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Crecimiento y Esporulacion de Moniliophthora roreri en Diversas Fuentes
de Nitrégeno y Carbono!

ABSTRACT

The effect of different sources of N and C on vegetative
growih and sporelation, in wire, of Moniliophithora roreri,
causal agent of moniliasis disease of cocoa was investigated,
Nitrogen sources siudied were asparagine, aspartic acid,
proline, phenylalanine, urea, sodium nitrate and ammonium
chloride at conceatrations of 15, 75 and 150 mg N L™ ; C
sourees were maliose, ssecharose, luctose, ghecose, galactose,
xylose and arabinose at 0.2, 2 and 4 g C L', The fungus
produced the maximum colony diameter and the highest
sporulation arex with uyea at 75 and 130 mg N 1.7, whereas
the maximum spore density per em® and per colony was
observed with asparagine at 150 and 75 N L™ respectively.
In regard to N, it was found that the colonies of the fungus
M roreri attained maximum vegetative growth and the
greatest sporulation zone with urea af 75 mg and 150 mg of
N L7, while the greatest production of conidia per em® of
sporulation zone and per celony was observed with as-
puragine at 150 mg and 75 mg N L7° respectively. In regurd
to C, the greatest colony diameter and sporulation zone was
found with maltose 8t 2 ¢ C L7'. The number of conidia
produced with the sources of C were considerably tower than
the ones obtained with N sources,

INTRODUCCION

a moniliasis del eacao (Theobromea cacao L)
ataca fos frutos y reduce seriamente la produc-
cién El agente causal, Moniliophthore roveri, a
sido poco estudindo y un meior conocimiento sobre
su biologia permitiria complementar los estudios pa-
toldgico y epidemioldgicos necesarios para reducir las
pérdidas causadas por esta enfermedad

No se conogen las condiciones apropiadas de creci-
miento, i virro, asi como la composicidn de los subs-
tratos en el medio de cultivo nifa temperatura y lumi-
nosidad necesarios para una abundante esporulacion
En los medios de cultivo se debe suplir nutrimentos
esenciales como fuente de carbono vy nitrégeno en

1 Recibido para publicaein ¢l 26 de enero 1999,

* o Estacidn Experimental Fabio Baudrit, Universidad de
Costa Rica, Barrio San José, Aljucls, Costa Pica

*

% Prograimna de Mejoramicnto de Cultivos Tropiciles, CATIE,

Turrinlby 7170, Costa Rica

F Herrera® JJ Galindo™, C Ramirez#*

COMPENDIO

£l efecto sobre el crecimiento v esporulacion de coloniss
del hongo causante de la moniliasis del cacan, Voniliophihore
rorert de diferentes fuentes de Ny de C (ue estudiado in vitro.
Como luente de N se usaron: asparagina, dcido aspirtico, pro-
iina, fenilalanisa, ures, nitrato de sodio v cloruro de amonio
en dosis de 15, 75 v 150 mg de N L™ asi como fuente de C
fa maltosa, sacarosy, lactosy, glucosa, palactosa, xilosa y ara-
binosa en dosis de 0.2, 2y 4 gde CL ™ Con respecto al N
se encontrd gue las colonias del hongo M rorerd alcanzaron el
miximo crecimiento vegetative y la mayor dren esporulada
con urea a 75 y 130 mg de N L™ mientras que iz mayor
produccion de conidios por em® de irea esporuiada y por co-
lonia se observé con asparaginag a 150y 75 mg N L™ respec-
tivamente. Con relacion ai C, se enconird el mayor didgmetro
de las colenias ¥ de la Zoma esporulada con maltosa a
23 C L™, La produccidn de conidios con la fuente de C
fue marcadamente inferior a [a obtenida con lns fuentes de
N, posiblemente por el N limitante ea e} medio,

concentracion y tipo adecundos para optimizar el cre-
cimiento vegetativo v la esporulacion Dada la enorme
diversidad de los hongos no es posible hacer generalj-
zaciones sobre las condiciones de crecimiento (3)

Ll nitrdgeno es requerido para sintetizar ami-
nodcidos, proteinas, dcidos aucleicos, vitaminas y
aminoazicares (3, 12). Los hongos pueden utilizar el
nitrogeno en forma de nitratos, nitritos, amonio y
aminodcidos u otras moléculas orgidnicas comno las ba-
ses puricas o pirimidicas, sus precursores o productos
de su catabolismo. Aunque ia mayoria de los hongos
pueden utilizar estas fuentes con facilidad, algunos re-
quieren fuentes especificas de N {3, 1) Asi{ ningun
patron de wutilizacidn de N puede recomendarse parz
todos los hongos

Phillips ¥ Galindo (14), observaron diferencias en
el crecimiento micelial de M roreri con diversas fuen-
tes de N. Simonsen y Libesta (15) estudiaron la espo-
rulacion de Sistrotrema brinkmannii en 20 fuentes de
nitrégeno en concentraciones desde 0.005% hasta
(.25%, y observaron la mayor esporulacién con 4cido
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aspartico (0 023%), fenilalanina (0 1%}, prolina
{0.005%) y asparagina {0.01%). Moore-Landecker
(12}, informd que la asparagina permitia el mejor cre-
cimiento de los hongos, seguida de la glicina, dcido
glutdnico v dcido aspartico.

1a habilidad de los hongos de utilizar el carbono
en sus diversas formas varia mucho segin fa fuente de
carbono (12). La D-glucosa, D-fructuosa y D-manosa
son los monosacéridos que permiten el crecimicnto
del mayor niimero de hongos; de los disacdridos co-
munes son la maltosa, celobiosa, sacarosa y lactosa

(12).

Phillips y Galindo {14) observaron mayor creci-
mienio lineal de colonias de A roreri al aumentar la
conceniracién de sacarosa en el medio de cultivo base
a pH 65 e incubados a 28°C. En estudios simijares
Simonson y Liberta (15) observaron la mayor esporu-
lacion de S, Arinkmannii con sacarosa al 0.05% , mal-
tosa, xilosz, celobiosa al 0 1% y galactosa al 0 25%

Ef presente trabajo se realizd con el propésito de
conocer el efecto de diferentes concentraciones y
fuentes de C y N sobre el crecimiento y esporulacion
de M roveri, para seleccionar aguellas mds favorables
con el fin de incluirlas en medios de cultivo de uso ru-
tinario.

MAIERIALES Y METODOS

Para evaluar el efecto de varias fuentes de Ny C
sobre el crecimiento lineal y la esporulacion de Af
roreri, se utilizdé un medjo basal mineral, al cual se
agregd la fuente y concentracion en estudio. Ei medio
basal mineral ha sido empleado por Ko y Hera (10)
en estudios con Rhizoctonia solani (estado impesfec-
to del basidiomicete Thanatephorus cucumeris), al
cual se adiciond 01 g L™ de extracto de levadura
(14}, modificacion empleada en previas investigacio-
nes con M roreri Los componentes del medio basal
mineral son en g L™ K,HPO, 1;MgS80,.7H,0 05,
KCL 0.5 FeSU, TH,0 (10 mg), ager 20, glucosa 5 (o
las diferentes fuentes y concentraciones de carbono)
y extracto de levadura O}, En una primera fase de]
experimento se evaluaron siete fuentes de N, a saber
asparagina, dcido aspdrtice, proling, fenilalanina, urea,
nitrato de sodio y cioruro de amonio a 13, 75 ¥
150 mg N L™ En un segundo experimento, se eva-
luaren las fuentes de C: maltosa, sacarosa, galactosa,
glucosa, arabinosa, xilosa, lactosa a tres concentracio-
nes 04,2y 4gdeC L™ ademds se incluyd un tes-
tigo sin C y otro con Cdeglucosaa 1.5¢ L™ ElpH
de los medios esteriles se corrigid 2 6.5 con NaOH 0.1
N esteril. Se agregaron 25 ml de medio a platos de
Petri. Cada plato fue inoculado al centro con un dis-
co de 5 mm de didmetro obtenido de la periferia de
colonias del hongo A rorerd (aislamienta 873) de 15
dias de edad Los cultivos se incubaron por 16 dias

2 25°C y luz continua de 50 lumen m? en una incuba-
dora modelo 805 (Precision Scientific Co, Chicago,
Estados Unidos de America)

El disefio experimental fue de irrestricto al azar
iguaimente repetido (6 veces) con arreglo factorial
7 x 3y un tratemiento adicional. Cada unidad experi-
mental consistié de un plato Petri, Se evaluaron las si-
guientes variables: didgmetro de las colonias y didme-
tro de la zona esporulada. En ambos casos se tomarom
las lecturas cada 48 horas a partir de} momento gue
aparecid ¢l crecimiento vegetativo y la zona esporula-
da. Para determinar el numerce de conidios por em®
se tomé un disco de § mm de didmetro del centro del
radio de la zona esporulada de cada colonia y se depo-
sitd en un Beaker de 50 mi con 10 mi de solucion
Tween 80 al 0.001%, se agitd durante 5 min. ¢ inme-
digtamente despuds se colocé una muesita en un
hematocimetro para contar los conidios de acuerdo a
ia metodologia descrita por French y Herbert (7).
Ademds se determind el nimero total de conidios por
colonia. Otras observaciones cualitativas que se anota-
ron cada tres dias fueron la forma, color y zonacién
de las colonias.

RESULTADOS
Efecto de las fuentes y de las dosis de nitrGgeno

Didmerro de las colonias ¥ la zona esporulada

Se observaron diferencias significativas en e} did-
metro de las colonias y de la zona esporulada segin
la fuente de N, dosis y tiempo de incubacién, al igual
que las respectivas interacciones. En todos los trata-
mientos el didmetro de las colonias aumenté con el
tiempo de incubacién, mientras que el didmetro de
la zona esporulada siguid este comportamiento s6lo
er: las fuentes de N, urea, asparagina, dcido aspdrtico
y cloruro de amonio (Cuadso 1)

Fn los medics con ures, e} mayor didmetro de las
colonias se observé a partir de los siete dias de incu-
bacién mientras que con la asparagina y dcido aspdrti-
co (75 mg N L™") solo superaron el tratamiento sin N
a partir de los 13 dias de incubacion. El desarrollo de
la zona esporulada con urea, asparagina, dcido asparti-
¢o y cloruro de amonio fue mayor que en el trata-
mignto sin N, a partir del novene dia de incubacidn
Con ¢l resto de las fuentes y dosis de N el didmetro de
ias colonias y su zona esporulada fue similar o menor
al obtenido en las colonias que no recibieron nitrége-
no (Cuadro 1).

A los 16 dias de incubacién el didmetro mdximo
de las colonias y Iz zona esporulada se obtuve con
urea, y los mismos aumentaron conforme se aumento
la dosis de N. Les siguieron en crecimiento las colo-
nias que crecieron en medios con 75 mg de N L™ co-
mo asparsgina o dcido aspdrtico {Cuadro 1).
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Cuadro 1. Efecto de fuentes y dosis de N sobre el crecimiento y esporulacion de Moniliophthora roreri en medio de cultivo solido.

Didmetro’ (mm)

Fuente N Produccion
g™ Colonia Zona esporulada todal

conidios X10¢

Utrea 15 73 52 76.8 de
75 75 62 4077¢
156G 78 67 16024D

Asparsging 15 61 29 72 4 de?
15 66 54 §12990a
150 54 48 944 3 b
Acido Aspartico 5 18 27 i55¢
75 67 52 231.2d

150 56 40 143 3 de
Claruro de amonio i5 (3] 33 27¢
75 50 39 00¢
150 55 44 9.0¢
Profing i3 54 26 33e
15 52 23 132e
150 42 i8 12e
Nitriato de sodio i5 27 iy 0de
75 43 2z 0be
150 48 24 lle
Fenilalanina i5 33 id 29
75 35 t3 82e
150 31 17 80¢
Medio bisico? 0 49 17 09e

| Datos tomados & los 16 dias de crecimiente Promedio 6 rep.

