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INTRODUCCION

La enfermedad llamada "mazorca negra del cacao'", causada por Phytophthora

palmivora (Butl.) Butl., es una de"las principales enfermedades de dicho cultivo,
y debido a su gran distribucién geogrd&fica provoca grandes pérdidas en la produc-
cién mundial de cadao (1u4).

El hongo ataca los frutos, cojines, hojas y tronco del &rbol, pero los mayo-
res dafios se deben a la infeccién de los primeros.

Es posible combatir la enfermedad con éxito parcial por medio de préicticas
preventivas, tales como la remocién de los frutos enfermos y cosechas frecuentes.
El empleo de productos qufmicos como fungicidas clpricos ha dado resultados sa-
tisfactorios, pero el alto costo de los materiales y accesorios, y en algunas
regiones de la mano de obra, limitan su aplicacién.

Por lo tanto, la medida preventiva mis eficaz para el combate de la enferme-
dad consiste en utilizar cultivares resistentes o tolerantes. La existencia de
tales plantas se ha reportado en diversas regiones productoras de cacao. En
efecto, muchos investigadores se han dedicado a la tarea de seleccionar plantas
resistentes a P. Eaimivora (32).

Un conocimiento claro, preciso, del mecanismo de la resistencia es de vital
importancia a fin de poder establecer el método de seleccién mds adecuado.

Un intento en este sentido ya fué realizado por investigadores de Trinidad

y Africa quienes relacionaron la resistencia con la actividad del sistema enzimi-
tico polifenol oxidosa en los tejidos de cacao. Al respecto cabe destacar que
mientras los primeros encontraron que tal actividad es un factor preponderante

en la determinacién de la resistencia, los segundos obtuvieron resultados que

demuestran lo contrario.

A



En este trabajo se investigl el mecanismo de la resistencia a P. palmivora
desde el punto de vista fisiolégico. Se estudié el contenido y la actividad
fungitéxica de las sustancias fenélicas presentes en 1los distintos tejidos de
mazorcas de los cultivares UF-613, UF-29 y UF-221, los cuales se consideran re-
sistente, tolerante y susceptible, respectivamente, a P. palmivora (15,35).
Adem8s se investigd el poder inhibidor de algunas sustancias conocidas sobre la
germinacién de los zoosporangios y los zoosporas, as{ como sobre el crecimiento

del tubo germinativo de las dltimas.
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REVISION DE LITERATURA

La concepcién de la idea de que las plantas pueden oponer resistencia a la
infeccién fungosa por medio de principios téxicos presentes en los tejidos, posi
blemente se remonta a la época en que el hombre noté por primera vez que las
plantas difieren en cuanto a la resistencia a las enfermedades. Los investigado
res rusos han empleado el término "Phytoncides" para describir los principios
téxicos que ocurren naturalmente en los tejidos vegetales (8). MULLER (28) des-
cribi8 como "Phytoalexins" las sustancias que se forman en tejidos de la epider-

mis de mazorcas de frijol (Phaseolus vulgaris) infectados por Sclerotinia fruc-

ticola (Wint). Rehm., y Phytophthora infestans (Mont.) de Bary y que son capaces

de inhibir la actividad de dichos organismos.

Sin embargo, WALKER y colaboradores (42) fueron los primero en explicar sa-
tisfactoriamente la naturaleza qufmica de la resistencia a fitopatSgenos especi-
cos, Entre los compuestos quimicos que determinan la reéistencia de las plantas
a las enfermedades est8n las sustancias fenblicas (8). En efecto, ANGEL, WALKER
& LINK (1) demostraron que el hongo que causa la antracnosis de la cebolla, Col-

leetdrichum circinans (Berk.) Volg., asf como algunas especies de Botrytis respon

sables de la pudricién del bulbo de la misma planta, no se desarrollan en bulbos
coloreados debido a la presencia de catecol y de &cido protocatechuico.
Asimismo, WALKER & LINK (41) demostraron que la toxicidad de los compuestos
fenblicos varfa considerablemente de acuerdo con la estructura del compuesto y
que los orto-fenoles son los mis t6xicos. Resultados similares fueron encontra-
dos por CHRISTIE (6) cuando estudid el efecto de varios compuestos fenSlicos en

el crecimiento de Phytophthora parasitica Dast. y Phytophthora cactorum (Leb. &

Cohn.) Schroet., siendo el catecol y el &cido cinémico los compuestos fungit8xi-

cos més activos,



Los diferentes grados de resistencia de la papa a P. infestans y la resis-

tencia a Verticillium albo-atrum Reinke & Berth., han sido bien estudiados en

detalle y se ha encontrado que esté&n relacionados con la presencia de &cido clo-
rogénico en los tejidos del hospedero (24, 25, 26, 30, 40). A su vez, ECHANDI &

FERNANDEZ (9) demostraron que la resistencia de Coffea canephora, Coffea liberi-

ca y del hibrido C. dewevrei C. arabica a Ceratocystis fimbriata (Ell. & Halst.)

Hunt., estd asociada con la concentracién de &cido clorogénico en la corteza de
las referidas especies; seglin estos autores, la concentracidn de &cido clorogéni-
co en los tejidos corticales de los tres grupos de plantas, es de 9,0,4,8 y 4,0
mg/g respectivamente,

FIGARI (10) determind un compuesto fenSlico en hojas de caucho que inhibe la

germinacién de esporas del hongo Dothidella ulei P. Henn., y concluyé diciendo

que la resistencia del cultivar IAN-710 esti relacionada con la presencia de di-
cho compuesto en las hojas. E1l 8cido clorogénico y otros orto-dihidroxifenoles

son t6xicos a Streptomyces scabies (Thaxt.) Waks, Henrici, y fueron relacionados

con la resistencia de los tub&rculos de papa a este patdgeno (22,33). KUC § cola-
boradores (23) demostraron que los &cidos clorogénico y cafeico tienen accién fun-

gistitica sobre el hongo Helminthosporium carbonum Ullstrup, cuando se le cultiva

en tubérculos de papa.
BYRDE, FIELDING & WILLIAMS (4) encontraron en manzano que la oxidacién de los
polifenoles que se produce en las heridas del fruto, inactiva las enzimas pectolf-

ticas de Sclerotinia fructigena Aderh. & Ruh. e impide el progreso de la enferme-

dad. HULME & EDNEY (19) investigaron la accién de los compuestos fen8licos scobre
la germinacién de esporas y el establecimiento de la infeccibn causada por Gloeos-

porium perennans Zeller & Childs en frutos de manzano, y hallaron que existe una




correlacifn entre el decremento de la cantidad de &cido clorogénico y de antocia
nidinas en los tejidos de la corteza de los frutos y el incremento en la suscep-
tibilidad a G. perennans. También en manzano y en pera, FLOOD & KIRKHAM (11)
encontraron que algunos compuesto fenSlicos presentes en los extractos de tejidos,
tales como 8cido clorogénico y neoclorogénico, inhibieron la esporulacién y dis-

minuyeron el crecimiento de Venturia pyrina Aderh y Venturia inaequalis (Cooke)

Wint.

