

que luego eran inoculados con una suspensión de esporas del 

hongo. Los pedazos de corteza y madera así tratados fueron man-

tenidos en cámaras húmedas por espacio de tres o cuatro días, y 

al final de este período evaluaron la susceptibilidad según una 

estimación ocular del crecimiento del 11ongo. 

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

de evaluación mediante el uso de inoculación artificial en plan-

tas j6venes. La dificultad de aplicar estos métodos se debe al 

largo tiempo de preparación del material a utilizarse. 

A su vez, Knoke y Saunders (15) sugirieron seleccionar 

cultivares resistentes en l')ase al ataquG de ~leborus, más no i11-

dican la manera de hacerlo. Por su parte, Idrovo (14) extrajo 

sustancias t6xicas producidas por el hongo Q. ~ri~~ de árbo-

les enfermos, las cuales fueron aplicadas a diversos cultivares. 

De esta manera ese autor reprodujo los síntomas de la enfermedad 

y sugiere este procedimiento como un método para evaluar 1"e8is-

tencia en plantas jóvenes. 
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c. Producción de toxinas 

Existe evidencia experimental que el hongo Q. fimbriata 

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

(24) logró reproducir los s:í.ntomas de ,la enfermedad en plantas 

de olmos sanas con extractos de plantas enfermas con Q. ~. 

De la misma manera, Dimond (8) determinó que existe por lo me­

nos dos tipos de sustancias tóxicas producidas por este patóge­

no, Posteriormente, Feldman (10) demostró que el principal com­

ponente tóxico producido por Q. ulmi no es un polisacárido, sino 

un producto que al ser recogido en un medio ácido (pH 4,25) con-

serva BU carácter tóxico, mientras que, en una solución neutra 

no tiene actividad. 

Con respecto a C. fimbriata, Naundorf e Idrovo (19) in­

dicaron que existe una toxina que produce el hongo, la cual coa­

gula el protoplasma de lascélulas e interrumpe la acción fisio­

lógica deL agua en la planta do cacao. Recomienda el uso de 

urea como un I11edio de retardar la muerte de árboles atacados. 

Asímismo, Delgado (6) probó la existencia de una toxina ém los 

extractos de cultivos de Q. fimbriata, por medio de plantas de 

to'mate que fueron li sembradas ll en dichos extractos. Este inves­

tigador concluyó que la toxina parece ser la responsable de los 

síntomas de marchitez, típicos de la enfermedad en plantas de 

cacao. 
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NATEHIALES y l-!ETODOS 

" 
Para el estudio del mecanismo fisiológico de resistencia 

del Cacao al ataquo del hongo Q. 1iE:!.!::ri~ se escogieron dos cspe-

cies consideradas muy resistentes a ID. onfermedad Th~~E.2~ rnammOBum 

y Theobromn angustifolium, un clon resistente Pound-12 y otro suscep-

tible ICS-l (7). 

a. Soluciones extractoras 

Con el objeto de aislar el principio fungitóxico de 

la corteia de las plantas de cacao resistentes, se empleó como 

soluciones extractoras alcohol etílico-agua de 95, 50, 25 Y 10 

porciento, eter de petroleo, acetato de etilo, n-butanol yagua. 

b. Naterial vegetal 

La corteza de las plant~s de cacno se tomaron de ramas 

de 1,5 cm de diámetro o.proximad.amente. Se pesó 1, 5, la, 20, 30, 

50, 80 y 100 g de corteza fresca y se extrajo con suficiente lí-

quido para manterner la proporción 1:2, peso:volumen. 

c. Trituración 

En algunas ocasiones se procedió a triturar el material 

vegetal una vez en contacto con lD. solución extractora, por me-

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

d. Temperatura de extracción y filtrado 

Las extracciones se pract-icaron él temperatura ambien-

te. Sin embargo, cuando se usó alcohol etílico, en repetidas 
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ocasiones se elevó la temperatura h0sta ebullición por espacio 

de 10 minutos e Generalmente los extractos se filtraron a trav6s 

de un papel filtro Whatman NQ 1, antes de proceder él. la evaporaci6n. 