2 p L7 (K, HPO, 1:MgSO, - 7TH,0 0§, KCL G5, FeSO, - TH, O (10 mg), agar 20, glucosa 5 y extracto de levadura 0 1)

3 Promedies con [z misma fetra no presentan diferencias significativas entre si, segun Ia prueba de Dunean (P: 0 05)

Produccion de conidios

La mayor produccidn de conidios por cm?® de drea
esporulada (545 millones) se obtuvo en las colonias
que recibieron 150 mg L™ seguido de 75 mg L7
(34 .6 millones) de N de asparagina. Cuando se aplicé
150 mg L™ de N como ured, en contrasie se obtuvo
para el mismo paramétro 26 7 millones y en las cola-
nias crecidas en ausencia de N se obtuvo apenas 0 3
millones por cm? de drea esporulada {Cuadro 1).

Al analizar la produccidn de conidios por colonia,
el comportamiento de las diversas fuentes de N varid
ligeramente, la mayor produccién de conidios corres-
pondié a la asparagina 75 mg N L™ con 1 299 millo-
nes, seguido de la asparagina y urea (150 mg N L™
con | 000 y 944 miliones, respectivamente. La mayor

produccion de conidios por coloniz se obtuvo con la

asparagina a 75 mg N L™ posiblemente debido a una
mayor drea esporulada (Cuadro 1),

Descripcion y morfologia de las colonias

En las colonias que recibieron asparagina, urea y
dcido aspdrtico, la zona de esporulacién se inicid con
formacion de tejido estromdtico dense y blanco in-
tenso que fue oscureciéndose hasta tornarse pardo
ciare, rodeada de una zona amarilla clara con cierta
tonalidad rosada y un borde blanco poco denso.

Con fenilalanina, prolina, nitrato de sodio, cloruro
de amonio y en el testigo sin N, el crecimiento mice-
lial fue iento, la zona esporulada fue rala, de bordes
indefinidos y color pardo amarillento

Turrialba Vol 39, Na. 4, 1989, pp. 429-434
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Efecto de la fuente y dosis de carbono

Didmetro de las colonias v la zong esporudads

L crecimiento de las colonias y ia zona exporula-
da varid segin la fuente de C, dosis y tiempo de in-
cubacion

Se alcanzo el mdximo crecimiento de las colonias a
partir del sexto dia de incubacidén en el medio con
25 L7 de C de maltosa. En los tratamientos sin car-
bono ef didmetro de las colonias fue similar al obteni-
do en ei resto de los tratamientos, excepto lactosa,
con la cual el hongo M. roreri no esporuld {Cuadro 2)

Cuadro 2,

Produceion de conidios

No se observazon diferencias significativas entre
fuentes y dosis de C, aunque las colonias que recibie-
ron maltosa mostraron una mayor tendencia a una
mayor produccion de conidios

El inicio de la esporulacidn varid entre fuentes de
C. Con glucosa se inicid al sexto dia, con arabinosa,
galactosa, maltosa, sacaross v xiosa 2 los 8-9 dias y
con lactosa no hubo esporulacién

Marfologia colonial

fn general al inicio el micelio fue hialino y ralo,
posteriormente en la parte central se definié el tejido

Efecto de fuentes y dosis de C sobre el erecimiento y esporulaeion de Moniliophthorg roreri en medio de cultive solido.

Biametro' (mm)

Fuente C Produccion
. Colonias Zona esporulada total
glL™ P conidios X 10°
Maitosa 04 54 28 9.5a%
2.0 74 31 16a
40 &0 23 630
Sucrosa 04 42 3 63b
10 49 19 4.3 be
4.0 49 23 6.3b
Galactosa 04 [ 15 27 cd
20 40 18 39he
4 0 37 I6 31cd
Glucoss 04 47 18 36 be
20 36 19 4 4 be
4.0 28 (I3 27cd
Azrabinosa 0.4 38 19 43 be
2.4 19 18 3.9 be
40 34 14 13 ede
Kilosu 04 34 15 27cd
20 31 13 2.0 cde
40 19 10 1 2de
Lactasa 04 19 0 00e
20 16 ¢] 00e
40 15 0 00e
Medio bisico? - - i7 3.4 cd

| Datos tomados a los 16 dias de erecimicnto. Promedio & rep.

2 g L7V (K,HPO, 1:MgSO, » TH, 0 05 KCL 0 5, FeSO, - TH, 0 (10 mg), agar 20, giucesa 5 v extracto de levadura 0 1)

3 Promedios con la misma letza no presentan diferencias significativas entre sf, segin la prueba de Duncan {P: 0 05).
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sstromdtico de aspecto denso y de color blanco. Al
transcurrir la incubacidn se tornd pardo claro v luego
se oscurecid conforme se producian y maduraban los
conidios. En las colonizs que recibieron lactosa, el mi-
celio no presentd el crecimiento circular tipico, sino
que crecié ramificadamente sin llegar a unirse entre
si

DISCUSION

Fos resultados muestran que M roreri es capaz de
utilizar diversas fuentes de C ¥ N en medios de cultive
de manera diferencial al igual que otros hongos
(3, 12). En términos generales la demanda de N de-
pende en gran medida de la fuente de C (D-glucoss)
utilizable para los hongos (3}, En los medios se agregé
poco (0.1 g L'7') extracto de levadura, como fuente
de aminodcidos y de vitaminas (1) Este complemen-
t6d el N C y vitaminas en los medios en los cuales se
gvaluaren las diversas fuentes de N, pero fue ia unica
fuente de N al probar las fuentes de C. El extracto de
levadura tiene 43%de N de aminodcidos (1), ast en
este dltimo caso concentracion de N fue menor pero
suficiente para dilerencias del patrén de utilizacion de
los carbohidratos

Il crecimiento de los hongos se debe evaluar prefe-

riblemente mediante el peso seco y ¢l contenido de N
o de proteinas (2, 4} Sin embargo se acepta, por re-
producible, répido y no destructivo, Iz medicion del
crecimiento radial de ios hongos en medios solidos
(2.3, 4} En realidad el crecimiento de las hifas es
exponencial v el crecimiento lineal de las colonias se
debe a la ramificacién de las mismas

En cuanto a la utilizacidn de las fuentes de N es
importante tomar en cuenta fa relacidn Cf/N puesto
que la misma puede influir en el patron de esporula-
cion {13) Esta varid, sin tomar en cuenta el aporte de
N del extracto de levadura de 333/]1 a 33 3/1 Gene-
ralmente se estima que las condiciones que favorecen
el crecimiento vegetativo no son las mismas que favo-
recen el crecimiento reproductive (3, 9) De esta ma-
nerz el aumento de la esporulacion, que se dio confor-
me se aumenio la concentracion de fuentes de N que
se utilizaron con eficiencia (asparagina), no parece de-
berse a un deterioro del status nutricional del medio.
sino mds bien a {2 posible produccidn de moridgenos
en ef micehio viejo de Iz colonia tal como se ha repor-
tado para otros hongos (11) La mayoria de los ami-
nodcidos son absorbidos como tales; una vez absorbi-
dos son metabolizados para formar otros aminodcidos
por transaminacién. A su vez los mismoes pueden ser-
vir como fuente de carbono al acoplarse los dcidos
orgianicos derivados al ciclo de Krebs {3)

La concentracidn de un substrato indujo un comn-
portamiento diferente de M roreri Por ejempio la

urea como fuente de N, favorecio mds el crecimiento
vegetativo que la formacidén de esporas, lo cual tam-
bién se ha observado con otros hongos (12).

El mayor crecimiento vegetativo con esta fuente
puede deberse a su rdpida hidrolisis por la enzima
ureasa, de amplia distribucién en les hongos, a amo-
nio, formula de muy rdpida utilizacidn por los hongos
(12} Esto fue en parte confirmado por los tratamien-
tos con cloruro de amonio en los que ef hongo crecid
de manera semejante, aunque en menor cuantia, no
asi cuando se agregd al medio de cultivo nitrato de so-
dio. Sin embargo no es facilmente explicable ia dife-
rencia entre la urea y el cloruro de amonio, al menos
que el NH," haya bajado el pH a niveles mds bajos
gue la urea (3). En el presente trabajo no se cuenta
con evidencia experimenta! sobre el pld final resultan-
te de la utilizacién de este y ninguno de los sustratos,
le cual limita fa interpretacidn de los resultados. Ei
nitrato para ser asimilado requiere de la accidn de ia
enzima nitrato reductasa {asimilatoria) (3) y ademads
es un proceso que consume energia, io cual podria
explicar el menor crecimiento del hongo Fsta carac-
teristica respalda la posibilidad que el mismo perte-
nezca & los Basidiemicetos, segin lo propone Evans (6),

La asparagina favorecio el crecimiento vegetativo y
la produccién de conidios que confirma los resultados
de Phillips v Galindo {14), quienes observaron un ma-
yor crecimiento lineal de M roreri al aumentay fa do-
sis de cloruro de amonio y asparagina. Esta ultima,
junto con el deido aspdrtico se mencionan como exce-
fentes fuentes de N para los hongos (3, 12) Simonson
y Liberta (15) también encontraron alta preduccién
de esporas en el Basidiomicete S brinkmannil gl usar
asparagina al 0 01% como fuenie de N

Con respecto al C, los resuitados supieren que el
hongo respondid mds a la fuente que a ia dosis de C,
lo que coincide con observaciones realizadas en otros
hongos (8, 12} Tanto el ¢crecimiento vegetative como
la esporulacién fueron menores en comparacion a [os
obienidos con las diversas fuentes de N posiblemente
porque ei crecimiento se vid limitado porel N y no
por el C, pues la cantidad de N en el medio basal, co-
mo extracto de levadura, fue relativamente baja. Ade-
mds posiblemente fa diversidad de los aminodcidos y
oiras moléculas orginicas disponibles en el extracto
podriz no ser de tan rdpida asimilacidon como una
fuente unica, yz sea un aminodcido o el cloruro de
amonio. Esta explicacién es atractiva pues las relacio-
nes C/N tearicas en este medio fueron similares a la
relacion C/N en los medios donde se evaluaron las
fuentes de N {a fas menores dosis) v con glucosa co-
mo fuente de C, donde hubo una esporulacidn mayor.
Sin embargo fue posible establecer la utilizacion dife-
rencial de las diferentes fuentes de € por el hongo
Por ejemplo, la maltosa fue la fuente de carbono que
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permitid el mayor crecimiento micelial, drea esporula-
da y tendencia a una mayor produccion de conidios,
que coinciden con las observaciones de Phillips y
Galindo (14); por otro lado la lactosa no parece ser
utilizada por el hongo

El menor crecimiento vegetativo de M roreri en
presencia de glucosa con respecto a la maltosa vy la sa-
carosa es un resultado no esperado, pues la glucosa es
de mds fdcil asimilacion ya que su utilizacion no re-
quiere de la accion de enzimas hidroliticas

La esporulacion fue mejor cuando se probaron las
fuentes de N que las de C, pues en el primer caso exis-
tia una buena fuente de C, glucosa en el medio base
En el segundo caso el nutrimento base fue el extracto
de levadura en concentracidn limitada v los cultivos
posiblemente se vieron limitados por el Ny C en &l
caso que la fuente de C no se utilizd. Esto no impidié
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Budwood Deterioration and Germplasm Transfer in Theobroma cacao!