Con respecto a la resistencia de algunos cultivares de cacao a P. palmivora,
algunos investigadores ya han intentado explicar el mecanismo de la resistencia.
El primer esfuerzo en este sentido lo hizo ORELLANA (29) quien encontré§ diferen-
cias en crecimiento del micelio de P. palmivora cuando cultivé el hongo en ex-
tractos de tejidos de mazorcas de diferentes cultivares de cacao. Posteriormente,
investigaciones realizadas por SPENCE (37) sugirieron la importancia que tiene el
sistema polifenol oxidasa en tejidos de cacao en relacién con el parasitismo de P,
palmivora. Este autor demostré que las enzimas pectoliticas de P. palmivora son
inactivadas por la actividad del sistema polifenol oxidasa del:hospedero, y-emcon
trd que dicha actividad era mayor en el cultivar SCA-6 qﬁe en ICS-1, los cuales
se consideran como resistente y susceptible respectivamente. Sin embargo, los re
sultados obtenidos por TURNER (38) en un estudio realizado con selecciones de ca-
cao resistentes, tolerentes y susceptibles a P, paimivora, no indican que hubieran
diferencias significativas con respecto a la actividad del sistema polifenol oxi-
dasa en esos tres tipos de plants. Por lo tanto, el citado autor concluyd dicien
do que la actividad de la polifenol oxidasa no es un factor que confiera resisten
cia al fruto de cacao contra el hongo en referencia.

No obstante, en un artfculo ms reciente, PRENDERGAST & SPENCE (31) reitera



ron que la actividad de la polifeno)l oxidasa es un factor determinante de la re-
sistencia, pues actda produciendo compuestos fenélicos oxidados que limitan répi
damente la actividad pectolitica de P. palmivora e impiden que se propague la pu

dricién,
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MATERIALES Y METODOS

1. Inoculacién de frutos de cacao con Phytophthora palmivora.

Se inocularon 45 frutos de cada uno de los cultivares UF-613, UF-29 y UF-221,
de los cuales 15 eran jSvenes, 15 intermedios y 15 maduros, con una cepa de P,
palmivora previamente seleccionada entre diversos aislamientos, obtenidos de fru-
tos enfermos que fueron recogidos en las plantaciones de cacao del IICA en Turri-
alba y en La Lola. Se prepar$§ un cultivo monozoospbrico en PDA, y a partir de
éste se cultivS el hongo en medio V-8 a fin de obtener abundante esporulacién.
Después de 8 dfas de cultivo en dicho medio se preparé una suspensién acuosa de
zoosporangios, la cual fue sometida a un ambiente saturado de humedad con el ob-
jeto de acelerar la germinacién indirecta. La suspensién de zoosporangios y
zoosporas fue filtrada a través de papel de filtro Whatman N® 2, encontr&ndose
que el filtrado s8lo contenfa zoosporas a una concentracién de 400,000 por ml.
Con esta suspensién se inocularon todos los frutos intactos, para lo cual se em-
pled un atomizador DeVilSiss. Se asperjé los dos tercios inferiores del fruto,
evitando que se acumulara el inbculo en la dqpresi&n peduncular, Después de la
inoculacién se recubrieron los frutos con una bolsa de polietileno que contenfa
10 ml de agua destilada para mantener el amBiente saturado de humedad, segiin re-
comendacién de MEDEIROS (27)(Fig. 1).

Cuarenta y ocho horas m&s tarde se cont§ el nlimero de frutos enfermos y el
niimero de lesiones por fruto. Esta operacién se repitié diariamente hasta que
las lesiones se juntaron; sin embargo, el nfimero de frutos enfermos s8lo se re-
gistr$ hasta el sétimo dfa.

Cabe sefialar que como fruto enfermo se considerd todo aquél que tuviera

alguna lesién de Phytophthora, aunque ésta fuera incipiente.




2, Estudio bioqufmico
A) Extraccién de los polifenoles

A fin de determinar la distribucién de sustancias fen8licas en los tejidos
del fruto de cacao, se tomaron muestras quintuplicadas de 1,0 gramo (peso fresco)
del epicarpio, mesocarpio y endocarpio de mazorcas de los cultivares UF-613,
UF-29 y UF-221, Ademds se investigf el contenido de polifenoles en el epi-
carpio de tres clases de frutos de los referidos cultivares, a saber: jévenes,
intermedios y maduros, los cuales eran de 2, 4 y 6 meses de edad respectivamente.
A efecto de prevenir la contaminacién de los tejidos, se tomaron pequefios peda-
zos repetidas veces hasta completar el peso deseado., Luego se colocd el tejido
en un mortero con 10 ml de etanol del 95% caliénte, se macerd y se transfirif a
un vaso de vidrio donde permaneci a una temperatura de mSs o menos 75°C por 10
minutos. Al final de este perfodo se filtr§ a través de papel Whatman N2 2; el
filtrado se recolect§ en frascos volumétricos de 100 ml y se llevS a volumen con

agua destilada.

B) Determiancién cuantitativa.

Se empled el método usado por JOHNSON y SCHAAL en papa (21), al cual se le
hicieron algunas modificaciones para usarlo con los tejidos de cacao. El método
incluye el reactivo FOLIN-DENIS (2) para la determinacifén de fenoles totales y
el reactivo de ARNOW (21) para la determinacién de orto-dihdroxifenoles. A

a) Fenoles totales

Alicuotas de 0,5 ml del extracto etanblico fueron transferidas a frascos vo

lumétricos de 50 ml, los cuales contenfian 35 ml de agua destilada; luego se afia-

dieron los reactivos en el siguiente orden: 1,0 ml del reactivo Folin-Denis; des



pués de tres minutos en reposo, 10 ml de solucibén de carbonato de sodio al 10%
(p/v); finalmente se llevd a volumen con agua destilada. La solucién resultante,
de color azul, permanecié en reposo duramte una hora a fin de que el color se
desarrollara al mdximo; luego se determiné el porcentaje de transmisién de luz
de 660mu de longitud onda en un colorfmetro Colleman modelo 6-A.
En el blanco usado para ajustar el colorimetro a 100% de transmisién, se sus
tituyd el extracto etanSlico por agua destilada. Las lecturas se refirieron a
‘una curva patrén preparada con &cido clorogénico a diferentes concentraciones mo-
lares,
b) Orto-dihidroxiifenoles
En la cubeta o tubo de colorimetro se colocd 1,0 ml del extracto etanblico
y luego se agregd los siguientes reactivos: 1,0 ml de &cido clorhidrico 0, 5 N,
1,0 ml del reactivo de Arnow, 10,0 ml de agua destilada y 2,0 ml de hidroxido de
"sodio 1,0 N, Treinta segundos después se midi8 la transmisién de luz de longitud
de onda de 515mM. Al igual que en el caso anterior, se prepard una curva patrén.
El an8lisis de las diferencias en el contenido de sustancias fenSlicas en-
tre los cultivares, asf como entre frutos de 3 edades de un mismo cultivar, se

hizo empleando la prueba "t" de Student (34),

C) Andlisis cromatogr&fico
Se prepararon extractos etan8licos del epicarpio de frutos j8venes y madu-
ros de los tres cultivares, para lo cual se usé 2,0 gramos de tejido fresco, y
la misma técnica descrita anteriormente. Los extractos fueron evaporados hasta
que se redujo el volumen a 2,0 ml. Luego se emple§ el método de cromatograffa

bidimensional (16), utilizando papel Whatman N° 1 de 46 x 57 cm, y como solven-
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tes, agua en el sentido més largo y Butanol:Acido ac&tico:Agua (4:1:2, V:V;V) en
la segunda direccién. En el origen se colocS§ 10 microlitros de los correspon-
dientes extractos concentrados. Una vez desarrollados, los cromatogramas fueron

examinados bajo luz ultravioleta de 350 my ,

3. Pruebas de germinacién de Phytophthora palmivora en extractos de las

manchas localizadas en los cromatogramas.