8. Material inoculado 

Cabe señalar que algunas veces se inoculó el material 

cortical con esporas del hongo, antes de hacer In extracci6n. 

Para esto, pedazos de; corteza inoculados se dejaron por espacio 

de cuatro días en cnmaras húmodélG a temperatura ambiente para 

provocar el crecimionto fungoso. 

f. Comparación cacao-café 

Se hizo un estudio comparativo antre ~rboles resisten­

tes y susceptibles de café y cacao. Con tal fin, se empleó el 

método de extracción usado por Echandi y Fcrnández (9) en café, 

el cual se aplic6 igualmente en cacao. La corteza utilizada se 

obtuvo de ramas de Co!!~ 1iberic~ y ~2!!~~ arabica varo bourbon 

y de los cultivares y especies afines de cacao antes mencionados. 

g. Cromatografía 

Una vez obtenidos los extractos, previa evaporación 

por una corriente de aire o al vncío, a temperatura ambienté, 

se procedió a separar sus componentes por técnicas cromatográ-

ficas uni y bi-dimensional de papel (2) y de capa fina (20). 

Es preciso indicar que se centralizó el estudio en la determi­

nación de los polifenoles que se suponía pOdrían tener efecto 

sobre el patógeno. 
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Los solventes usados fueron; en papel: butanol-ácido 

acético-agua (B-Ac-A) 6:1:2 v/v/v; fenal-agua 80 porciento; áci-

do acético-agua (Ac-A) 2 porciento yagua. En capa ftna; (B-Ac-

A) 4:2:5 y 4:1:2 v/v/v; benceno-ácido acético-agua (70:25:5); 

(Ac-A) 2 porciento yagua (11). 

Se usaron diferentes alícuotas para los orígenes de los 

cromatogramas. De 10 a 100 ul en papel y de 25 a 500 ul en capa 

fina~ Estas alícuotas fueron tomadas de extractos con concentra­

ciones de 0,5 a 10 g (peso fresco de tejido corttcal)/ml de 

solvente. 

Una vez desarrollados los cromatogramas se trató de 

localizar los polifenoles separados, medtante examen bajo luz 

ultravioleta de 350 mu o usándose reveladores como: cloruro férri­

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

(16); p-nitroani1ina diazotizada (22) y ácido sulfanílico (22). 

h. Bio-ensayos 

La actividad fungitóxtca de los extractos se comprobó 

mediante dos ensayos biológicos. En primer término 7 se impreg­

nó con el extracto discos de papel de filtro, los cuales se co­

locaron en platos petri que contenían el medio de cultivo PDAC 

(papa, dextrosa, agar, corteza de mazorca de cacao susceptible, 

10:1:1:10 peso/lOO g de agua) previamente inoculado con 2. fim­

briata. Los platos así tratados se mantenían a temperatura am­

biente por espacio de tres días. La prueba se repitió cinco 

veces y Be evaluó visualmente. En segundo lugar, los extractos 
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se pusieron en porta-objetos especiales para microcultivo (por 

triplicado), junto a una suspensión de esp?ras del hongo. Luego 

de cuatro horas, se determin6 microscópicamente el porcentaje de 

germinación. 

a. Toma de muestras 

A fin de valorar cuantitativamente el grado de resis­

tencia de plantas adultas de cacao al ataque del hongo Q. Bg¡­

EE1~ta se elaboró un procedimiento en base a la destrucción de 

la clorofila. Al efecto, se escogió tres cultivares resistentes 

(21) lMC-67, Pound-12, SPA-9 y tres susceptibles lCS-l, UF-676 y 

UF-168. Además se incluyó en el estudio dos especies !. ~.!J)mosum 

y 1. angu~211~!!!, consideradas inmunes a la enfermedad (7) y 

una especie muy susceptible !. bic.~.!~!::-

De estos cultivares y especies se tomó dos ramillas 

con dos pares de hojas cada una, en es lado sazón y del 61timo 

crecimiento. 

b. Inoculación de las hojas 

En principio, la inoculación se practicó directamente 

sobre la vena central de la hoja. Luego se ensayó inocular en 

las láminas adyacentes a la nervadura principal, pero se dese­

chó estos tipos de inóculo, debido a que los resultados fueron 

inconsistentes. 