ABSTRACT

Propagation failures at the cacao quarantine facility in
Miami prompted study 1o defermine the causes. Fungi were
isolates from budsticks from CATIE, Turriaiba, Costa Rica,
Various treatments of budsticks were applied at CATIE and
Miami, and buds were placed in rootstocks in Miami, CATIE,
and Gainesvilte. A low percentage of buds survived in Miami
and Gainesville for two months, and only 22% survived at
CATIE, The five most common fungi associated with cacao
budsticks were: Bofryvodiplodia. Theobromae, Fusarium de-
cemcellulare, Fusarium oxysporum, Pestaloriopsis ssp., snd
Phomopsis spp. Certain fungi were found to be residents of
the woody vascular cylinder of spparently healthy cacao.
Fungi within and on cacao  budsticks become active as @
result of moisture loss by budsticks folowing their removal
from donor trees, En as few as two days, certain fungi invaded
the woody vascular cylinder, Moisture loss from budsticks
can be reduced or delayed by applying moiten paraffin to
the ends of budsticks and to the petiofe stubs if they remain
attached. Petioles should be cut to remove feaves F0-15 days
nefore removing budsticks from donor trees. If patch or chip
buds cannot be used, the side vencer graft resulted in high
survival of germplasm,

INTRODUCTION

ermplasm of TFhevbroma cacao b collected
in its center ol origin, the Amazon Basin, i
moved to quarantine or to germplasm collec-
tions where it is propagated by budding or grafting
for conservation and eventual use for cacaec improve-
ment. Clonal accessions are transferred by air ship-
ment to quarantine facilities as budsticks, 20-30 c¢m,
that are hardened stem pieces with stem diameters of
0.5-1.0 ¢m with dormant buds in leafl axils [Plate 1,

(4N

Guidelines for the sale movement of cacao germ-
plasm have been published (2). Following arrival
at the destination, propzgation of the germplasm is
by grafting or budding to a rootstock plant Thus,
propagation of cacao germplasm from its collection in
the wild, eniry into quarantine, establishment in
germplasm collections, and iis increase for various
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Luas fallas en las lubores de propagacion, ocurridas en fa
estacion de cuarentena de cacao localizada en Miami, Florida,
indujeron a estudiar fag causas de tales fallas, Para elio, se
aistaron algunos hongos obtenidos de estacas procedentes del
CATIE, Turrialba, Costa Riep. Se establecieron varios trafa-
mientos experimentales tanto en CATIE como en Miami; se
eolocaron yemas en portainfertos en CATIE, Miami v Gaines-
ville, Florida. Un bajo porcentaje de yemas sobrevivieron en
Mizmi y en Gainesville y solamente el 225 en CATIE. Los
cinco hongos mds frecuentemente asociados con yemas injer-
tadas fueron: Borryodiplodio, Theobronmae, Fusarium deceni-
ceflulare.  Fusarium  oxysporun,  Pestalotiopsis  sp., ¥
Phomopsis sp. Algunos bongos estaban localizados en el cilin-
dro vascular leftoso y en el portainjerto se reactivan como re-
sultado de In pérdida de humedad de las estacas portainjertos,
af ser separadas de fos drboles donantes. En periodos tan cor-
tos como dos dias, algunos hongos invadieron ef cilindro vas-
cular lefioso. La pérdida de humedad en el portainjerto puede
ser reducida o demorada con fa aplicacion de parafina derreti-
da a los cortes del portainjerto y & las porciones de los pecio-
los que pudieran haber quedado adheridos; estos debieran ser
podades para remover las hojas, 10 & 15 dias antes de cortar
las estacas portainjertos de los drbotes donantes. 5i no se pue-
den utilizar yvemas en injertos de escudete o bien en injertos
de aproximacion, se comprobd que el injerto de cufia Interal
fue eficaz en preservar el germoplagma deseable de cacao,

purposes is dependent on vegelative propagation by
budding or grafting. Occasionally clones of cacao
have been moved 1o quaraniine as rooted plants (1),
but this practice is hazardous from the standpoint
of the movement of pathogens, and is discouraged for
transler of germplasm (2)

Low percentages (5% ) of survival of cacao clanes
from Ecuador, after attempted propagation in
England, caused serious concern (1) Likewise, perm-
plasm received at the cacao quarantine facility of the
United States Department of Agriculture, Subtropical
Horticulture Research Station, Miami, Florida, also
had low rates of survival (personal commurication
from P K Soderholm} Budslicks received appeared
healthy, and were grafted onto roofstock plants of
various age and in various growtl stages. Connection
of grafts with rootstocks appeared to take place, but
often the entire graft died and {fungal growth develop-
ed on its surface, indicating that fungi were associated
in some way with the failures of propagation. Accord-
ing to Wellman (9), there are niore than 100 patho-
gens associated with diseases or disorders of cacao,
but deterioration of cacao budwood was not includ-
gd. Purdy and Soderholm {3) reported thatl five
fungal species were associated with budwood that
falled to become established on rootstock plants The
fungi they mentioned were also among the more than
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80 fungi associated with cacao that exhibited die-
back symptoms (8) Turner described the many
stresses to which cacao is subjected that are in some
way related to die-back, and concluded that it is not
so much the resistance of the trees to fungal infec-
tion but resistance to those conditions under which
they {the trees) become susceptible and predisposed
to attack by fungi Cacao die-back is a stress-related
syadrome resulting from various stresses, and with
which many difterent fungi are associated

Cacao germplasm is transferred a) from natural
habitats to a coilection site, b} from germplasm
collections to quarantine, and ¢} fiom quarantine to
various sites for reproduction Local transter of clonal
plant materials for vegetative reproduction alse falis
under the broad definition of germplasm transfer, but
most often the removal from donor trees to grafting
or budding to rootstocks is minimal, usually the same
day (4)

Soria {7) cited the short visbility of budwood as
the “‘greatest difficulty” associated with germplasm
coliection, because budwood may die if too much
time elapses between its collection and application to
a rootstock plant When budsticks are removed from
donor trees they immediately beging to lose moisture
from the exposed cut surfzces. This is compounded
by the removal of leaves resulting in moisture loss
through the petiole stubs that arve attached to the
budstick If the cut ends of budsticks are dipped into
molten paraffin, moisture toss may be slowed Never-
theless, when budsticks are removed from the donor
trees they are subjected to the most serious moisture
stress possible, yet the budwood is expected to
survive

Budwood deterioration, like cacao die-back,
appears to be a stress-reiated syndrome, and stresses
{o which budwood are subjected seem to predispose
it to fungi that destroy its viability Purdy end
Soderholm {3} demonstrated that species in five
genera of fungi were associated with dying or dead
budwood  In research reported here, additional fungi
have been associated with cacac budwood, and proce-
dures o prolong budwood viability and increase
propagation success are presented

MATERIALS AND METHODS

Experiments to identity the cause of budwood
deterioration included treatments applied at CATIE,
Turrialba, Costa Rica, and at the US Department
of Agriculture, Subtropical Horticulture Research
Station, Miami, Florida For experiment 1, treat-
ments were: a) Benlate + Dithane M-45 (1:10)
applied to budsticks as an undiluted dust; b) Kocide
101 applied undiluted as a dust; ¢) an antisensscent
chemical (aminooxy acetic acid, 9 01 M and 0 001 M)

in which budsticks were soaked for 30 minutes Non-
treated UUF 29 was the control

For experiment 2, Benlate + Dithane M--45 was
applied as in experiment I Bayleton was applied to
budsticks as 2z dust. Budsticks were sosked for 30
minutes in  an antisenescent growth-promoting
mixture consisting of 50 mg indole butyric acid;
25 mg 1-phenyl-3--methyl—5—pyrazolone; 10 mg
streptomyein suifate; 50 g sucrose; 50 mg spermine,
dissolved in one liter water An additional treatment
included in experiment 2 was girdling of budwood
five and 15 days belore its removal from the donor
tree. Budwood of SCA 6, SCA 12, and UF 29 were
included in experiment 2 as controls

Hardened budsticks of UF 29 were cut from irees
in the field at CATIE, leal petioles were cut about
035 cm from the slem, and treatments were applied
in the field immedistely, and after one hour in the
laboratory One set of budwood was carried to Miami
as cabin baggage and the treatments were applied at
the cacao quarantine facility in Miami. in addition, a
duplicate set of untreated budwood was mailed to
Miami. and treatments were applied after its arrival,
Ends of budsticks were dipped in a mixture of molten
paralfin and bee’s wax, wrapped in damp newspaper,
and placed in a plastic bag for transport to Miami
Budwood that remained at CATIE was treated,
wrapped in newspaper, and placed on the laboratory
bench for seven days Propagation of treated bud-
wood at CATIE was by patch budding and grafting,
whereas at Miami only 2 wide-angle approach graft
was used

Isolation of fungi associzted with the budsticks
was done a) in the field immediately after treatments
were applied, b} in the laboratory about one hour
after treatment, ¢} in Miami, and d} in Gainvesville.
Small pieces of budsticks were surfnce-sterilized by
immersion in 70% ethyl alcohol for two minutes,
followed immediately by immersion in 5% sodium
hypochlorite for 10 minutes, and then the freated
stem pieces were allowed to dry under sterile paper
towels One end of treated budsticks about {-2 mm
thick was removed, and then cross-sections (0.5 mm
thick} of stems were cut and placed on 1 5% wate;
agar slants in screw-top vials that were transported
to Gainesville for ideatitication of the fungi Similar
isolations were made in Miami

The alcohot treatment was eliminated for sub-
sequent experiments and budsticks were surface-
sterilized by immersion in 10% chlorox for 10 mi-
nutes, and then rinsed twice in sterile deionized
water To determine if fungl reside in the woody
vascular cylinder of cacao, budsticks were immersed
in 10% chiorox for 10 minutes after which the soft
cortical tissues were removed; the remaining woody
vascular cylinder was immersed in 10% chlorox for
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10 minutes, and then rinsed twice in sterile deionized
water. One end of surface-sterilized budsticks, or
woody vascular cylinders. was removed and thin
cross-sections were then cut and placed on the isola-
tien medium Three vr more budsticks of each treat-
ment, or clone, were sampled by placing three to four
cross-sections on the isolation medium There were
five replicates for exch budstick

Isolation media were | 3% water agar. and a selec
tive medium of potato dextrose agar, streptomycin
sulfate, tergitol NP--10. and chlorotetracycline
(PDASTC). Fungi that grew from the tissuc pieces
were transferred to PDA for later identification

The bark of budsticks several days old adhered
tightly to the weod and patch buds could not be
used in Miami, so the angled approach graft was used
i experiments 1 and 2 The advantuge of a side
veneer graft (10) over the angled approach graft was
demonstrated and the technigue was adopted.
Initialty, side veneer prafls were wyapped in clear
plastic grafting tape. but emerping buds had dilticulty
in growing if the tape was not removed {rom directly
over the bud This problem was selved by using bud-
ding rubbers to wrap the grafted stem plece, making
certain that the bud was not covered by the budding
rubber. The rubber-wrapped gralt was then covered
with tightly-wound parafilm that deteriorated in
about two to three weeks so that the bud could
emerge and begin growth The budding rubber was
removed later.