A fin de estudiar el efecto fungitéxico de las distintas sustancias encon-
tradas en los cromatogramas, se recortaron las respectivas manchas fluorescentes
(en tiras de m8s o menos ocho centfmetros de largo) y se les someti$ a un proce-
so de lavado con agua destilada en una clmara saturada con vapor de agua. Como
testigo se usd el lavado de una faja del papel del mismo cromatograma, pero que
no contenfamanchas. Cuando se hubo recogido aproximadamente 0,5 ml de lfquido,
éste fue puesto en un portacbjetos y se le colocd encima una cantidad constante
de zoosporangios de P, palmivora, los cuales provenian de un cultivo de 10 dfas
de edad hecho en medio V-8. Después de una hora se determiné microscépicamente
el porcentaje de germinacién indirecta, con base en la observacién de 200 zoos-

porangios tomados al azar en varios campos.

4, Efecto del pH y de la concentracién de diferentes cationes y aniones

sobre la germinacién indirecta de Phytophthora palmivora.

El objetivo de este ensayo fue determinar el rango de valores pH Sptimos
para la germinacién indirecta de P. palmivora, y la influencia que pudieran te-
ner los iones utilizados para ajustar el pH sobre el fenémeno bioldgico en refe

rencia. Sin esta informacién no se hubiera podido investigar posteriormente la
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actividad fungitéxica de ciertas sustancias fendlicas conocidas, en vista de que
la mayorfa de ellas sdlo son solubles en agua a pH elevado.

Para variar el pH entre 3,2, y 5,0 se usé disoluciones de &cido fosférico
(9x10~% a 9x10~"M) y de 8cido acético (5%x10°2 a 5x10'7H) y para conseguir valores
entre pH 5,8 y 11,9 se utilizé hidréxido de sodio, hidréxido de calcio e hidréxi-
do de postasio, todos a concentraciones que oscilaron entre 2,5%1075 y 2,5x10‘2u.

El porcentaje de germinacién indirecta se determind como en el ensayo ante-
rior.

5. Pruebas de germinacién de Phytophthora palmivora en soluciones de com-

puestos fendlicos conocidos.

Para este ensayo se utilizaron compuestos fen8licos conocidos (grado A)*,
los cuales ocurren normalmente en tejidos de cacao (13). Los compuestos usados
fueron: Scido clorogénico, quercetina, cianidina y D-catequina. Como testigo
se usd agua destilada., Todos los compuestos fueron probados a concentraciones de
0,5, 1,0 y 2,0 mM, observindose que el pH fuera adecuado para la germinacién indi
recta de P. palmivora. Las observaciones sobre germinacién indirecta se hicieron
una hora después de haber colocado los zoosporangios en las respectivas solucio-
nes.

Ademds del porcentaje de germinacién indirecta, también se valcré el efecto
de las referidas sustancias en la germinacién de las zoosporas, para lo cual se
midid el largo de 20 tubos germinativos. Después de 2 1/2 horas de sumersidn. de
los zoosporangios, se agregd 3 gotas de bicloruro de mercurio al 0,1% a fin de

parar la germinacién de las zoosporas.

* CALBIOCHEM. California Corporation for Biochemical Research
3625 Medford Street. Los Angeles 63, Califormia (USA).
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El largo de los tubos germinativos se midié por medio de un micrémetro
ocular de 8x y objetivo 10x, el cual fue debidamente calibrado con un micrémetro

objetivo.
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RESULTADOS

1. Inoculacidn de frutos de cacao con Phytophthora palmivora.

Los resultados de este ensayo muestran claramente los diferentes grados de

tolerancia de los 3 cultivares de cacao a Phytophthora palmivora (Cuadro 1).

El andlisis estadistico de las diferencias entre los nfimeros de lesiones/fruto
producidas en los distintos cultivares, el cual se hizo segfin el método de com-
paraciones de valores provenientes de una distribucién de POISON (3) reveld que
en efecto los frutos UF-221 son los m&s susceptibles. Entre los frutos UF-613
y UF-29, las diferencias fueron significativas solamente cuando se compararon
los nfimeros de lesiones causadas a frutos maduros. Dentro del mismo cultivar
se encontrd que las diferencias entre grados de madurez fueron altamente signi-
ficativas cuando se compard los frutos jévenes e intermedios contra los maduros,
ya fuera en el caso UF-221 o el UF-29. En cuanto al cultivar UF-613 no hubo
diferencias significativas entre las 3 clases de frutos.

Respecto al nfimero de frutos infectados, las diferencias fueron altamente
significétivas solamente cuando se compararon los frutos maduros UF-613 con los
de los otros cultivares. Al comparar el nfimero de frutos infectados dentro de
un mismo cultivar, Gnicamente se encontrd diferencias significativas cuando se
compard los frutos UF-29 maduros con los jévenes y los intermedios. El hecho
de que se considera como fruto infectado todo aquél que tenia por lo menos una
lesién de grado incipiente, influyé para que no se registraran mis casos de di-
ferencias significativas entre cultivares.

En efecto, aunque los frutos jovenes UF-613 y UF-29 mostraban lesiones,
&stas eran generalmente muy pequefias y no se desarrollaron apreciablemente hasta
siete dias despuéé de hecha 1la inoculacién; También se observd que las lesio-

nes de este tipo eran superficiales (Fig. 2).
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2. Distribucidén de las sustancias fendlicas en los tejidos del fruto de
cacao.

Seglin CUATRECASAS (7), el fruto de Theobroma cacao L., tiene el pericarpio

formado por 3 capas sobresalientes: el epicarpio que es carnoso y grueso; el
mesocarpio vascular que es papiroso, rigido, delgado y lefioso, y el endocarpio
que es carnoso y m8s O menos grueso.

A efecto de estudiar la distribucidn de las sustancias fenblicas en el pe-
ricarpio de frutos de cacao, se tomaron muestras de cada una de las 3 capas men-
cionadas. Los resultados obtenidos (Cuadro 2) indican que las sustancias fend-
licas est&n distribuidas irregularmente en la c8scara, correspondiendo al epicar-
pio la mayor concentracidn de fenoles totales y orto-dihidroxifenoles; por otra

parte, los contenidos en el mesocarpio y el endocarpio son relativamente bajos.

3. Variacidén de la concentracidén de sustancias fendlicas del epicarpio con

la maduracidn del fruto de cacao.

Los resultados de este ensayo ilustran (Cuadro 3, Fig. 3) el cambio que ocu
rrid en la concentracién de las sustancias fendlicas del epicarpio con el creci-
miento de los frutos de 3 cultivares de cacao. En general se encontrd que la
cantidad de fenoles totales y orto-dihidroxifenoles era significativamente supe-
rior (a un nivel de probabilidades menor del 1%) en frutos jévenes (:2 meses de
edad) que en frutos intermedios (* 4 meses de edad) o maduros (*6 meses de edad).
Las diferencias entre frutos intermedios y maduros, alcanzaron significancia

estadistica al 5% solamente en el caso de los fenoles totales.
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Por otra parte, al analizar estadisticamente las diferencias entre los con-
tenidos de polifenbles totales y de orto-dihidroxifenoles en funcién del cultivar
de cacao, en general se encontrd que las concentraciones de las mencionadas sus-
tancias en el epicarpio eran significativamente m&s altas en todos los frutos UF-
613 que en los UF-29 y UF-221. Asimismo, en lo pertinente a estos dos Gltimos
cultivares se constatd que s8lo en el caso de los frutos-jévenes hubo diferencias

significativas.