El proceso de inoculaci6n final consistió en colocar 

un pedazo de colonia del hongo en una herida longitudinal que 
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fue hecha en la base de la ramilla con una navaja estéril. Otra 

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

similar a la inoculada, excepto por la omisión del patógeno. 

Después de la inoculación se colocó las ramillas en 

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

sido revestido previamente con un pedazo de polietileno y unas 

toallas de papel húmedas (Figura NQ 1). Por último se cubrió 

la caja con una tela plástica transparente con el propósito de 

obtener una cámara húmeda. En cada cámara se acomodó 10,3 trata­

mientos correspondientes a un ensayo completo. El experimento se 

repitió nueve veces en diferentes ocasiones, pero siempre bajo 

las condiciones del laboratorio. 

c. Medición de la pérdida de la clorofila 

Después de un período de incubación de cinco a seis 

días se sacó las hojas de las cajas, se pesó 0,5 g de material 

foliar (peso fre,sco), incluyendo la parte enferma en los cul­

tivares afectados, y se procedió a la extracción completa de 

la clorofila. Para este fin se aplicó alcohol etílico calien­

te (75
0 e) al 95 porciento en agua; Luego, el material se molió 

en un. mortero con arena y se añadió 25 mI de alcohol etílico de 

95 porciento. Después de centrif;ugar la solución a 3500 RPM por 

10 minutos, se tomó un mililitro y ,se diluyó a 25 ml con etanol­

acuoso de 95 porciento. El porcentaje de transmisión de luz a 

través de la solución obtenida se midió a una longitud de onda 

de 665 mu (pico máximo de absorción) en un espectrofotómetro 

Beckman D. U. 



Figura NQ l. Caja ¡le madena ut;i.lizad/? oomo oámara húmeda 
para el prooeso de iUQuoaoi6n. 
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d. Ensayo de la toxina 

Se incluyó una prueba cualitativa para verificar si 

la toxina producida por el patógeno era la causante de los 
, 

82n-

tomas de clorosis y necrosis de las hojas. Se preparó un medio 

de cultivo liquido PDC¡ se hizo crecer el hongo mediante agita-

ci6n constante por tres dias y se esterilizó el medio a trav&s 

de un filtro milipore de 1,2 micrones. Una vez obtenido el li-

quido tóxico se I'I sembró l1 en 61, ramillas de hojas de un clan 

susceptible. Al mismo tiempo, se pusieron dos testigos en agua 

y en el medio PDC puro. El enSi:.1yo se mantuvo en una cámara hú-

meda, a temperatura ambiente y por un período de cinco días. 
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RESUL¡'ADOS 

l. ~~smo fisiológico de resisteD~ 

a. Extracción 

A pesar de un número considerable de métodos usados 

para extraer el principio fungit6xico de las plantas de cacao 

resistentes a Q. fiill2ri~ta, en las cuales se hizo variar la can­

tidad de material vegetal, la temperatura, tipo y cantidad de 

las soluciones extractoras, tiempo de extracción, forma de tri­

turación de la corteza, modo de evaporación, inoculación previa, 

etc., únicamente se logró este fropósito cuando 30 g de pedazos 

de corteza de 2 cm aproximadamente, se pusieron en 60 ml de agua 

destilada y se permiti6 un reposo de 24 horas a la temperatura 

del laboratorio. 

b. Cromatografía 

Desafortunadamente, todo intento realizado con miras 

a separar crornatográficamentc, en papel o capa fina, dicho prin­

cipio activo ha sido infructuoso. No fue posible comprobar nin­

guna región 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. En general, puede afirmarse, que los cromato­

gramas de plantas resistentes tenían manchas adicionales, si se 

compara con los de susceptibles. Sin embargo, las pruebas bio­

lógicas no revelaron actividad en dichas regiones. 
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l'1ediante la técnica cromatográfica de capa fina se 10-

gró separar satisfactoriamente los componentes de los extractos 

de plantas de café y cacaO.. Los cromatogramas desarro11ados con 

(B-Ac-A) 4:2:5, presentaron diferencias interesantes; por ejem-

plo, la mancha del ácido clorogénico (Rf = 0,7) era más grande 

y definida en Q. ~ica que en Q$ ~~bica. Por otro lado, los 

cromatogramas de los cultivares de cacao no exhibían dicha rnan-

cha. De manera similar, otras rogiones de igual intensidad y 

forma (Rf = 0,8), so observó en los cromatogramas correspondien-

tes a caf~ y cacao resistentes, no asi en los susceptibles donde 

aquellas apenas eran perceptibles (Figura NQ 2). 