Propagation attempts in Miami with budsticks
with origins in the vicinity of Belem, Brazil. Aparta-
do, Colombia, and Port of Spain, Trinidad resulted in
only a 10% success rate Isolations as described were
made {rom these budsticks and from budsticks of
rine clones in Gainesville fram the caczo germplasim
collection at Mayaguez, Puerto Rico

To determine if certain fungi isolated from bud-
wood could invade the vascular cylinder of cacao, sec-
tions of cacao stems from trees prowing in a green-
house in Gainesville, with the leal petiole cut about
0.25 te 0.5 om from the stem, were inoculated with
five fungi isolated from cacac budwood The cacao
stem pieces were placed in paper troughs and covered
with suspensions of spores and mycelium of Botryo-
diplodia theobroinge, Fusarium decencellulare, Fusa-
riunt oxysporum, Pestalotiopsis spp., and Phomopsis
spp that had grown on PDA  After 20 minutes, the
stem picces were removed from the suspensions and
wripped immediately in moist sterile paper towels,
placed in a plastic bag, and kept on the laboratory
bench at 22-25°C TIsolation was alter 0, 2,4, 8, and
16 days on PDASTIC from non-surface-sterilized
stems, surface-sterifized stems with the cortex in
place, and twice-sterilized stems with the cortex
removed

RESULTS

All budwood in experiment | grafted in Miami
failed to survive, whereas 22% survived in Turrialba
Also. 73% of patch buds from budwood in experi-
ment 1 survived in Turrialba, Patch buds were not
used in Miami. There seemed to be greater survival
with the application of Benlate + Dithane M-45
and girdling five or 15 days before removal of bud.
wood from the tree But only 12%of prafts in Miami
and 10% of those in Gainesville survived for only two
months No treatment was any better than any other
with respect to survival of budwood grafted in Miami
Undiluted Kocide 101 applied to budsticks as a dust
wits phytotoxic

From the dead and dying grafts in experiment 1
and 2, fungi in 15 genera were jsolated, and in des-
cending order of [requency of isolation they were:

Pestalotiopsis Colletotrichum
Phomoprsis Torula
Fusarium Crleocladium
Botryodiplodia Gleosporium
Paecilomyees Stilhum
Verticilliem Staclivbotrys
Anthromyces Sphaeropsis
Trichoderna

Botryodiplodia isolates [it the description of B
theobromuae, and several solates of Fuserium were
identified to species: F  decemcellulare, F grami-

nearum, Fononiliformae, Foxysporum, Fsubglu-
thans, and F semilectorum

A total of 60 budwood pieces of fow clones
received in Miami [rom the vicinily of Belem. Brazil
were sampled for fungi The most frequently isolated
funpus was Botryodiplodia theobromae from 31 bud-
sticks pieces, followed by Fusarium spp. from 21,
Diplodia spp. from nine, Plomopsis spp. ltom three,
and Aspergillus spp., Pestalotiopsis spp , and Tricho-
derria spp. each from one budstick Al budsticks were
very dry, and were rotled badly on the ends and
nodes Nodal rot presumably developed through the
basal portions of the peticles that were attached to
the budwood when it was packed for shipment

kight TSH clones from Trinidad to Miami failed to
survive following grafting to rootstock plants Almost
pure cultures of Botryodiplodia theobromae develop-
ed from “wood only,” chlorox, and nonsterilized
treatments of {our clones {TSB 654, TSH 728, TSH
1082, and TSH 1188). The other four clones develop-
ed no growth from the “wood only™ freatment, but
several unidentififed fungi developed from the other
lreatments

Botryodiplodia theobromae was isofated 32 times,
and Fusarium spp were isolated seven times from the
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woody vascular cylinder from budsticks of five clones
collected at the Tulenapa Experiment Station of the
Instituto Celombiano Agropecuario near Apartado.
Colombia Other fungi isotated from cross sections
that retained cortical tissues were Gleosporiunt spp ,
Virgrospora spp. . and Tricloderma spp

Budsticks of nine cacao clones in the Cacao Germ-
plasm Coliection in Mayaguez, Puesto Rico were
transported to Gainesville where species in 12 genera
of fungi were isolated from nonsterilized, surface-
sterilized with cortex, and surface-sterilized after the
cortex was removed. Pesialotiopsis spp was isolated 11
times from woody vascular vylinders, 33 times from
the surface-sterilized treatment with the cortex in
place, and only nine times from nonsterilized bud-
wood In conatrast to the fungal residents of budwood
from other locations, Botryodiplodia theobromae was
isolated two times each from woody vascular
cylinders and the surface-sterilized trestments, and
once from nonsterilized budwood Fungal genera in
descending frequencies of isolution were: Pestalo-
tiopsis, Trichoderma, Fusariuni, Riiizopus, Peni-
citlium, Aspergillus, Ceplilosporium, Botryodiplodia,
Bhoma, Phomopsis, and Nigrospora

Four of the five {ungi applied to stem pieces of
greenhouse-grown cacao trees invaded the woody
vascular cylinder in ealy four days after inoculation
These fungi, B8 theobromae, F. Decemcellulare, F
oxysporum, and Phomopsis spp ., were also isolated
after eipht and 16 days However, it is most interest-
ing that Pestalotiopsis spp. did net invade the vascular
eylinder even after i4 days, but as with the other
four fungi, it was isolated from surface sterilized bud-
wood with the cortex in place after only two days
There were no fungi isofated from the woody vascular
cylinder of the controls, but nine common zirborne
fungi were isolated from the surface-sterilized
coatrols with the cortex in place, and from the non-
sterilized treatment

in 2 comparison of propagation methods, almost
100% successful propagation resulted from patch
buds, chip buds, approach grafts, and side veneer
grafts, when the budwood was removed from the
donor tree and immediately applied to a flushing
rootstock plant. Budwood used in the comparison
was green, green/brown, and brown, with brown
being hardened portions of stems [u addition, buds
of grafts wrapped with plastic grafting tape, or bud-
ding rubbers and covered with parafitm, had equally
high rates of survival

DISCUSSION

The low survival rate of cacac germplasm follow-
ing attempts to propagate it ai shipment destinations
has resulted in considerable concern about germplasm

conservation and utilization There may be several
reasons why propagation fziled, but it was logical to
consider fungi as causal agents because of their
associalion with dead or dying buds and grafts, There
were many {ungi associated with propagation failures
Several fungi have been isolated from the woody
vascular cylinders of cacao budsticks, and seemingly
they are residents in or on apparently healthy bud-
sticks selected for germplasm transfer Two hype-
theses are proposed: ) that there are fungal residents
of healthy cacao stems, and b) that if these fungi are
not residents of healthy cacao stems, then they have
the capabilily to invade the wood of cacao stems in
as few as two days zfter the stem (budstick) is
removed from the tree

Fungicides applied to budsticks after their removal
{rom trees failed to increase survival Similar observa-
tions were made by Allen (1) regarding applications
of fungicides to budsticks and, in addition, he stated
that tungicides may even reduce budwood viability
There may be benefit from girdling of budsticks
before removing them from trees, but resulis present-
ed here are inconclusive.

Fungi isolated from cacac stems or cacap bud-
sticks are saprophytes, or weak parasites, that flourish
on almost any substrate. In association with a grow-
ing plant, they may be surface contaminants that fail
to induce a response from the plant on which they
reside. Alse, they may invade a piant through various
openings. bul again they may fzil to induce a
response from the invaded plant. However, the plant
with these resident fungi becomes sympiomatic
rapidly when the fumgi are stimulated into rapid
growth by some change in the host plant, such as
the removal of the budstick from the donor tree.

Time and location may influence the predominat-
ing fungal species associated with cacao. For example,
almost pure cultures of Bolryodiplodia theobromae
were isolated from the woody vascular cylinder of
cacao from Trinidad, and this species was almost
common in budweod from Belem and Apartado,
whereas Pesrglotiopsis spp. was most common in bud-
wood from Costa Rica.

The most serious water stress begins with the cut-
ting of budsticks from the tree, and is compounded
{further by the cutting of the leaf petioles somewhere
near the basal pulvinus. These cul surfaces lose mois-
ture rapidly and probably never heal to form a barrier
to moisture loss [t is a recommended practice that
the cut ends of budsticks be dipped into molten
paraéfin to retard moisture foss (2} However, there
are no procedures used to retard or reduce loss of
moisture through cut petioles Moisture loss, by
whatever means it occurs, obviousiy affects the
physiclogical status of the budstick, either through a
direct influence on fungi present in or on budsticks,
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or by an alfect on the budwood per se The resulting
interaction between the saprophytic fungi that are
facuitative parasites and the cacao budwood results
in loss of hudwood viability  This pathological condi-
tion occurs # a budstick is stressed by loss of
moisture. but the condition is avoided i the moisture
stress in insufficient o (rigger #n increased activity by
the resident fungi. This latter situation apparently
occurs i buds or prafts are placed in rootstocks
during the same day that budsticks are removed from
donor trees (4).

All of the fungi observed to be associated with
cacao budwood and its loss of viability were also
reported 1o be associated with cavao dieback (8)
Turner discussed the various stresses that induce the
dieback syndrome, and water stress may be most
importznt Likewise, the most important stress
associated with budwood failures is loss ot waler
from budsticks

To transfer cacao germplasm, apparently healthy
budsticks are selected froman apparently healthy tree
Certain procedures may profong visbility of cacao
budwood so that germplasm transter can be complel-
ed as a resull of its successful propagation It may be
beneficial if budsticks are girdled 10-13 days before
the budwood is removed from the donor tree,
although Soria {3, 6} stated otherwise A J Kennedy,
formerly Head, Cocoa Research Unit, University of
the West Indies, St Augustine. Trinidad {personal
communication}, pointed out that leal petioles cut
F0-15 days before removal of budsticks induced
ratural abscision of the petiole stub and development
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El Género Theobroma en el Territorio Federal Amazonas (Venezuela).
I. Notas Etnobotanicas y Consideraciones Agronomicas!

ABSTRACT

in order to assess the agronomic potential of Theobroma
species in the Brazilisn Amazonus territory, we collected live
piants and botanical samples of cacao (Theobroma cacao),
copo-azu {7, grandiflorum), montero cacao (T subincanumy),
himave (T bicolor), and kayani {1, af gileri). tn each case,
indigenous names and uses were recorded. Improved agrono-
mic and phytosanitary practices for the commerciafly exploi-
fable cacao species in the region are suggested, in view of
forthcoming projects. Recommendations are also given for
more efficient use of the resources involved.

INTRODUCCION

n su totalidad e} gran bosque Amazodnico es el
. mds extensa del mundo (10}, en nuestre caso,
& L= el drea referida se ubica al sur del rio Orinoco y
tiene una superficie de 180 000 km® (13), presentan-
do extensos sisternas montaftosos En razén a su ubi-
cacion, configuracidn espacial, distribucion geogrifica
v las caracteristicas culturales, sociales y econdmicas
de sus pobladares, se han creado espectativas estadales

| Recibide para publiczcion ¢l 18 de enero 1990
Las expediciones que permiticron I realizacion del pre-
sente trabajo fueron parcialmente financiadas por el Pro-
vecto CIRF-FAQ (PR 3/11 IBPGR-Cocou)

* Fonaiap-Ceniap, Maracay, Ddo. Aragua, Venczuela
ik Departamento de Biologia de Organismos. liniversidad
Simén Bolivar, Apartado 89000 Caracas 10804, Vene-
zuels
##% Fundacidon Terramar Carocas, Venezuela

P, Sanchez™, K. Jaffé** M.C. Muller®**

COMPENDIO

A los fines de conocer el potencial agronémico de especies
del génere Theobroma en el Territorio Federal Amazonas, se
colectaron muestras vivas y/o botdnicas de cacao (Theobroma
cacac), copoaza {Theobroma grandiflorum), cacao montero
(Theobroma subincanwm), himare (Theobroma bicolor) y
kyani (Theahroma af gileri), Para cada caso se especificd los
usos ¥ nombres autdctonos asignados por cada etnia indigena
en particular. Para cacao, que es 1a especie del género explota-
da comercialmente, se presentan algunas consideraciones
agrondmicas y fitosanitarias, orientadas a mejorar las aetivida-
des de los programas cacaoteros de la region. Finalmente, se
aportan sugerencius réspecto al buen uso de los recursos en
beneficio del hombre v su entorno.

que han generado proposiciones de actividades con
mizras a su futuro desarrollo. Esta actitud ha generado
comentarios polarizados, destacando la fragilidad del
ecosistema y ia necesidad de formular estrategias cla-
£as e integrales con cardcter participativo de las insti-
tuciones competentes.