4, Separacibén cromatogréfica de las sustancias polifen8licas presentes en

el epicarpio de frutos jévenes y maduros de cacao.

El anilisis cromatogrifico de los extractos etandlicos de epicarpio puso de
manifiesto las diferencias de orden cualitativo que existen, tanto entre cultiva-
res como entre frutos de distinto estado de desarrollo que pertenezcan al mismo
cultivar, en cuanto a su composicién quimica (Figuras N2 4 y 5).

En los frutos jévenes UF-613 se encontr$ siete manchas bien definidas, fluo-
recentes bajo luz ultravioleta, a las cuales se les asignd los nfimeros de 1 a 7
‘para efecto de identificacién. Por otra parte, en los frutos maduros del mismo
cultivar se hallaron dos manchas nuevas, las N2 9 y 10,

Con relacidén a los frutos jévenes UF-29, en los cromatogramas respectivos
aparecieron cinco manchas, las N2 2, 3, 4, 7y 8 y en el caso de los frutos madu
ros, la mancha N2 11,

Finalmente, en el extracto de frutos jévenes UF-221 (inicamente se detectd
la mancha N2 3, y en el de frutos maduros la N2 12,

Al respecto cabe hacer la observacifén de que s6lo una de las manchas corres-
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pondientes a las sustancias con actividad fungitéxica, la N2 8 en particular, era
de color azul claro brillante bajo luz ultravioleta; las demds eran de color pfir-

pura oscuro.

5. Pruebas de germinacién de P. palmivora en los extractos acuosos de las

manchas presentes en los cromatogramas.

Los resultados de este ensayo se resumen en el Cuadro 4, y la capacidad in-
hibidora de algunas sustancias polifendlicas sobre la germinacién de los zoospo-
rangios y la germinacién de las zoosporas, se ilustra en las Figuras 6, 7 y 8.

El aspecto m&s importante de estos resultados es que demuestran como sélo
unas pocas de las sustancias polifendlicas presentes en el epicarpio de algunos
frutos de cacao, son las responsables de la inhibicién del crecimiento de P. pal-
mivora. Consecuentemente, al hablar del mecanismo de resistencia a dicho patége
no debe entenderse que el papel desempefiado por la totalidad de compuestos fend-
licos es secundario, y que lo correcto es relacionar ese fenémeno biolégico con
las propiedades fungitdxicas individuales de las sustancias.

Es interesante destacar algunos aspectos de los resultados en referencia,
como por ejemplo: (i) que la sustancia fungitéxica N2 8 aparentemente es exclusi
va del cultivar UF-29, mientras que las N2 5 y 6 lo son del UF-613. (ii) Entre
las sustancias con poder inhibidor, la que corresponde a la mancha N2 7 es la mis
potente de. todas y se encuentra tanto en frutos jévenes UF-613 como UF-29. (iii)
La sustancia correspondiente a la mancha N2 3 se encuentra en los frutos j6venes

de los tres cultivares estudiados y carece de efecto fungitdxico.
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6. Efecto del pH y de la concentracién iénica en la germinacién indirecta

de P, Ealmivora.

De acuerdo con los resultados de esta prueba (Cuadro 5), es notorio que los
zoosporangios germinan libremente en un medio acuoso cuya reaccién oscila entre
pH 4,8 y 11,2, siendo los limites del rango 8ptimo 5,5 y 9,1. A pH 3,2 y 11,8
se encontr$ que la inhibicién del proceso germinativo fue total.

Respecto del efecto de la calidad y cantidad de iones presentes en el medio

acuoso, no se observd que hubiera diferencias significativas.

7. Efecto inhibidor de algunos compuestos fendlicos conocidos en la germi-
nacién indirecta y en la formacién y crecimiento del tubo germinativo de

las zoosporas de P. palmivora.

Como se explicS antes, para realizar este ensayo Se escogieron varias sustan
cias de estructura conocida, cuya presencia en los frutos de cacao ha sido demos-
trada (13), pero sobre las cuales nada se sabfa con relacién a su actividad fungi
téxica por cuanto afin no se les habfa sometido a una prueba biolégica como la em-
pleada en el presente trabajo.

En lo que respecta al efecto de dichas sustancias en la germinacién de los
zoosporangios (Cuadro 6), los resultados sugieren que el &cido clorogénico y la
quercetina, sobre todo el primero, tienen un alto poder inhibidor a una concen-
tracién 2,0 mM, pero que su actividad fungitéxica disminuye marcadamente a nive-
les inferiores. En efecto, a la concentracién 1,0 mM, el &cido clorogénico per-
mitid la germinacidn indirecta en un 71 por ciento de los casos, y la quercetina

en un 47 por ciento. Por otra parte, y de nuevo a alta concentracibn, la cianidi



na y la D-catequina solamente inhibieron en un 48 y 37 por ciento, respectiva-
mente.

Con relacién a la inhibiciéP de la germinacidén de las zoosporas en si, el
cuadro indica que los compuestos.éenélicos més activos fueron la quercetina y la
cianidina a las tres concentraciones estudiadas, llegando a impedir totalmente
la germinacién de las zoosporas al nivel 2,0 mM. La D-catequina, aplicada a la
misma concentracién sélo tuvo un ligero efecto tdxico, y lo mismo puede decirse
del &cido clorogéncio cuando éste se encontraba a una concentracién menor que
2,0 mM,

Una observacién de caricter cualitativo pero que reviste alguna importancia
biolégica es la que se refiere al efecto de los polifenéles investigados en la
motilidad de las zoosporas. Segfin se dijo arriba, excepto el &cido clorogémico a
2 mM, las demds sustancias permitieron en mayor o menor grado la liberacién de
zoosporas en el medio acuoso. Sin embargo, a la vez pudo observarse que la moti-
lidad de estas estructuras fué seriamente afectada y que en muchas ocaciones lle
g6 a cesar del todo, provocando la aglutinacidén de aquellas muy cerca del opércu
lo a través del cual habfan salido. Esto podrfa interpretarse como una manifes-
tacién mds del poder fungitéxico de las sustancias polifenblicas, y su impértan-
cia estriba en el hecho de que no obstante algunas de &sta pueden carecer de acti
vidad inhibidora sobre la germinacidén de los zoosporangios, afin asi pueden ayudar
a prevenir el establecimiento de la infeccibén fungosa, impidiendo la dispersién y
el crecimiento subsecuente de las zoosporas.

Que el efecto fungitéxico de las sustancias polifendlicas que se ha menciona

do aquf es independiente del efecto que la reaccién del medio (pH), lo garantiza



el que se trabajira dentro de un rango fisiol8gico favorable a la germinacién

indirecta de P. palmivora (ver la columna correspondiente en el Cuadro 6).
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CUADRO 4, Caracterizacién de las sustancias fenblicas del extracto etandlico
del epicarpio de cacao, segfin el valor Rf, la fluorescencia bajo
luz ultra-violeta y el porcentaje de inhibicién de la germinacién
de Phytophthora palmivora*.