c. Pruebas biológicas 

Los extractos acuosos de plantas resistentes presenta-

ron actividad fungitóxica cuando fueron obtenidos libres de oxi-

dación. Para evitar dicho fenómeno, el extracto se sac6 del 

fondo de un vaso de vidrio, por medio de una pipeta, sin utili-

zar la capa superior que había permanecido en contacto con el 

aire. 

En la prueba con discos de papel de filtro impregnados 

con los extractos EtCUOSOS de 22_ rllammosum y T. Q-!!,gustifoliu!E, la 

sustancia se difundió en el medio de cultivo PDAC ineculado con 

c. fimbriata, formándose una clara zona de inhibición alrededor' - -
del disco. No así, en lCS-l, donde el hongo invadió por comple­

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



Figura NQ 2. Cr9matogr~m~ des~rroll~do en B-Ac-A (4:2:5 v/v/v). 
ReveJ-ado con nitpatp de ]!llata amoniacal. 
l. !. mammosMm ?OO ul de extracto etanólico 
2. T. mammosum 100 ul de extracto etanólico - ~..--,--

3. Acido clor9g~n?co ell etanol 100 ppm, 200 ul 
4. Acido clQrogé~ic9 en etanol 100 ppm, 100 ul 
5. C. liberica 200 ul extracto etanólico 
6. Q. liberi9% 100 ~l extracto etanólico 



Figura NQ 3. Efecto in~ibidor d~l extracto acuoso de la espe­
cie resistente T. anrustifolium, sobre el creci­
miento de C. ri~bria a. ,.. 

Figura NQ 4. Invasión del hongo sobre el extracto acuosO 
del clon susceptible leS-l. 
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En la segunda prueba, luego de cuatro horas de mante­

ner los extractos en microcultivo, se not6 que la germinaci6n 

de las esporas del patógeno fue nula en !. 2Egustif21l~ y 

!. !lli!:l!!!!l0sum.J. en cambio, en Pound-12 y en IC,s-l fue total. 

2. !1§.!2-ª.2-Ef!~~valuar la resistencia a Q .. li!E~ll 

Después del período de incubación se observó repotidas ve­

ces que el color verde de las hojas se mantuvo 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 días en los cultivares susceptibles. El amarillamiento 

de las hojas generalmente Comenzó en la parte ba'sal de la lámina, 

cerca de la vena central, y avanzó gradualmente hacia el ápice y 

los bordes (Figura Nos. 5 y 6). Por ese tiempo también ocurrió el 

desprendimiento de las hojas, lo cual no interfirió con el progreso 

de la enfermedad. 

Hechas las determinaciones c910rimétricas de clorofila, 

se obtuvieron los resultados que aparecen en el Cuadro NQ l. 

El efecto destructivo de la enfermedad en los diferentes 

cultivares de cacao estudiados, se aprecia fácilmente en el Gráfico 

Nº 1 Y en el Cuadro NQ 2. 

El análisis estadístico (Cuadro NQ 3) mostró una diferen­

cia altamente significativa en el comportamiento del cacao, repre­

sentado en este estudio por seis cultivares y tres especies lográn­

dose una separación adecuada entre aquellos de alta o de baja 



Figura NQ 5. 

Figura Nº 6. 

Síntomas de clorosis y necrosis causados por 
Q. fimbriata en las hojas de los cultivares 
susceptibles. 

El hongo C. fimbriata no caus6 efectos dañinos 
sobre las-hojas de árboles resistentes. 



CUADRO NQ l. 