Respecto al género Theobroma, se sabe que es de
origen tropical (2,3,4,5,7, 13, 14, 16, 17) distribui-
do entre los 18% de latitud norte v 15° de latitud sur,
restringido a zonas de alta precipitacion y ubicado en
el estrato medio de los bosques htmedos tropicales
que mantienen una vegetacion siempre verde. Algunos
trabajos (2, 3,4, 5, 6,7, 12, 17) sefialan como posible
centro de origen de este género las cuencas de losrios
Amazonas y Orinoce.

En el caso especifico del Territorio Federal Ama-
zonas, Venezuela, se evidencia que hasta la fecha se
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han realizado un considerable nimero de expedicio-
nes, con participacién de destacados especialistas (8),
pero orientadas bdsicamente a colectas botdnicas de
cardcter genérico, cuyos materiales se mantienen en
colecciones con fines de estudio y referencia. El
muestreo no ha sido especifico para Theobroma y en
todo caso carente de orientacion relativa a la propaga-
cién, evaluacién y conservacién de las especies con
fines de mantenerlos v usarlos como fuente de mate-
rial germopldsmico. Ello es de especial interés si con-
sideramos que los bosques Amazdnicos tienden a ser
transformados de su estado natural, para utilizarlos
con otros propésitos. Relativos al género y al territo-
rio, se cuenta con informacién de su existencia antes
de la llegada de los espafioles (12) ademds de informes
mas recientes (1, 9, 11, 13), orientados fundamental-
mente hacia los aspectos de promocién, diagnéstico,
potencialidad de la region y desarrollo del cultivo del
cacao en las comunidades indigenas.

En el presente trabajo reportamos los usos que le
dan los indigenas a las especies de Theobroma encon-
trados en la zona, y se analizan los aspectos agrondmi-
cos generales de Theobroma cacao L. por ser la espe-
cie con mayor potencial para cultivos comerciales.

Areas exploradas y especies reportadas

Es importante sefialar que el Territorio Federal
Amazonas, presenta acentuada dificultad de accesoy
que, las distancias entre las dreas exploradas en este
trabajo da una idea de su magnitud, aspecto que se
visualiza en el Mapa 1. La vegetacion es predominan-
temente selvética y la geografia actia como indicado-
ra de la diversidad de ambientes. Pudimos colectar
las siguientes especies: Theobroma cacao “Cacao”,
Theobroma subincanum “Cacao montero o Maveni”,
Theobroma grandiflorum “Copo-Azlu, Bareehua o
Mamakuke’ okuey”, Theobroma bicolor “Himare” y
Theobroma a f. gileri “Kayani”.

Notas etnobotanicas

En la cuenca del Orinoco han tenido asiento dife-
rentes comunidades indigenas, que a través de los
afios han cambiado su distribucién (Mapa 2), su inte-
raccién con el medio y su comportamiento. Por ello
la tentativa de revisar e incorporar a este trabajo la
informacidén estnobotdnica, generada de la relacidn
hombre-planta a través del tiempo, en una zona que
cada dia es mds proclive a los cambios de usos y cos-
tumbres, traerfa la subsecuente pérdida de hdbitos en
informacion de los usos milenarios que los indigenas
venezolanos han dado a las especies del género Theo-
broma. En el Cuadro 1 se especifica los nombres co-
munes del material reportado para cada étnia en par-
ticular.

Yeé’cuana

1. Toki: En esta comunidad a la especie Theobroma
cacao la conocen comunmente como “cacao”. El
unico uso que le dan es chupar el musilago que re-
cubre las almendras. También se colectd T. subin-
canum, conocida como “cacao montero o maveni”.
Con el musilago que recubre las almendras prepa-
ran un refresco azucarado o simplemente lo ingie-
ren chupando la semnilla. Ademds se observaron
plantas del género Herrania, conocida en la comu-
nidad como ‘“‘wata-yaca”; de ella sélo chupan el
musilago.

2. Wasihifia: Esta comunidad es muy similar al caso
anterior en cuanto a usos, nombres y tipos de
cacao. No informaron del refresco que preparan en
Toki con el musilago de “maveni”. Al igual que en
el caso anterior, se encontrdé Herrania a las que dan
el mismo nombre y uso que en Toki.

3. Culebra: Estd ubicada a orillas del Rio Cunucunu-
ma y los indigenas de la comunidad conocen a la
especie 7. subincanum como ‘“‘maveni”’. En este
caso no informaron de ningin uso. Herrania sp.
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Mapa 1. Areas exploradas en el Territorio Federal Amazo-
nas: San Pedro de Cataniapo (1), Cakuri (2), San Fernando
de Atabapo (3), Culebra (4), Wasihifia (5), Simarawoschi (6),
Toki (7), Capibara (8), Parima-b (9), Coyowateri (10), El
Porvenir (11), Rio Mava (12), Pto. Solano (13), S.C. de Rio
Negro (14), Chawaine (15), Rio Siapa (16) y Pantonoguey-
teri (17).
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también es conocida como “‘wata’vaca” y es utili-
zada para la cura de enfermedades respiratorias in-
giriendo el musilage ¢ preparando infusiones a ba-
se de las raices maceradas.

Yanomami

A Theobroma cacao lo conocen comilnmente co-
mo “Pohoroa” {Pohore o Pohorke lu) Del fruto
aprovechan al musilago que recubre las almendras, ¢l
cual ingieren chupande. Preparan un guarapo a partir
del musilago y de las semillas, machucdndola y mez-
clindola con agua

Otro uso importante que la comunidad da a esta
planta es el de iniciar el fuego Utilizan los chupones
jovenes y una vez secos ie queman la punta conser-
vando en eila restos de carbdn Estas varitas son frota-
das sobre otro pedazo de madera, también de cacao,
que tiene una concavidad donde ajusta perfectamente
la varita descrita anteriormente. Adyacente al acople
colocan pequefios trozes de hejas secas ¥ en fa medi-

da que giran ripidamente 1 vara, frotan la madera. El
calor producide por la friccidn, ayudado por aire so-
plado sobre el punto de friccion, aventuzlmente pro-
duce fuego. Actualmente estdn sustituyendo a las va-
ras de cacao por las de onoto para el mismo fin.

En Coyowateri se recolecto la especie Theobroma
bicolor conocida en esta étnia como “himare” (hema-
re) De esta especie chupan el musilago azucarado
que recubre las almendras. A las almendras las zan-
cochan o tuestan al fuego en hojas de platanilio, para
luego comerlas sin oiro tipo de procesamiento. En
esta misma comunidad también se colectd Herrania
spp. la cual es conocida como “Muruachi” (Marueshi)
Del fruto chupan el musiizgo que recubre las almen-
dras o preparan un guarapo similar al indicado para el
cacac. Usan la ceniza de hojas y ramas para curar las
heridas En Parima-b, solo chupan el musilago azuca-
rade de Herrariia ya que no se encuentra cacao.
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Mapa 2. Mapa etnogrifico de Venezuela segiin Roberto Lizarralde 1982
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Bare-Baniwa-Curripaco

En San Carlos de Rio Negro, como en los casos an-
teriores los indigenas chupan el musilago del cacao.
Antiguamente, las almendras de cacao secas, las mace-
raban y aplicaban sobre las quemaduras por su efecto
curativo. También, en el caso de los Bares y Baniwa,
preparaban una pasta de cacao con las almendras y
cuando la mujer estaba proxima a la primera mens-
triracion, le colocaban sobre la cara una capa delgada
de esa pasta y le mantenian en oscuridad hasta que le
pasara el primer periodo menstrual Con ello la mujer
tratada tendrya la piel mds suave y no le saldrian man-
chas en la cara Fn este lugar, se colectd la especie
Theobroma  grandiflorum, conocids  vulgarmente
como “Copo-azu” los indigenas chupan el musilago
de las almendras y también preparan refrescos y hela-
dos que gustan mucho a la comunidad. En la congre-

gacion de las Hermanas Nazarenas han preparade cho-
colate con las almendras de esta especie y comentan
que s muy agradable.

Otra especie colectada en esta drea fue Theobroma
subincanwm  conocida comunmente como “‘Cacao
Montero” ¢ “Cacao de monte” De esta ptania los in-
digenas solo chupan el musilago

Consideraciones agrondmicas

En vista de la importancia y del posible estableci-
miento de siembras de cacao a gran escala con fines
comerciales en el territorio, consideramos de utilidad
las siguientes observaciones:

Es necesario a fin de programar el establecimiento
de plantaciones de cacao, hacer evaluaciones detaila-
dos referentes & la vocacién de la zona y del estado
actual del cultivo. Sin embargo, por las caracteristicas
edafoclimdticas y de la vegetacidn existente, que actia
como indicadora, es de esperar gque haciendo una ade-
cuada seleccion de tierras, y de semillas para el estable-
cimiento del cacaotal, este pueda adaptarse y produ-
cir satisfactoriamente, siempre y cuando disponga de
condiciones aptas para su desarrollo.

Lo antes dicho implica que para alcanzar una ex-
plotacion cacaotera rentable se debe contar con un
personal conocedor del cultivo, con alcances en las
etapas de desarrollo, beneficio, comercializacion y
aprovechamiento del producto final. En razén de ha-
berse iniciado la explotacion comercial del cultive en
la regién, se comentan algunas observaciones sobre las
dreas visitadas.

I. Los viveros: aunque de ubicacion estratégica v con
aceptable entrada de luz, manifiestan acentuadas
fallas en la germinacion de las semillas, marcadas
diferencias en el crecimiento, vigor de las plantas y
sintomas foliares que permiten presumir deficien-

1

cias nutricionales. Considerando la importancia del
material de siembra, deberia enfatizarse en las co-
munidades lo relative a la adecuacion de la semilla,
preparacion de la mezcla del material enraizante
ylo evaluacién del sistema de siembra adaptados a
la regidn.

Las zonas exploradas que se han inicizdo en ef cul-
tivo del cacao, adolecen de adecuado seguimienio
y cuido de las plantaciones; un caso lamentable, es
el referido a los incendios forestales que han causa-
do severos dafios en cacaotales recién establecidos.