Re**
Cultivar Mancha Solvente Solvente Color Inhibicién
I II %
FRUTOS JOVENES
Testigo - - - 25,0
UF-613 1 0,40 0,74 Azul claro 26,0
2 0,39 0,85 Azul claro 25,0
3 o,ub 0,86 Azul claro 25,0
y 0,53 0,75 Azul claro 30,0
) 0,11 o,u8 PGrpura 92,0
6 0,11 0,58 Pérpura 93,0
7 0 0,93 PGrpura 95,0
UF-29 2 0,37 0,85 Azul claro 40,0
3 0,45 0,85 Azul claro 40,0
n 0,37-0,54 0,76 Azul claro 30,0
7 0 0,93 PGrpura 98,0
8 0,51 0,70 Azul claro 95,0
UF-221 3 0,ul 0,83 Azul claro 38,0
FRUTOS MADUROS
‘ Testigo - - - 24,0
UF-613 °] 0,85 0,72 Azul claro 48,0
10 0,93 0,69 Azul claro 22,0
UF-29 11 0,95 0,73 Azul claro 32,0
UF-221 12 0,88 0,87 Azul claro 21,0

&k Las cifras son promedios de 2 repeticiones
I = Agua
II = Butanol: &cido acético: agua (4:1:2)
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CUADRO 5. Efecto del pH y de la concentracién ibénica sobre la germinaciém indi-
recta de Phytophthora palmivora.

Sustancia Concentracién pH Germinacién®
Molar (%)
Acido fosférico gx10™* 3,2 0.00
9x10~> 3,8 44,00
9x10~6 4,6 68,00
9x10~7 4,8 78.00
Acido ac8tico 5x10~2 3,2 0,00
5x10~% 3,8 43,00
5%10~6 4,6 62,00
5%10~7 5,0 71,00
Agua destilada - 5,5 84,00
Hidréxido de sodio 2.5%10"2 11,9 0,00
2.5x1073 11,0 73,00
2.5x10~% 8,5 81,00
2.5%10"3 6,0 84,00
Hidréxido de calcio 2.5x10~2 12,1 0,00
2.5x103 11,2 76,00
2.5x10~% 9,1 86,00
2.5x107° 6,0 86,00
Hidréxido de potasio 2.5x10™2 11,8 0,00
2.5x10"3 10,8 76,00
2.5x10°" 7,0 81,00
2.5%107° 5,8 82,00

Con base en la observacién de 200 zoosporangios.
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Fig. 1.

Fig. 2.
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Inoculacién de frutos intactos de cacao con
Phytophthora palmivora bajo condiciones de campo.

Influencia de la edad del fruto (UF-29) sobre el grado

de tolerancia a Phytophthora palmivora. Inoculacién de
frutos intactos: (a) j6ven; (b) maduro. Las fotografias
fueron tomadas siete dfas después de hecha la inoculacién.

(a) (b)
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FIG. 3 RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE SUSTANCIAS FENOLICAS
(mg /9 e peso fresce) DEL EPICARPIO Y SUSCEPTIBILIDAD A

PHYTOPHTHORA PALMIVORA (PROMEDIO DE LESIONES/FRUTO) EN
FUNCION DE LA EDAD DEL FRUTO DEL CACAO.-
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FIG.4 SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LAS SUSTANCIAS FENOLICAS PRESENTES EN LOS

EXTRACTOS ETANOLICOS DEL EPICARPIO DE FRUTOS
(b) UF-29, (c) UF-22I.-

(e) UF-613,

(a)
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Fi1G. 5 SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LAS SUSTANCIAS FENOLICAS PRESENTES EN LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS DEL EPICARPIO DE FRUTOS MADUROS DE CACAOQ:
(o) UF-613, (b) UF-29, (c) UF -22I.-
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Fig. 6, Germinacién de las zoosporas Fig. 7. Germinacién de las zoosporas
de E. palmiqug_en el extracto acuoso de P, galmivora en el extracto acuoso
de una faja del cromatograma la cual de la sustancia correspondiente a la

no contenia manchas. mancha N2 3 (Cultivar UF-221)

‘%'9'-0' -~

~® -~

Fig. 8. Efecto inhibidor de la sustancia
polifenflica correspondiente a la mancha N2 6.
(Cultivar UF-613) en la germinacidén de P. palmi-
vora,
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DISCUSION

Es bien sabido que el método preventivo constituye el medio m&s préctico y
eficaz de combate de las enfermedades de 1a; plantas, y que la piedra angular de
dicho método estriba en la utilizacién de cultivares de alta resistencia y pro-
ductividad.

Respecto de las poblaciones cacaoteras de América y Africa se sabe que estén
formadas por un material genético muy heterogéneo (5), y que tanto en un continen
te como en el otro se han encontrado &rboles de cacao muy resistentes 5 ciertas

razas de Phytophthora palmivora. Es pues razonable pensar que en ambas regiones

alin existan individuos desconocidos que posean un alto grado de resistencia o to
lerancia al citado patégeno, cuyo descubrimiento es responsabilidad del genetis-
ta. Sin embargé,’es al patblogo y al fisi8logo a quienes corresponde la tarea

de desarrollar y perfeccionar un método r&pido y confiable a la vez que le permi-
ta al genetista reducir sustancialmente el largo proceso de mejoramiento del ca-
cao.

Pero para llegar a elaborar tal método, antes es necesario contar con un co-
nocimiento m8s preciso acerca de las interacciones mis importantes entre la plan-
ta y el pardsito en referencia. Es casualmente en este sentido que se cree que
los resultados de la bresente investigacién pueden ser més fitiles, por cuanto peg
miten dar una explicacién més adecuada del mecanismo de la resistencia del cacao
a la enfermedad llamada "mazorca negra".

Los resultados obtenidos a través de inoculaciones de frutos intactos de ca-
cao concuerdan con los informes de SORIA y ESQUIVEL (36) y de HANSEN (15), en el
sentido de que el cultivar UF-613 es altamente resistente a g; palmivora (ver los

Cuadros 1 y 7), tanto bajo condiciones de campo como de laboratorio.
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CUADRO 7. Diferencia en la respuesta de los cultivares UF-613 y UF-221 a la
infeccién con Phytophthora palmivora bajo condiciones de campo.*®

Afio Afio Afio Afio Afio Afio
Cultivar 59/60 60/61 61/62 62/63 63/64 64/65 Promedio
UF-613 6,08%% 4 19 9,73 7,87 5,31 9,88 7,17
UF-221 8,20 4,84 10,70 11,01 9,33 17,00 10,33

* .
Seglin observaciones hechas por Soria y Esquivel (36)
t 1]

Las cifras representan el porcentaje de frutos enfermos encontrados en cosechas
quincenales sucesivas, de 30 &rboles por cultivar.
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Con relacién a la distribucién de las sustancias fen61icas en el fruto de
cacao, se demostrd que la concentracién de las sustancias fenblicas en el fruto
disminuye significativamente a medida que se profundiza en la c8scara (Cuadro 2).
Estos resultados est&n de acuerdo con los encontrados por HILLIS y SWAIN (17) en
ciruelo, A igual conclusién llegé TURNER (38) quien encontrd que la actividad
del sistema polifenol oxidosa era mayor en los tejidos externos del endocarpio.
Seglin la clasificacién empleada por este autor, el endocarpio externo es equiva-
lente al tejido superficial (epicarpio) del fruto.