Cu~ltivares 

y 
Especies 

IHC-67 

SPA-9 

Pound-12 

1> mammOBum 

ICS-l 

UF-168 

UF-676 
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CONCENTHACION üELJd'IVA DE LA CLOROFILA EN HOJAS DE 

I 

i t 

54 57 

50 49 

50 48 

l:8 46 

54 45 

47 32 

74 48 

56 48 

73 26 

II 

i t 

18 25 

19 18 

31 29 

20 16 

37 20 

21 10 

59 42 

Repeticiones 

III 

i t 

54 51 

28 26 

51 50 

44 42 

28 27 

IV 

i t 

15 15 

26 25 

37 39 

29 29 

42 43 

61 15 

72 50 

33 20 

63 36 

69 lf6 

61 30 

65 50 54 43 

V 

i 

35 37 

40 39 

21 23 

68 35 

58 40 

42 23 

77 117 

* Expresada en porcentaje de la transmi,sión de luz a una longitud de 
onda de 665 mu. Blanco de alcohol etílico (95 porciento), 100 por­
ciento de transmisión de luz. 

** i = inoculado 
t ~ testigo 
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CUADRO NQ 1 Continuación 
~~---_ ..... _---------~,-------_. ----_.,------------------------,----~~"._ ... ~-

Repeticiones 
~ 

Cultivares VI VII VIII IX Diferencias 
y Promedio entre 

Especies i t i t i t i t i t Promedios*** 
-----

IMC-67 33 34 26 23 39 36 29 22 34,1 33,4 0,7% 

SPA-9 32 29 28 25 34 34 22 20 31,0 29,3 1,7 

Pound-12 36 36 29 26 28 27 30 29 36,3 35,6 0,7 

~. mammosum 36 36 25 21f 28 27 29 28 32,8 31,6 1,2 

2:. !lliE~1 i f ill!l!1! 33 25 15 12 18 19 15 15 27,3 25,0 2,3 

ICS-l 59 39 40 22 41 lL¡. 34 20 50,1 25,8 24,3 

UF-168 55 28 ~6 21 1f8 21 49 24 59,0 35,7 23,3 

UF-676 38 26 41 30 48 16 38 28 42,0 25,6 16,11· 

2:. bicolor 58 40 60 39 57 38 57 11·2 62,2 40,7 21,5 

---- ---
,~* * Estas diferencias equivalen al aumento en trélilsmisión de luz, debida a la 

destrucción de la clorofila .. 



<1: 
O 

:::> 
OC 
1-
(J) 

\J.J 
O 

<1: 
....J 

IJ.. 
O 
OC 

9 
<.) 

\J.J 
O 

\J.J .., 
<1: 
1-
z 
\J.J 
U 
OC 
O 
"-

GRAFICO N° l. PORCENTAJE O E CLOROFILA OESTRU IDA POR EL HONGO 
EN LOS CULTIVARES DE CACAO Y ESPECIES AFINES. 

24 

22 

20 

18 

16 

14 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

r 

-
-
r-
r-
r-
r-
r-
r-
r-
r 
r 
r 
r 
r-
r 
r-
f-
f-

r-
r-
c-

f-
r-

_ RESISTENTES 

O SUSCEPTIBLES 

IMC-67 P-12 T.m. S PA-9 T.o. UF-676 T,b, UF-16B ICS-I 

CULTIVARES Y ESPECIES 



CUADRO NQ 2. DIE'EHENCIAS DE LO.S PORCEN'rAJES DE TRANSMI3ION DE LUZ ENTRE RePETICIONES' 

Repetición I II III IV 

IMC-67 -3 -7 3 O 

SPA-9 1 1 2 1 

T. E1aillJ10SUm 2 3 2. O 

:r. angustifolium 9 Lf 1 -1 

Poudn-12 2 2 1 -2 

UF-168 26 16 23 22 

UF-676 8 11 31 13 

T. i112l2.E 47 17 15 11 

ICS-l 15 17 27 46 

Total 107 64 105 90 

• (i - t Cuadro NQ 1) in6cul0 hlBnos testigo • 

;7; 
::! ,...".....; 

'~'"" 