Las plantaciones establecidas estdn sembradas con
criterios aceptables en cuanto al trazado en lineas
y distancias de siembras (3 x 3 men cacao y som-
bra temporal}. Sin embargo, preccupa o referente
a la carencia casi total de drboles que suministren
la sombra permanente Desafortunadamente ésta
es fa situacién de las plantaciones establecidas Las
comunidades no han trabajado en forma sincroni-
zada y no le han dado un adecuado manejo a las
dreas bajo cultivo; por ello las plantas manifiestan
acentuadas diferencias en crecimiento y adermds al
estar obligadas a crecer en condiciongs adversas,
son atacadas en alto grado por plagas y enfermeds-
des. Por otro lado, al carecer de sombra hay mucha
entrada de luz y las malezas proliferan con mayor
facilidad, aumentando las labores y los costos de
produccion

Impacienta lo antes sefialado por la inversion efec-
tuada, el tiempo dedicado al trabajo y el avanzado
estado de las piantaciones Por tal rzzon urgen me-
didas que tiendan a evitar mayores pérdidas y a
tomar previsiones para el desarrollo de las futuras
actividades. Considerando entre las de alta priori-
dad, sistema de siembrz v el estudio y evaluacion
del sombrio permanente mds adapiado al medio

Existe, un desconocimiento casi tofal en lo relativo
1 las podas y iz necesidad de efectuar esta labor
desde temprana edad del cacaotal Esto es de
caracter indispensable si se consideran sus bonda-
des al momento de la cosecha y en el controt de
plagas y enfermedades.

. Los suelos, aunque variables en las diferentes co-

munidades, presentan por o general una buena es-
tructura y en casi fodos los casos tienen niveles
aceptables de materia organica en descomposicidn
Por las observacionss de campo se puede inferir
que son suelos de adecuada permeabilidad y que
ademds, por la topografia y ubicacidn, es dificil
que las zonas sembradas sufran inundaciones pro-
longadas

En atencidn a las malas hierbas se puede indicar
que existe predominio de malezas de hoja ancha y
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Cuadro 1. Especies reportadas y nombres comunes segin las
étnias en donde se colectaron

Nombre Nombre Etniz
cientifico comiln
T cacao Cacao Ye cuiana, Piaroa, Bare y
Cuarripaco
Pojoroa Yanomami

T subincanum Cacao montera  Bare, Buniwa y Curripaco

foa Yanomami
Maveni Ye'cuana
T bicolor Himare Yanomami

T, grandiflorum  Copo azu Bare, Baniwa y Curripaco

Bareshua Piarca
Mamakuke’ Ye'cuana
okuey

T. af. gileri Kayani Ye'cuana

gue, el principal método de control utilizado es el
mecdnico, mediante ef uso del machete. Esta prdc-
tica es ajustada al medio en razon de utilizar mano
de obra familiar v evitar el uso de agrogquimicos
gue en la actualidad no son (recomendados) en la
regién No obstante el indigena requiere de entre-
namiento en esa practica, a fin de evitar heridas en
lus tallos dado el zlto riesgo de la entrada de patd-
genos dafiinos al cultivo.

6 Finalmente, seflalamos que las especies mds apre-
ciadas en el territorio Theobroma cacao y Theo-
broma grandiflorum, son plantadas en dreas colin-
dantes a las comunidades y lo hacen siguiendo sus
métodos tradicionales de siembra y mantenimiento
de conucos.

Consideraciones fitosanitarias

En todas las dreas visitadas en donde se encontrd
cacao {I' cacao), a la vez se comprobd la existencia
de plagas y enfermedades que han sido reportadas en
Venezuela y en otros paises cacaoteros vecinos, como
factores responsables de grandes pérdidas. Esto es una
alerta ante la cual se deben tomar acciones preventi-
vas y con mds razon por tratarse de amplias zonas sel-
viticas que, podrian constituirse en grandes reservas
de agentes perjudiciales al cultivo, debido al descono-
cimiento por parte del indigena de la importanciz de
esta situacion

Resulta de interés y preccupacion en el Territorio
Federal Amazonas la enfermedad conrocida como
“Escoba de Brujas™ causada por e} hongo Crinipellis

perniciosa. Aungue la severidad de esta enfermedad
varia segin el clima y los materiales genéticos cultiva-
dos, se ie considera como una de las enfermedades
mds importanies en los paises en donde se le ha detec-
tade. En nuestro caso, sé encontrd en las cercanias
del alto Cuntinamo (Wasihifia) sobre T cacao y en
el alte Orinoce {Coyowateri) en ramas jovenes de T
subincanum, en ambos casos se observaron abundan-
tes escobas secas v verdes sobre las ramas terminales.
Destacamos que en el primer caso se trata de un pe-
gquefio lote de plantas viejas dentro de la selva y en el
segundo de pizntas de crecimiento espontdneo, dis-
persas por toda la zona Esto significa, que la enfer-
medad se presenta en condiciones naturales con muy
poca intervencion humana para ambos casos. Se ratifi-
ca que esta enfermedad es de alto riesgo para los pro-
gramas cacacteros que se pretenden desarroliar en el
territorio, en consecuencia, se deberian iniciar estu-
dios bdsicos y aplicados, asf como labores de ense-
flanza y entrenamiento parz que los indigenas actlen
con acierto ante esta problemdtica,

En determinadas zonas, también se detectaron fru-
tos momificados en diferentas estados de desarrolio
gue en algunos casos pudo deberse al efecto de micro-
organismos [itopatogenos. En mazorcas se observaron
manchas pardas y de consistencia blanda, que por la
sintomatologia podemos asumir que se trata de la
enfermedad conocida como “Pudricion Parda™, cau-
sada por el hango Phytophthora sp Este hongo es
muy agresivo vy suele atacar {rutos en diferentes esta-
dos de desarrollo y/o cualguier otra parte de la plan-
ta

En relacion a insectos plagas, uno de los problemas
mds generalizados es el relativo a los “Comejenes”™
{Termitidae-Nasutiternies spp.). Un caso extremo se
observo en la comunidad de Toki, en una plantacién
de siete afios de edad, el 100% de las plantas mostra-
ban colonias v palerias de termitas sobre tallos y ra-
mas principales, Otra plaga peneralizada es Sele-
nothirips rubrosinetus, que se encontrd en todas las
dreas visitadas atacando frutos y hojas; presentindose
el dafio mds significative en este dltime caso las
plantaciones con excesiva entrada de luz, muestran
dafios muy marcados sobre el drea foliar

Las piantas de cacao de Cakuri, Toki y Coyowateri
presentan dafios del ataque de “Gota™ Stefrastoma
spp sobre troncos y ramas principales El caso de
mayor gravedad se observé en Cakuri, en donde el
100% de las plantas, de un drea cultivada a plena ex-
posicién sofar, manifestaban este problema

En menor grado se observaron Afidos, Lepidopte-
ros desfoliadores, Pseudococcidos, Pentatomidos vy
Cercopidos Ln Ia actualidad, a estos grupos de insec-
tos se les puede ubicar comoe plagas potenciales.
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También es generalizado, en cacao y especies ali-
res, &l dafio de los frutos causado por mamiferos
silvestres que se alimenian de las almendras o procu-
ran el musilage que las recubre. En este caso ademds
de] dano directo, hay que considerar su efecty indi-
recto al causar heridas por donde entran microorga-
nismos nocivos

Una maleza aérea importante para el cacao de la
zona son las plantas pardsitas represeniadas {unda-
mentalmente por “Guate-pajarite”™ {Lorantaceae):
éstas sor muy abundantes en las cercanias de San Car-
los de Rio Negro sobre T cacqo y T grandiflorum
Este es un problema de importancia para los luturos
programas de desarrollo cacastero regionales

En conclusion, se destaca la importancia y los al-
cances de los problemas {itosanitarios en el Territorio
Federal Amazonas: tomando en cuenta que son aspec-
tos complejos que requieren de recursos [inancieros y
de personal especializado para el estudio v seguimien-
to de esta problenuitica Por ello. instituciones espe-
cializadas deben ofrecer asesuramicunto téenico y
adiestramiento al personal nativo en lo relativo u la
proteccion def cultivo

Sugerencias para el éxito de cualquier programa
cacaotero en la regidn

1 Tomar en consideracidn Jus hibitos agricolas del
indigena Amazonense a [ de compatibitizarlos
con las actividades implicitas en jos programas ca-
caoieros
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El Género Theobroma en el Territorio Federal Amazonas (Venezuela).
I1. Distribucién Geogréfical

ABSTRACT

We report on the distribution of cocoa (Theobromu cacao),
copo-azi {7. grandiflorum), cacao montero {7 subincanumy,
himare (7 hicolory wed Kayani (I af. piler]) in Venezuela,
Collection areas are indicated, giving their altitude and geo-
graphical coordinates, Some gemetic characteristics of cocoa
are presented Based on our information and that from liter-
ature, we reanalyze the geographical distribution of each
species, and conclude that the biogeographical center of
origin of T cacao is not the Amazon basin, but that it has
been imtroduced to the area, possibly by the Yapomami
Indians.

INTRODUCCION

conocido que el género Theobroina es de ori-
gen tropical (2, 3,4, 5,7, 13, 14, 16, 17}, dis-
ribuido en América entre los 18° de latitud
Norte 15° de latitud Sur, restringido a zonas de alta
precipitacidn ubicado en el estrato medio de los bos-
ques himedos tropicales que mantienen una vegeta-
cion siempre verde. Algunos trabajos {2, 3,4,5,6,7,
12, 17) sefialan como posible centro de origen de este
género a las cuencas de los rios Amazonas y Orinoco

L1 Territorio Federal Amazonas ocupa una superfi-
cie de 180000 km? (10), v se le ubica dentro del

I Recibido para publicacion el 18 de enero 1990,

*  Fonaiap ~ Ceniap - Maracay.
*4 Departamento de Biologia de Organismoes  Universidad
Simdn Bolifvar Apartade 89000, Caracas I1G80A

P.A. Sdnchez®, K. Jaffé**

COMPENDIO

Se reporta lz distribucidén de cacso (Theobroma cacao),
copo-azd (Theobroma grandiflorum), cacao montero (Theo-
broma subincanum), himare (Thegbroma bizolor) v Kayani
(Theobroma af gilerf) en Venezueln. Se especifica la ubica-
cién del drea muestreada, altitud y coordenadas geograficas,
Para cacao, se muestran algunos caracleres genéticos, Con
base en la informucion recopilada y referencias bibliogrificas,
se anzliza 13 biodistribucidon de cada especie. Se concluye
que el centro de origen biogeografico de T cacao no es la
cuenca Amazonica, sino mds bien, esta especie fue introduci-
da en la zona por los indigenas, probablemente par los Yano-
mni.

gran bosque amazdnico, el mds grande del mundo
(15} En nuestro caso es evidente que hasta la fecha
se han realizado un considerable nimero de expedi-
ciones, con participacidn de destacados especialistas
en ciencias bioldgicas (8); pero orientadas bdsicamen-
te a colectas botdnicas de cardcter genérico, cuyos
materiales se mantienen en colecciones con fines de
estudio y referencia. En cacao, el muestreo no ha sido
especifico Ello es de especial interés si consideramos
que los bosques amazdnicos tienden a ser transforma-
dos de su estado natural, para ser utifizados con otros
propdsitos. Relativos al rubro v al territorio, se cuen-
ta con informacidn de su existencia antes de la llegada
de los espafioles (12), ademds se han escrito informes
(1, 9,11, 13}, orientados fundamentalmente hacia los
aspectos de promocién, diagnéstico, potencialidad de
la region y desarrollo del cultivo de cacao en las co-
munidades indigenas
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Este trabajo, presenta los datos del material de
Theobroma colectado en nuestras expediciones a la
zona y se discute la distribucidn de cada especie

Areas exploradas y especies reportadas

Es importante sefialar que el Territorio presenta
acentuada dificuitad de acceso y que las distancias
ertre las dreas exploradas da una idea de su magnitud,
(18). La vegetacién es predominantemente selvdtica y

la peografia actia como indicadora de la diversidad
de ambientes. En este trabajo, reportamos la colecta
de las siguientes especies: Theobroma grandiflorum
“copo-azl, Bareeliva o Mamakuke okuey”, Theobro-
ma bicolor “himare”, Theobroma af. gileri “kayani”
y Herrania sp. En todos los casos se han tomado da-
tos de campo y muestras botdnicas con fines de colec-
cién y estudio taxondmico de las especies colectadas
El Cuadro 1 indica el drea y sus caracteristicas, donde
fue encontrada cada una de las especies colectadas.