Otro aspecto importante de este trabajo es la confirmacién de la observacién
hecha indirectamente por TURNER (38) en el sentido de que el contenido de las sus
tancias fenblicas disminuye significativamente con la maduracién del fruto (Cua-
dro 3). Ademis, estos resultados concuerdan con los de HULME y EDNEY (19) en man
zano, HILLIS Y SWAIN (17) en ciruelo y GOLDSTEIN y SWAIN (12) en banano, nispero,
durazno y ciruelo. Cabe destacar aquf la relacién inversa que existe entre la
disminucién del contenido de sustancias fen8licas que ocurre con el desarrollo del
fruto de cacao y el incremento en la susceptibilidad a P. palmivora. Al respecto,
HULME (18) encontrd la misma tendencia cuando estudid la susceptibilidad de los

frutos de manzano a Gloeosporium perennans.

Sin embargo, no debe pensarse que a mayor concentracién de polifenoles debe
corresponder una mayor resistencia, pues no siempre.fs tal el caso. En soporte
de lo anterior puede aducirse el ejemplo del cultivar U§-22l, el cual, no obstante
ser mis rico en fenoles totales y orto-fenoles que el UF-29, es significativamente
" m&s susceptible a P. palmivora que éste. En efecto, las pruebas biolégicas reali-

zadas con las sustancias fen8licas presentes en los cromatogramas demostraron que
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muchas de ellas carecen de actividad fungitbéxica (Cuadro 4, Fig. 7). Consecuen-
temente, lo correcto es relacionar sdlo la concentracion de fendles biolbgica-
mente activos (manchas N 5, 6, 7 y 8) con el mecanismo de la resistencia.

La disminucidn de la resistencia de los frutos UF-613 y UF-29 que ocurri8
con la maduracidn, aparentemente se debid a la desaparicidn de las sustancias
fendlicas con alto poder fungitdxico y a la sintesis de nuevos compuestos menos
activos. Al respecto, las pruebas realizadas con lavados de las manchas de los
cromatogramas de frutos maduros (Cuadro 4) indicaron que solamente las nimeros
9 y 11 poseen alglin efecto inhibidor sobre la germinacién indirecta, pero fue-
ron inactivas sobre la formacidn del tubo germinativo de las zoosporas.
GOLDSTEIN y SWAIN (12) estudiaron las transformaciones que sufren los polifené-
les durante el desarrollo de los frutos de varias especies, incluso Theobroma
cacao, y concluyeron que el cambio se debe a la polimerizacibén oxidativa de
dichas sustancias que se lleva a cabo con el proceso de maduracidn.

Otro aspecto interesante es que el efecto inhibidor de las manchas N 5, 6,
7 y 8 no sd8lo se manifestd sobre la germinacién indirecta sino también en la ca-
pacidad de las zoosporas para emitir tubos germinativos alin después de estar 2
horas y media en las correspondientes soluciones. Por otra parte, la germina-
cidén de las zoosporas en las dem&s soluciones (manchas N2 1, 2, 3, 4, 9, 10, 11
y 12 en nada se distinguid de la que ocurrid en la solucibn testigo (lavado de
una tira del cromatograma sin manchas).

Con base en los resultados expuestos puede concl&irse que la resistencia de
ciertos frutos de cacao a P. palmivora est8 directamente relacionada con la pre-

sencja en el epicarpio de determinadas sustancias fenflicas, y que el efecto fun

P
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Los resultados obtenidos con las sustancias fen6licas conocidas demostraron
(Cuadro 6) que tanto el &cido clorogénico como la quercetina y la cianidina tie-
nen un alto poder inhibidor sobre la germinacién indirecta de P, palmivora. Al
respecto debe destacarse el hecho de que estas sustancias, al igual que las sepa
radas cromatogrificamente, actuaron de dos maneras distintas sobre las estructu-
ras reproductivas del hongo: una fue sobre la germinacidén indirecta y la otra so-
bre la formacién y desarrollo del tubo germinativo de las zoosporas. El &cido
clorogénico, por ejemplo, inhibi8 completamente la germiancidén indirecta a la
concentracién 2,0 mM, y no mostrd efecto alguno sobre la formacién y crecimiento
del tubo germinativo de la zoospora a concentraciones menores. En cambio, al ni
vel 2,0 mM la quercetina y la cianidina mostraron muy poca actividad sobre la ger
minacién indirecta. Pero inhibieron completamente la germinacién de las zoospo-
ras. En lo que al &cido clorogénico se refiere, estos resultados concuerdan con
los obtenidos por CHRISTIE (6) quien encontrd que dicha sustancia carece de efec-

to tdxico en el crecimiento del micelio de Phytophthora cactorum y Phytophthora

parasitica. Asimismo, JARVIS (20) halld que el &cido clorogénico y la D-catequi-

na no inhiben el crecimiento del micelio de Phytophthora fragariae Hickman, a una

concentracién 1,0 mM.
Finalmente, HULME y EDNEY (19) reportaron que la cianidina impidi6 en casi

ciento por ciento la germinacidn de las esporas de Gloeosporium perennas, pero no

mencionan la concentracidn.
Es interesante mencionar que en el transcurso de este trabajo también se in-
vestigbé el contenido de sustancias fenblicas en los tejidos lefiosos de la cdscara

del fruto de Theobroma mammosum. Los resultados (Cuadro 8) surgieren que en esta
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gitéxicc de éstas consiste en inhibir la germinacién indirecta o impedir que las
zoosporas formen tubos germinativos.

Este acerto encuentra respaldo en lqs resultados obtenidos por VALENTA y
SISLER (39) quienes hallaron una sustancia en extractos del tallo de la variedad
Piloy de frijol lima, la cual inhibe completamente la germinacién de las zoospo-

ras de la raza A de Phytophthora phaseoli Thaxter. Mé&s aﬁn,‘los citados autores

demostraron que la sustancia fungitéxica aludida era un &cido fenblico, y llega-
ron a la conclusién de que dicha sustancia constitufa el factor responsable de la
resistencia. FIGARI (10) también arribé a una proposicién.semejante tras estudiaf
la base quimica de la resitencia del follaje de caucho, cultivar IAN-710, al hongo

Dothidella ulei.

Ya se indicé que TURNER (38), SPENCE (37) y més recientemente PRENDERGAST y
SPENCE (31), estudiaron separadamente el problema de la resistencia del cacao a
P. palmivora en funcifn de la actividad enzimftica del sistema polifenol oxidasa,
Es curioso que no obstante TURNER (38) ;emostr6 que la actividad del sistema enzi-
mitico en discusién no confiere resistencia al cacao, SPENCE (37), y PRENDERGAST
y SPENCE (31) aln creen que i;.ﬁolifenol.oxidasa juega un papel preponderante den
tro del mecanismq de la resistencia. Sin embargo, debe afiadirse que PRENDERGAST
y SPENCE (31) también reconocieron la importancia que tienen las diferencias en
composicién fenblica de los distintos cultivares de cacao, por cierto ellos encon-
traron, por cromatograffa, que ciertas sustancias presentes en los tejidos resisten
tes no aparecfan en los susceptibles. Desafortunadamente para ellos, estos inves
tigadores no efectuaron la prueba biolégica de la capacidad fungit8xica de los
compuestos aislados y en consecuencia no pudieron descubrir la verdadega funcién

de las sustancias fenSlicas como factor determinante del grado de resistencia en

cacao.,
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especie las concentraciones de éustancias fenblicas totales y de orto-dihidroxi-

fenoles son superiores a las encontradas en cualesquiera de las 3 clases de fru-

tos de Theobroma cacao. No obstante ésto, y el hecho de que a estea especie se le

considera inmune a P. palmivora, en la presente investigacifén no se pudo detectar
los compuestos fenSlicos fungitéxicos que aparecen en los frutos de cacao. Por
lo tanto, antes de llegar a establecer el tipo de resistencia (ffsica o quimica)
en T. mammosum, deberfa efectuarse la prueba biolSgica para determinar la capaci-

dad fungit8kica de los polifenbles respectivos.