V VI VII VIII IX Total 

2 -1 3 3 6 6 

2 3 3 O 2 15 

l O 1 1 1 11 

-2 8 3 -1 O 21 

-2 O 3 1 3 8 

18 27 25 27 25 209 

19 12 11 32 10 147 

30 18 21 19 15 193 

33 20 18 27 15 218 

101 87 88 109 77 828 
----

N 
f-' 
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CUADRO NQ 3. ANALISIS DE VARIANCIA 
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resistencia al hongo Ceratoc¡stis fimbriata. Dentro del grupo de 

cultivares y especies susceptibles se encontró, además, una varia­

ción significativa (p = 95 porciento) que posiblemente denota la 

existencia de un subgrupo de plantas de resistencia intermedia a la 

enfermedad. Por otra parte, la reacción de los cultivares y especies 

resistentes fue muy homogénea. En efecto, las diferencias referentes 

a la concentración relativa de la clorofila en hojas sanas y ataca­

das oscilaron solamente entre 0,7 y 2,3 porciento en este último 

grupo (Cuadro NQ 1). 

Otro aspecto interesante de estos resultados es que la Va­

riación entre repeticiones del ensayo fue casi nula según se despren­

de del pequeño valor de la "F" correspondiente (Cuadro NQ 3), hecho 

que señala el alto grado de precisión del método. 

Se comprobó que la toxina producida por el hongo es la 

causante de los síntomas típicos de la enfermedad, por medio de un 

ensayo donde las hojas que se colocaron en el medio que contenía la 

sustancia tóxica mostraron, a los cinco días, un amarillamiento que 

comenzaba en la parte basal y se extendía hacia el ápice. Los tes­

tigos conservaron su color verde original. 
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DISCUSION 

l. Mecanismo fisi21~ico de [esistencia 

Para combatir las enfermedades de la" plantas por modios 

artificiales o genéticos, se hace cada vez más indispensable un co­

nocimiento a fondo de la fisiología, de los mecanismos de defensa 

y de las interacciones entre hospedero y par~sito. Es casualmente 

en este sentido, que los resultados de la presente investigaci6n 

pueden ser de utilidad por cuanto explican Bn algo el complicado 

mecanismo de la resistencia del cacao al ataque del hongo f . 

.fi!!!2E.;1~ • 

Con base en los resultados obtenidos, cabe señalar que el 

tratamiento drástico de los tejidos, congelamiento o esterilizaci6n 

en autoclave, hacen perder la resistencia de éstos, aún en el caso 

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

ble pensar que la resistencia depende fundamentalmente de la exis­

tencia de una sustancia fungitóxica, con características muy lábi­

les. Al respecto, el hecho de que fue 'posible obtener un extracto 

con propiedades fungitóxicas, únicamente con agua, sin maltratar 

el tejido, libre de oxidaci6n, y mediante un considerable período 

de reposo, ratifican la inestabilidad de dicho principio. En sopor­

te de lo anterior, puede indicarse que el extracto obtenido, tenía 

la apariencia de un mucílago que una vez en contacto con el aire, 

se tornaba de un color café oscuro y perdía su actividad 

fungitóxica. 
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Bajo las ténicRs de cromatografía usadas, es determinante 

que la oxidación fue uno de los obstáculos mayores con que se trope­

zó, además de los posibles cambios que pudicl:'an haber ocasionado los 

solventes químicos en las sustancias separadas, en las cuales, no se 

encontró actividad fungitóxica. 

Es interesante mencionar que en el transcurso rte este tra­

bajo también se investi 0ó, en forma comparativa, la resistencia de 

plantas de café a.Q.. fimbriata (9). Se encontr6 que los extractos 

de corteza de la especie .Q.. liberica separados por cromatografia de 

capa fina, presentaron una cantidad superior de &cido clorog6nico 

que los de 2- arabica vare bourbon. En cambio, los cromatogramas, 

pertenecientes R extractos de corteza de plantas de cncao, no mostra­

ron la mancha correspondiente a dicho ácido. 