Cuadro 1. Areas exploradas y especies reportadas en el Territorio Federal Amazonas, Venezuela,

Comunidades exploradas Altitud (m) Coordenadas geograficas Especies localizadas
SP de Cataniapo 100 57 32'N; 65° 24'W T, grandiflorum
Cakuri 300 4% 32'N; 65° 24'W 7 cacao
T grandiflorum
Herrania sp
S.F de Atabapo 90 4° 05"™N; 67" 40°W T cacao
(Cuiebra 175 3° 2R'N; 65447 T subincanum
Herranig sp
Wasihifia 300 3° 45'N; 64°59°W T. cacao
¥ subincamuan
Herraniag sp
Simarawoshi 710 37T 48N 65°12'W Herrania sp.
Toki 180 37 00°NI65° 12w T cacao
T, subincanumn
Herrania sp.
Ric Mavaca 200 1° 59°N: 65°06'W I.af giler
Capibara 240 2°36°N; 66°12'W T. cacao
T. subincanum
Herrania sp
Ef Pervenir 20 2° 06N 66°27'W T cacao
Pto. Solano 170 1° 59'N; 66°358°W T cacao
S.C de Rio Negro 150 1° 35°N; 67°02°W I’ cacao
T grandiflorum
T subincanum
Chawaine 120 17 45N 67°02'W T cacao
T, grandiflorum
T subincanum
Ric Siapz 200 1° 49°N; 65°44"W T subincanum
Pantonopuey-teri 200 2% 20°N; 64°65'W 7. bicolor
T cacao
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Consideraciones genéticas y distribucion

Basado en los abjstivos del proyecto y el interds
particular por el reservorio genético existente en el
Amazonas Venezolano, subdividiremos esta parie en
consideracionss sobre la especie Thechroma vacao y
sobre otras especies del mismo género

Theotroma cacao

Aun cuando no se ha realizado un estudio exhaus-
tivo para identificar genéticamente los materiales de
T cacao colectados en el Territorio, se puede inferir
que todas las colectas tienen un origen comun, elio,
en razon de presentar semejanzas evidentes en: color
de los brotes; forma, color y tamafo de las hojas, ta-
mafio vy color de las flores; forma, coler, textura, ta-
mafio vy color de jos cotiledones; rango de los indices
de los frutos v semillas; proporcionalidad de los pe-
sos; grosor de la corteza del fruto y presencia de
surcos y costillas poce pronunciadas (Cuadro 2)

Fn algunos casos no se pudo proceder con el regis-
tro de todos los datos, en razdn de que las dreas vish-
tadas no disponian de drboles con frutos en adecuado
zstado de desarrollo. dificultandose la toma de los da-
tos respectivos. Los Cuadros 2 y 3 especifican las ca-
racteristicas externas e inlernas de los frutos colecta-
dos En atencidn a estos cuadros, a las observaciones
de campo, y a informaciones suministradas por los in-
digenas, hacemos las siguientes observaciones!

1. Las plantas de cacao (7 cacao) se encontraban cer-
canas a las viviendas, adyacentes a los caminos in-
digenas activos ¢ abandonados y en dreas donde
presumiblemente se desarrolld alguna actividad hu-
mana

2. La presencia de algunos caracteres e indices poco
deseables desde el punto de vista comercial, posi-

blemente se deba a que zlgunas muestras habian
perdido turgencia al momento de procesarlas y a
que las plantas no reciben ningtn tratamiento
agrondmico especial

3 En razdn de las observaciones efectuadas y por la
aparente uniformidad de los materiales colectados,
se puede aseverar que no existen problemas de au-
toincompatibilidad, debido a que tanto en plantas
agrupadas como en las aisladas se observaron nive-
les aceptables de fructificacién,

4. En los frutos procesados se observaron semillas ai-
tamente degeneradas, presentande musilago con
pericarpio incompleto y sin cotiledenes, por ello
se presume la existenciz de acentuadas deficiencias
nutricionales en iz formacidn y evolucion del fruto
desde el mismo momento en que ocurre la polini-
zacion, o se preswme la incidenciz de algin factor
gendético

iy

Las semillas viables germinan normalmente en con-
diciones de vivero, los brotes son verde claro con
tenues tonalidades de rojo.

el iricio de la exploracidn cacaotera en el pais se
conoce muy poco, sin embargo, es sabido que a la ile-
gada de los espafioles, va existia el cuitivo al norte del
Orinoco. Quizds esta situacién también halla sido
iguai en e! Territorio Federal Amazonas, en donde
han tenido asiento diversas comunidades humanas
desde hace miles de afios.

Ramas {12) en su trabajo, tratado de iimites de
1750 y la expedicidn de lturrizga, menciona los rela-
108 gue verifican la existencia de plantas de cacao en
el Territorio antes que liegaran las primeras misiones
Si a esto sumamos la uniformidad genética del mate-
rfal colectado, es posible que las plantas que hemos
visto. sean descendientes de aquelios materiales y que

Cuadro 2. Caracteristicas externas de fas muestras de 7 cacao colectadas en el Yerritorio Federal Amazonas.

Origen Peso Tamado Coior Forma de la hase Textura Grosor de ks corteza
(g} (mm) {mm)

Coyowateri 432 140 x 8BS Verde ¢laro Continua Moderadamente liso 21-26
1oki 491 150 x 85 Verde elaro Continua Moderadamente liso 2221
Porvenir 543 i50x90 Verde claro Continua Maderadamente liso 14-15
San Carlos 340 140 x 70 Verde claro Contingn Moderndemente liso 11-13
de Rio Negro
Pte Solano 571 140 x 95 Verde claro Continua Moderadamente liso 1
Chewaine 430 150 x 80 Verde claro Continua Moederadamente liso 12
Cakuri 403 140 x 80 Verde clara Continua Moderadamente liso 20-2
San Fernunde

de Atabapo 510 150 x 85 Verde ciaro Continua Moderadamente liso 20-25
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Cuadro 3. Caracteristicas infernas de las muestras de 7. caceo colectadas en el Territorio Federal Amazonas,

Origen Numero de Peso Forma de Color de Indice de Indice de
simendras (g almendras almendras almendras MaZorea
Coyowateri 36 i10 Ligeramente ovaladas Vieleta claro 122 227
Toki 40 116 Ligeramente Violeta claro 116 21.5
Porvenir 40 105 Ligeramente Violeta claro 105 23.8
San Carlos 39 74 Ligeramente Violeta claro 070 338
de R. Negro
Fto. Solano 40 124 Ligeramente Violeta claro 1.24 201
Chewaine 27 57 Ligeramente Violeta claro 085 433
Cakuri i7 46 Ligeramente Violeta claro 1.08 54 .5
San Fernande 41 106 Ligeramente Vioteta claro 1403 2316

de Atzbapo

el aislamiento geogrifico permitid la inalterabilidad
de los caracteres. Ademds, tal uniformidad nos permi-
te indicar gue no exisle diversidad intraespecifica y
que la cuenca del Rio Orinoco podnia ser centro de
origen de otras especies del mismo género pero no de
Theobroma cacao  Las plantas muestreadas son de
origen fordneo, cuys época v via de penetracién no
podemos precisar, En el Mapa 1 se observan las dreas
donde se colectaron muestras de T cecao y a la vez
se indica la region ocupada actualmente por fa étnia
Yanomami Se hace esta acolacion en razon de que
este grupo indigena ha ocupado desde épocas muy an-
tiguas gran parle del Territorio; para elios el cacno es
una planta muy especial, asigndndole el nombre de
“Pojoroa” que significa en esa lengua fuego y todavia
utilizan su maders parz estos lines Los Yanomami
pueden ser considerados como la dnica einia en s
Amazonia venezolana que conoce a I cacao de antes
de la colonizacion europea Considerando lo expuesto,
presumimos que estz etnia ha tenido un papel muy
importante en la diseminacion del cacno por la sefva
amazénica, pudiendo ser considerada la que introdujo
el cultivo a la Sierra Parima v al Alto Orinoco, mucho
antes de a colonizacion europes

Ramos (12) en su trabajo Tratadode Iimites de
1750 v la expedicidon de Iturriaga menciona los rela-
tos que verifican Ja existencia de plantas de cacao en
el Tervitorio antes que !legaran las primeras misiones.
Si a esto sumamos la uniformidad genética del mate-
rial colectado, es posibie que las plantas que hemos
visto, sean descendientes de aquellos materiales y que
el aislamiento geogrdfico permitio la inaiterabilidad
de los caracteres Ademis, tal uniformidad nos permi-
te indicar que no existe diversidad intraespecifica y
que la cuenca del Rio Orinoco podna ser centro de
origen de otras especies del mismo género pero no de
Theobroma cacec. Las plantas muestreadas son de
origen fordneo, cuya época v via de penetracion no

podemos precisar. En el Mapa 1 se observan las dreas
donde se colectaron muestras de 7 cacao y 3 la vez
se indica la region ocupada actuslmente por la einia
Yanomami Se hace esta acotacidn en razén de que
este grupo indipgena ha ocupado desde épocas muy an-
tiguas gran parte del Territorio; para ellos el cacao es
una planta muy especial, asigndndole el nombre de
“Pojoroa” que significa en esa lengua fuego y todavia
utilizan su madera para estos fines Los Yanomami
pueden ser considerados como iz unica etnia en fa
Amazonia venezolana que conoce a T cacao de antes
de la colonizacién europea Considerando lo expues-
o, presumimos que esta etnia ha tenido un papel
muy importante en la diseminacion del cacao por la
selva amazdnica, pudiendo ser considerada la gue in-
trodujo el cultivo a la Sierra Parima y al Altc Grinoco,
mucho antes de {a colonizacion europea

Theobroma grandiflornom

Cuatrecasas (4} sefiala como dres de origen de esta
planta a las adyacencias del Rio Amazonas (Mapa 2),
y 2 otros pafses donde se ha lograde dispersar. En el
caso de Venezuela, indica que se le ha ubicado en
Capihuara (Capibara), Alto Casiguiare Esto lo rati-
ficamos en este trabajo, e incluimos de esta zona
a los caserios y comunidades aledafios a Ryo Negro en
donde se le conoce vulgarmente como “Copo-azu”.
Hermos ubicado a T grandiflonom también en el Alto
Ventuari y en el Alto Cataniapo, lugares muy distan-
tes a los antes sefialados De esto, llama fa atencion
que las éiniss en cada caso Ye-cuana v Piaroa, e asig-
nan  nombres especificos  “Mamakuke-okuey” vy
“Bareehua™ respectivamente, y que segtn los indige-
nas le conocen desde épocas muy remotas En el caso
del Cataniapo, que es el mds distante del supuesto
centro de origen, las plantas se ubicaron en zonas sel-
vaticas cercanas a la comunidad de San Pedro de Cata-

Turrialba Voi, 39, No. 4, 1989, pp. 446-454
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Mapa 1 Zonas donde s¢ colectd Theobroma cacao y region ocupada por la etnia Yanomami Las celectas de pianias silvestres se encon-
traron todas dentro de la region Yanomami.
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niapo y los drboles alcanzan gran desarrollo con altu-
ras entre 15 y 20 m Segin los indigenas de avanzada
edad, estas plantas son muy antiguas y apreciadas por
la comunidad por el sabor agradable del mustlago que
recubre las semillas

En atencion @ lo expuesto y utilizando el mapa de
distribucion propuesto por Cuatrecasas (4), se mues-
tra una ampliacion de rango de distribucion. incluyen-
do solamente Ias dreas donde se le han encontrado
creciendo espontdneamente BDe esta nueva biodistri-
bucién resaita que posiblemente el centro de origen
de esta especie se encuentre en el Alto Cataniapo
(Venezuela) v que la dindmica del flujo de las aguas
entre el Orinoco, Cao Casiquiare, Rio Negro y Ama-
zonas han contribuido, a través de los afios, a la actual
biodistribucion de esta especie. Posiblemente, debido
3 la dindmica de flujo de sguass antes sefialadas, el
aguz del no Cataniapo pudo haber corride, en algun
momento del pasado, hacia el Amazonas

Theobroma subincanum

Llamado “eacac montero” por los Baré, Baniwa y
Curripaco; “joa” por los Yanomami y “maveni’” por
los Ye'cuanas. Es una especie frecuente y abundante
que se encuentra ampliamente distribuida por todo
el Territorio. Los drboles crecen en suelos organicos
o arenosos pero se ubican preferentemente en las
cercanias & los rios o pequefias corrientes de apua

Nuestros datos de distribucion de esta especie
coincide con lo sefalado por Cuatrecasas (4) y esto se
muestra en el Mapa 2.