CUADRO 8. Concentracién de sustancias fenSlicas totales y de orto-dihidroxifeno
les en el epicarpio de frutos j8venes, intermedios y maduros de
Theobroma mammosum.

Frutos jévenes Frutos intermedios Frutos maduros

Fenoles Totales 26,0+ 12,4 10,8
Orto-dihidroxifenoles 18,0 8,4 17,0
+

Las cifras representan el promedio de 5 repeticiones y se expresan en mg/g de
peso fresco.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacidn se puede derivar

las siguientes conclusiones:

1.

3.

6.

Una explicacién mds adecuada del mecanismo de la resistencia del cacao a

Phytophthora palmivora es que el factor determinante lo constituye la suma de

las capacidades fungitéxicas de solamente algunas sustancias polifen8licas
presentes en los tejidos, y no el total de éstas.

No debe generalizarse y decir que a una mayor concentracién de sustancias fe-
nélicas corresponde una mayor resistencia de los frutos de cacao a P. palmi-
vora.

Existen grandes diferencias cualitativas y cuantitativas entre los cultivares
de cacao con respecto a las sustancias fen8licas de la c8scara del fruto.
Estas diferencias no s8lo dependen del genotipo, sino también del tejido y la
edad del fruto. Generalmente, el contenido total de polifenéles o de orto-di
hidroxifenoles es mds alto en el epicarpio de frutos jbvenes,

Algunas de las sustancias fenblicas del epicarpio de frutos j6évenes poseen un
alto poder inhibidor sobre la germinacién indirecta y la formacién y desarro-
llo del tubo germinativo de las zoosporas de P. palmivora.

Las sustancias fungitéxicas s8lo se encuentran en los frutos de los cultiva-
res resistentes o tolerantes.

Algunas de las sustancias fenblicas conocidas que se utilizaron en esta inves
tigacién (pero que ocurren en frutos de cacac), también tienen efecto inhibi-
dor sobre P. palmivora, y este efecto es independiente de la reaccién (pH) del
medio. En efecto, el &cido clorogénico y la quercetina inhiben fuertemente la

germinacién indirecta; ademés, la quercetina y la cianidina, inhiben poderocsa-
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mente la formacidén y crecimiento del tubo germinativo de las zoosporas; fi-
nalmente el &cido clorogénico es ineficaz al respecto y la D-catequina lo es
en ambos sentidos.

La determinacidén de las sustancias fenSlicas con actividad fungitéxica hacia
P, palmivora puede servir de base para el desarrollo de un método eficaz pa-
ra la seleccidn de cultivares de cacao resistentes a la pudricién negra.

El efecto de la reaccién del medio en la germinacién indirecta de P. palmi-
vora fue el siguiente: la germinacidn ocurre normalmente entre pH 4,8 y 11,2,
siendo el rango Sptimo de 5,5 a 9,1. Debajo de pH 3,2 y arriba de pH 11,8,

la inhibicibn es total.
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RESUMEN

Se investigl el mecanismo de la resistencia del cacao (Theobroma cacao L.)

al hongo Phytophthora palmivora (Butl.) Butl., el cual causa la enfermedad lla-

mada "mazorca negra del cacao". Se estudif el contenido y la actividad fungitéxi
ca de las sustancias fen8licas presentes en los tejidos de los frutos de los cul-
vares UF-613, UF-29 y UF-221.

Adem8s se investigd el efecto del pH y el poder inhibidor de algunas sustan-
cias inorgénicas y fenflicas conocidas, tanto sobre la germinacién indirecta como
sobre la formaciény crecimiento del tubo germinativo de las zoosporas de P. pal-
mivora,

Se concluyd que el mecanismo de la resistencia de los frutos de Theobroma
cacao es de naturaleza fisiolfgica, y que esta depende fundamentalmente de la pre-
sencia en el epicarpio de ciertas sustancias polifenSlicas especificas, parcial-
mente identificadas, con capacidad para inhibir la germinacién indirecta y la
formacién y desarrollo del tubo germinativo de las zoosporas de P. palmivora.

También se incluyd en este estudio la especie Theobroma mammosum, encontrén-

dose que los frutos de ésta son mds ricos en polifenbles totales y orto-dihidroxi

fenSles que los de Theobroma cacao.
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SUMMARY

The mechanism of the resistance of cacao (Theobroma cacao L.) to Phxtgghtho—

ra palmivora (Butl.) Butl., the causal agent of "black pod disease" was investi-
gated. The content and the fungitoxic activity of the phenolic susbstances pre-
sent in the tissues of the fruits from cultivars UF-613, UF-29 and UF-221, as
well as the effect of pH and the inhibiting activity of some known inorganic and
phenolic substances on the growth of P. palmivora were studied.

It was concluded that the mechanism of resistance of the pods of Theobroma
cacao to P, palmivora is physiological in nature, and dependes primarily
on the presence of certain specific, partially identified, phenolic substances in
the epicarp, which exhibit fungitoxic properties against both the indirect germi-
nation and growth of the germ tubes of P. palmivora zoospores,

The species Theobroma mammosum was also included in this work.

It was found that the fruits belonging to this species were richer in total

poliphenols and orto-dihydroxyphenols than the fruits of Theobroma cacao.



1.

2,

3.

5.

10.

11.

12.

- 42 -

LITERATURA CITADA

ANGEL, H. R., WALKER, J. C. y LINK, K. P, The relation of protocathechuic
acid to disease resistance in the onion. Phytopathology 20(5):431-437,
1930,

ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS. Official methods of analysis.
8th ed. Washington, 1955. p. 1luu,

BROWNLEE, K. A, Statistical theory and methodlogy in science an engineering.
New York, Willey, 1960. 570 p.

BYRDE, R, J. W., FIELDING, A, H. y WILLIAMS, A. H. The role of oxidized poly
phenols in the varietal resistance of apples to brown rot. In Pridham,
J. B,, ed. Phenolics inplant in health and disease. New York, Pergamon
Press, 1960. pp.95-99.

CHEESMAN, E. E. Notes on the nomenclature, classification and possible rela-
tionships of cacao populations. Tropical Agriculture 21(8):1u44-159,
1944,

CHRISTIE, T. The effect of some phenolic compounds upon the growth of two
species of Phytophthora. New Zeland Journal of Agricultural Research
8(3):630-635. 1965.