Otro aspecto importante de este trabajo fue confirmar que 

el ácido clorogénico en una proporci6n mayor de 600 ppm inhibian por 

completo la germinaci6n de las esporas del hongo (9), Pero, cuando 

se hizo cromatogramns patrones en cRpa fina con ácido clorogénico y 

luego éste se rocuperó con el objeto de hétcer una prueba biológica, 

el rosultado fue negativo. El ácido clorogénico perdi6 su capacidad 

fungitóxica. 

Seria conveniente verificar la actividad fungit6xica de 

las manchas separadas por cromatografía, ya que existen diferencias 

marcadas entre plantas resistentes y susceptibles. No es aventura-

do suponer, que en igual forma como el teido elorogGnico se inueti­

vó luego del proceso cromRtogr6.fico, los otros productos también 
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hayan sufrido el mismo efecto. Consecuentemente, se sugiere olaborar 

un método a base de columnas do fraccionamiento, a fin de lograr una 

mejor separación que permita esclarecer la incógnita de la resisten­

cia del caCao al "mal del machote l1 • 

2. Método para 0yaluar 1~ resist8n~_~ f. fimbriata 

La elaboración de un método selectivo que no dependa del 

juicio cualitativo de los sentidos humanos, sino de la sensibilidad 

cuantitativa de un instrumento, es una contribución indiscutible 

hacia la imparcialidad en la investigación. Al respecto, para va­

lorar el grado de resistencia del caeRO al ataque de Q. 1im~~ 

se desarrolló un método que determina cuantitativamente la dcstruc­

ci6n de la clorofila que ocasiona el pat6geno en tejidos foliares 

susceptibles. 

La manifestación de los síntomas típicos de la enfermedad, 

clorosis y posteriormente necrosis, tienen su explicación en la al­

teración fisiológica que produce una ,toxina elaborada por el pató­

geno (6, 19). Para aprovechp,r este aSí'ecto se pensó en inocular 

el peciolo de la hoja y permitir que ia toxina se traslade por el 

xilema y ocnsione la destrucción clorofílica. Obviamente, los te­

jidos foliares susceptibles respondieron a la acción tóxica de esta 

sustancia, mic:q.tras que, los resistentes permanecieron con su color 

verde original. Este comportamiento concuerda con los resultados 

obtenidos en la primera parte de 8ste trabnjo, en la cual se esta­

bleció la existencia de un mecanismo qU8 controla el crecimiento 

fungoso en los tejidos resistentes. 
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El método aquí propuesto ,gerlCl de indudable valor si es 

capaz de evaluar en plantas jóvones el grado de resistencia, ya que, 

se ha comprobado que la susceptibilidad es generalize.da en material 

joven. M~s a6n, se conoce que la resistencia 8610 se manifiesta cuan-

do la planta llega a una edad fisio16giciO igual a la producci6n". 

Con base en los l'esul t.:.-ldos expuestos puede concluirse que 

el método empleado funcionó eficientemente, lográndose uniO separa-

ci6n bien definida entre los cultiviOres resistentes y susceptiblos. 

Este acierto encuentra respaldo en los resultados obtenidos un in-

vestigaciones recientes (6, 21). El análisis ostadístico mostró 

una diferencia altamente significativa (p ~ 99 porciento) entre hojas 

procedentes de árboles susceptibles y resistentes. Si bien es cier-

to, que entre resistentes no hubo disparidad estadística, no puede 

decirse lo mismo entre susceptibles. Es probable la existencia de un 

sub grupo con resistencia intermedia. EspecíficRmente, esta varia-

ci6n podría deberse al cultivar UF-676 que mostr6 ligera resistcn-

cía al ataque del patógeno. 

Finalmente, se estima que el fuétodo desarrollado es bueno 

para la evaluaci6n de la resistencia de cultivares de cacao al "mal 

del machete". La diferencia insignificante obtenida entre repeti-

ciones aumenta la aplicabilidad de esto procedimiento debido a que 

en pruebas de gran escala, no será necesario incluir más de dos o 

tres repeticiones para obtoner rGsultados igualmente provechosos • . --------
Saria V., Jo Información personal. 
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No obstante, se sugiere fijar los límites bajo los cuales deberán 

clasificarse IDS plantns según su grado de resistencia. El método 

puede permitir establecer categorías en valor8s porcentuales de 

susceptibilidad, con lo cual se facilitaría 12. selección de árboles 

resistentes. 
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CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos se derivan las siguientes 

conclusiones: 

l. a. Cualquier tratamiento drástico que se aplique al tejido cortical 

resistente, tal como temperatura elevada o congelamiento afecta 

su capacidad de contrarrestar las toxinas y lo vuelve susceptible. 

b. El material vegetal dobe ser sometido a un proceso de extracción 

tisuaveil, mediante agua destilada y un considerable período de 

reposo, a fin de obtener un extracto con élctivid,-'ld fungitóxica. 

c. Bajo la8 técnicas cromatográficas empIcadas no os posible soparar 

una sustancia de los extractos crudos, que conserve la caracte-

rística de inhibir el crecimiento del hongo. Sin embargo, se 

encontró diferencias cromatográficas marcadas entre cultivares 

susceptibles y resistentes de cacao. 

d. La existencia de ácido clorogénico en café, pormite suponer que 

este ácido puede ser el responsable' de la resistencia a Q. fim:: 

briata (9), lo cual no es verdad en plantas de cacao, debido a --.---
la ausencia de este ácido. 

2. a. El método c.uantitativo empleado para valorar grados de resisten-

cia del cacao a f. fimbriata se considera fácil de aplicar y 

eficiente. 
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b. Lo,s síntomas de los te jidos foliares en plantas susceptibles se 

pueden explicar satisfactoriamente si se toma en cuenta la pro­

ducci6n de toxinas del hongo. 

c. Se sugiere perfecciono.r el método El fin de fijar los límites, 

bajo los cuales so deben clasificar las plantas, seg6n el grado 

de resistencia. 
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HESUHEN 

l. Se estudió el mecanismo fisiológico de resistenciR del cacno al 

llmal del macheteO, incitado por Q . .!im2.!:i~ta. No se pudo separar 

por Gromatografía e identificar él 18. sustancia que puede atribuír-

sele el carácter fungitóxico. Sin embargo, se logró obtener un 

extracto acUoso de las pl;;l,ntns resistentos que inhibió la germi-

nación de las esporas del hongo. 

Mediante cromntografía de capa fina, se ratificó la exis-

tencia del ácido clorogénico en plantas de café, el cual está re-

lacionado con la resistencia (9). En cacao, dicho ácido no está 

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

2. Se desarrolló un método cuantitativo para evaluar el grado de rcsis-

tencia de árboles de cacao al "mal del rne.chete H , incitado por C. fim-- -
Briata. Está basado en una reacción provocada por la enfermedad; 

tal es, la destrucción do la clorofila foliar. La determinación 

cuantitativa del pigmento destruido por In infección, señala el ín-

dice de susceptibilidad. 

La evaluación del método se hizo mediante una investiga-

ción con plantas, previamente clasificadas como resistentes y sus-

ceptibles a la enfermedad. Los resultados obtenidos demostraron 

la exactitud del procedimiento seguido. 
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SUM)!iARY 

l. A study of physiological resistanco to cacao canker, incited by 

2 . .fl!!ll!EiQ.!Q was undertaken. It was found to be impossible to 

separate substances with fungitoxic charactcristics by tho chro­

matographic techniques uaBd. However, an aqueous extract that 

does not permit the germination of fungi spores Vlas obtained 

from resistant plant material. 

Chlorogenic acid VlRS shown to be present in the cortex 

of branches of coffee planta by the use of thin layer chromato­

graphy. This acid, Vlhich in coffee is related to resi,stance, 

Vlas not found in cacao plants and therefore is not responsible 

for their fungitoxic activity. 

2. A method for evaluating the grade of resistance of cacao trees 

to 2. fimbrlQ,!Q VlaS devcloped. It is based Gn the destruction 

of foliar chlorophyll, a reaction caused by the disease. The 

quantitative determination of los s of pigment is used as the 

basis for the susceptibility indexo 

An investigation Vlas carried out with plants classi­

fied as resistant and susceptible to judge the value of this 

technique. The results obtained demonstrated that this method 

is feasible. 
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