CUATRECASAS, J. Cacao and its allies., A taxonomic revision of the genus
Theobroma. U.S. National Herbarum Contribution 35(6):379-607. 1964,

DIMOND, A. E. Natural models for plant chemotheraphy. Advances in Pest
Control Research 6:127-169. 1965,

ECHANDI, E, y FERNANDEZ, C, E. Relation between chlorogenic acid content and
resistance to coffee canker incited by Ceratocystis fimbriata. Phytopa-
thology 52(6):5uh-546. 1962,

FIGARI, A, Sustancias fenblicas téxicas al hongo Dothidella ulei en hojas de
clones de Hevea brasiliensis. Turrialba 15(2):103-110., 1965.

FLOOD, A. E. y KIKHAM, D. S. The effect of some phenolic compounds on the
growth and sporulation of two Venturia species. In Pridham, J. B. ed.
Phenolic in plant in health and disease. New York, Pergamon Press, 1960,
pp . 81"‘85 ]

GOLDSTEIN, J. L. y SWAIN, T. Changes in tanins in ripening fruits.
Phytochemistry 2(4):371-383, 1963,



13,

14,

15.

16.

17.

18.

19,

20,

21.

22,

23.

2“.

- 43 -

GRIFFITHS, L. A. Phenolic acids and flavonoids of Theobroma cacao L. Sepa

ration and identification by paper chromatography. Biochemical Journal
70:120-125. 1958,

HALE, S, L., World production and consumption - 1951-1953. In Cocoa Choco-
late and Confectionery Alliance, Ltd. Report of the Cocoa Conference,
1953. London, 1953. pp.3-11.

HANSEN, A. J. Resistance and susceptibility of cacao types to Ph. palmivo-
ra. Cacao (Costa Rica) 5(1):11-12. 1960,

HATHAWAY, D. E. Plant phenols and tanins. In Smith, I., ed. Chromato
hic and eletrophoretic techniques. 2a ed. London, Heinemann, 1960,
PP. 308-354,

HILLIS, W, E. y SWAIN, T. The phenolic constituents of Prunus domestica.
II. The analysis of tissues of the Victoria plum tree. Journal of the
Science of Food and Agriculture 10(2):135-144%, 1959,

HULME, A. C. Societé francaise de physiologie végetale. Réunion du 15 fév-
rier, 1958, (Original no consultado; citado en Hulme, A, C. y Edney,
K. L. Phenolic substances in the peel of cox's orange pippin apples
with reference to infection by G. perennans. In Pridham, J. B. ed.
Phenolic in plant in health and disease). New York, Pergamon Press,
1960. p. 88.

y EDNEY, K. L. Phenolic substances in the peel of cox's orange pip-
pin apples with reference to infection by G. perennans. In Pridham,
J. B, ed. Phenolic in plant in health and disease. New York, Pergamon
Press, 1960, pp.87-94,

JARVIS, W, R. Growth of isolates of Phytophthora fragariae Hickman in the
presence of various polyphenols. Transactions B Etlsh Mycological So-
ciety u4(3):357-364. 1961.

JOHNSON, G. y SCHAAL, L. A. Accumulation of phenolic substances and ascorbic
acid in potato tuber tissue upon injury and their possible role in di-
sease resistance. American Potato Journal 3u4(7):200-209, 1957,

y SCHAAL, L., A. Relation of chlorogenic acid to scab resistance in

potatoes. Science 115(2997):627-629. 1952,

KUC, J. et al. Chlorogenic and caffeic acids as fungistatic agents produced
by potatoes in response to inoculation with Helminthosporium carbonum.
Journal of American Chemical Society 78(13):3123-3125. 1956,

LE TORNEAU, D. et al. Effect of some phenols and quinones on growth in vitro
of Vert1c1111um albo-atrum. Phytopathology 47(10):602-606, 1957.




25,

26,

27.

28,

29,

30.

3l.

32.

33.

34,

35,

- 4y -

LEE, SHU-FUNG y LE TORNEAU, D. Chlorogenic acid content and Verticillium
wilt resistance of potatoes. Phytopathology 48(5):268-274, 1958,

McLEAN, J. G. et al. Relation of histochemical tests for phenols to Verti-
cillium wilt resistance of potatoes. Phytopathology 51(2):84-89,
1961.

MEDEIROS, A. G. A new method to assess resistance of cacao to Phytophathora
palmivora (Abstract). In Conference Internationale sur les Recherches
Agronomiques Cacaoyeres, Abidjan, 15-20 noviembre, 1965. s.n.t. 1 p.
(mimeografiado).

MULLER, K. O. Studies on phytoalexins. I. The formation and the immunologi
cal significance of phytoalexin produced by Phaseolus vulgaris in res-
ponse to infection with Sclerotinia fructicola and Phytophthora infestans.
Australian Journal of Biological Science 11(3):275-300, 1958,

ORELLANA, R. G. Growth of Phytophthora palmivora of cacao in liquid media
containing cacao shell from different clones as a basis for assessement
of resistance. In Conferencia Interamericana de Cacao, 5a, Turrialba,
Costa Rica, 1954, Trabajos presentados. Turrialba, Costa Rica, Insti-
tuto Interamericano de Ciencias Agricolas, 1954. Vol. 1, seccién "Fito
patologfa", Doc. 29. 3p. (mimeografiado).

PATIL, S. S. et al. Relation of chlorogenic acid and free phenols in potato
roots to infection by Verticillium albo-atrum. Phytopathology S4(5):531-
535, 1964,

PRENDERGAST, N. W, y SPENCE, J. A. A contribution to the study of the resis-
tance of Theobroma cacao L. to Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. In
Conference Internationale sur les Recherches Agronomiques Cacaoyeres,
Abidjan, 15-20, noviembre, 1965. s.n.t. 12 p. (mimeografiado).

ROCHA, H. M. Cacao varieties resistant to Phytophthora palmivora. A litera-
ture review. Cacao (Costa Rica) 10(1):1-9. 1965.

SCHAAL, L. A. y JOHNSON, G. The inhibitory effect of some phenolic compounds
on the growth of Streptomyces scabies as related to mechanism of scab re-
sistance. Phytopathlogy 45(11):626-628. 1955,

SNEDECOR, G, W, Statistical methods. Iowa State College Press, 1965
534 p. ,

SORIA, J. y ESQUIVEL, O. Comparacién de plantas de estacas de injertos y de
semillas de seis clones UF - (Turrialba). Cacao (Costa Rica) 6(3):16.
1961.



36.

37.

as.

39,

4o,

41,

42,

- 45 -

y ESQUIVEL, 0. Niveles de infeccibén de Phytophthora palmivora
sobre cultivares de cacao en condiciones de campo. Fitotecnia Latino-
americana (Costa Rica) 3(1). 1966. (En prensa).

SPENCE, J. A. Black-pod disease of cacao. II. A study of host-parasite
relations. Annals of applied biology u49(4):723-734, 1961,

TURNER, P, D. Polyphenoloxidase activity in cacao selections showing varia
ble resistance to Phytophthora pod rot. Plant Disease Report u49(4):319-
321, 1965.

VALENTA, J. R. y SISLER, H. D, Evidence for a chemical basis of resistance
of lima bean plants to downy mildew. Phytopathology 52(10):1030-1037,
1962,

VALLE, E. On anti-fungal factors in potato leaves. Acta Chemical Scandina
via 11(2):395-397, 1957,

WALKER, J. C. y LINK, K. P, Toxicity of phenolics compounds to certain omion
bulb parasites. Botanical Gazete 96(3):u468-48U4, 1935,

et al. Further studies on toxicity of extracted onion juice. Journal
— of Agricultural Research 30(2):175-187.  1925.