Theobroma bicolor

Esta especie es conocida como “himare” por los
Yanomami Hasta i fecha no habia sido reportada,
para Venezuela, como una planta de crecimiento

Mapa 2 Distribucion de Theohroma subincanuom (drea 1) y de Theobroma grandiflorum (drea 2) basado en nuestros datos y los reporta-

dos por Cuatrecasas (4).

Turriatba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 446-454



457 TURRIALBA: VOL. 39, NUM 4, TRIMESTRE OCTUBRE-DICIEMBRE 1989

B8oO* 60° 50° 40°
10°
, 1 : - LRl
WANAOS
10°
i CHACO B, 500
—’ggi{\ & ﬁ
e y
LR /v’b

Mapa 3. Area donde se colectd Theohrama hivolor (tridngulo negro) y distribucidn general de esta especie segiin Cuatrecasas {43

espontanen en sus selvas tropicales. Aqui sefialamos
que fa hemos encontrado en localidades proximas al
nacimiento del Orinoco {Coyowateri) y Pantonoguey-
teri Son plantas muy desarrolladas que aleanzan altu-
s competitivas con la vegetacion selvdtica; se ubican
preferentemente en dreas de colinas moderadas y, por
la distribucidn, ubicacion y porte de fas plantas po-
drinmos asumir que esia especie es silvestre, disper.
sandose en 1a regidn gracias a los animales salvajes y a
ios seres humanos. Su amplia biodistribucion se mues-
tra en el Mapa 3, donde la informacion de Cuatrecasas
{4) se complementa con nuestros datos.

Theobroma af. gileri

Cuatrecasas (4) seiiala que la elevacidn de los An-
des al inicio del terciario ha favorecido la especiacion

del género Theobroma, por la via del aislamiento geo-
grafico. Ademds sefiala que T gileri es una especie
vicartante que quedd ubicada al oeste de fa cordillera
de los Andes, restrigida a los bosques tropicales de
Colombia y norte de Ecuador {(Mapa 4)

Las caracteristicas del material muestreado (frutos,
hojas, ramas) coincide con esta especie Nos llama la
atencion que se encuentre en el Alto Mavaca, al este
de la Cordiilera Andina, a2 una distancia considerabie
de la localidad tipo, separadas de ésta por eficientes
barreras geogrificas que limitan su dispersién Las
plantas son de crecimiento espontdneo en fa selva, A
nuestro juicio ésta es una colecta muy interesante y
puede tratarse de una nueva especie de Theobroma.
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Mapa 4 Ubiecacion en Venczuela de Theobroma af gileri (tridngulo
Theobroma microcarpunt (circuios negros) segin Cuatrecasas (4}
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Pollination Biology of Theobroma and Herrania (Sterculiaceae). IV. Major

Volatile Constituents of Steam-Distilled Floral Qils as Field Attractants to

Cacao-Associated Midges (Diptera: Cecidomyiidae and Ceratopogonidae)
in Costa Rica!

ABSTRACT

Several distinctive, commercialty-available volatile Bydro-
carhons and terepenoid substances identified from the florai
fragrance oils of Theobroma species {Sterculizceae), especial-
ty T simvigrum Donn, Smith and T. caceo Linnaeus, were
bioassayed in “Finca Experimentat La Lola™ near Siguirres,
Limon Province, Costa Rica during dry and wet seasons (o
determine their individual attractiveness to cacao-pollinating
midges. Cecidomyiidae exhibited a slightly greater attraction
to terpencid substances fested, most notably geraniol, fimo-
nene, whereas Ceratopogonidae, the principal pollinators of
7. cacao, were attracted in much lower numbers to both sets
of substances. Artraction levels of midges to the volatiles
tested are of the same order of magnitude observed for
attraction of midges to the whole steam-distiled florat fra-
grance oils of these Theobroma species. Field observations
indicate that Cecidomyiidae are attracted to the open flowers
of both 7 simigrivm and T cocao, while Ceratopogonidae
are mostly attracted to 7 cacao The data, while preliminary,
supgest that both terpenoid substances and hydrocarbons
function as attractants for cacac-pollinating Cerztopogonidae
and Cecidomyiidae,

I Received tor publication 3 December $989
This research was funded by grants trom the American
Cocoa Research Instituie of The Chocolate Manufacturers
of America. | am especially grateful te Drs Raymond 1
Gagne and Willis W Wirth (Systematic Dntomolegy Labo-
rotory, LES D A, U8, National Musoum? for determina-
tions of the midges Drs Barbara and Lric Erickson pro-
vided helptul input on the design of tield bioassays. Dr.
W Mark Whitten (Flarida State Museum) kindly assisted
with the duta collection during February 1988 My special

AM Young*

COMPENDIO

En la Finca Experimental La Lola, cerca de Siquirresen la
provincia de Limon, Costa Rica, se hicieron pruebas con dos
constituyentes volitiles de aceites florales de dos miembros
de Iz familia Sterculiacese del género Theobroma especifica-
mente de 7. simigrum Donn. Smith y T, cacao Linnaeus para
determinar su capacidad para atraer los dipteros gue efectiian
Ia polinizacién del cacao. Este estudio se hizo durante el
tiempo seco y la temporada de lluvias, Las Cecidomyiidae
mastraren un poce mds de atraceion hacia las tres sustancias
“terpenoid” que se probaron: “geraniol” “lnalool” y “Hmo-
nene” en preferencia a los hidrocarburos. En cambio las
Ceratopogonidae, los dipteros que efectiian la mayor parte de
Ia polinizacion de T cecao, mostraron muche menos atrae-
cidn 3z los dos grupos de constituyentes volitiles que las
Cecidomyiidae. Las observaciones registradas en Iz Finca
Experimental La Lola denotan la atraccidn de las Cecido-
myiidae a las flores de I7 simigrum y de 1. caceo y la prefe-
rencia de las Ceratopogonidase para las flores de T cacao
Estos datos son pretiminares, sin embargo parecen indicar que
tanto las sustsncias “‘terpenoid™ como ios hidrocarburos
atraen los dipteros Cerstopogonidae y Cecidomyiidae que
efectitan la polinizacion del cacao,

thanks to the wonderful residents of La Lol for thejr
hespitality, and to the cacao staft at CATIE, especinlly
Drs. Jose Galindo and Victor Villalebos for atlowing these
studies to be conducted at La Lola. T am very grateful to
Vivian Corres and  Marquerite  Pesek, both ol the
Milwaukee Public Muscum, for translating the abstract
into Spanish and typing the manuseript, respectively

* Invertebrate Zoology Scetion, Milwaukes Public Museum,
Milwaukee, Wisconsin, 53233, LiSA
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INTRODUCTION

§he steam-distilled floral fragrance oils from
various species of Theobroma (Sterculiaceae),
including 7. cacao L or “cocoa,” contain major
volatile constituents undoubtedly involved in the
attraction of midge floral visitors and pollinators
since the whole steam-distilled {ragrances attract
these insects {1, 3, 5, 6, 7, 9). In this paper [ report
field bioassays of major volatile constituents of
Theobroma species as studied in an abandoned cocoa
plantation in Costa Rica. These data suggest that
cerain volatile substances are more effective as field
attractants for midges than others

MATERIALS AND METHODS

All bioassays were conducted in the Barker Cacao
Forest, an abandoned patch of Matina variety cacao
bordering “Finca Experimental La Lola™ Madre de
Dios, near Siquirres, Limon Province, Costa Rica
This habitat and the bioassay technique (Fig 1) used
are described elsewhere {5, 7, 8, 9). In the presentl
study, two successive bioassays of commercially-avail
sble hydrocarbon and terpenoid compounds (Sigma
Chemical Company’) were conducted between
February 11-20, 1988 A third bivassay was conduct-
ed June 10-13, 1988 The design of the first twe
bioassays was as follows: four compounds tested x
four serial dilutions (1 000, 106, 10, 1 ppm) x one
replicate each, making up sixteen experimental tieat-
ments. Additionaily, four “blanks” or controls were
used for each bioassay. The third bioassay consisted
of testing two compounds (I-pentadecene, limonene)
at two serial difutions (100, 10 ppm) with four repii-
cate traps of each {16 experimental traps), and six
blanks Compounds tested in the first bioassay were:
n-pentadecane, 1-pentadecene. geraniol, and linalool;
in the second bioassay: citral, citronellel, d-limonene,
and tricosane The choice of these compounds was
based upon previous analyses of the major volatile
constituents of floral fragrance oils steam-distilied
from T cacao, T simiarum Donn. Smith and T
manvrasum Cuatr & Leon (1) Based upon this in-
formation, these bioassays were designed to deter-
mine whether or not these compounds, tested singly
in water-filled McPhail traps, using standard dilutions
(1), would attract cecidomyiid and ceratopogonid
midges and which, if any, of the substances is most
effective as an attractant for these insects. The results

of the first two bioassays determined the design of

the third one, since the last focused on two com-
pounds suspected of being effective attractants, based
upon previous resulis

As in previous bioassays (5, 7, 8, 9), traps were
emptied cach morning {or several successive days, and

the contents poured through coffee filters to collect
trapped insects (Fig. 1) This insect material was then
sorted and preserved in 70% ethanol for further taxo-
nomic identifications. As a standard practice, data on
flowering was recorded for the cacao trees used for
the traps.

RESULTS

During February of 1988, a time of reduced
flowering in the Matina cacao compared to June of
the same year (Table 1), Cecidomylidae trapped using
fragrance compounds were about five times as
abundant as Ceratopogonidae (Tables 2, 3) About

[ig 1 Testing volatile constituents of cacao floral fragrance
in the field From top to bottem: Barker Cacao
Forest where Dbioassavs were conducted; McPhail
frap used for testing the attractiveness of volatiles to
pollinating midges; method for collecting midges
from McPhail Traps by pouring trap contents
through filter papers and placing trapped insects into
vials
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Tahle 1. Patterns of floral abundance on trees of Theobroma cecao L. {Sterculisceae), Matina Variety, in The Baker Cacao Forest at
Finca Experimental La Lola, near Madre de Dios, Limon Province Costa Rica during separate bioassay studies of floral
fragance oils®.

Floral Buds Open Flowers

Bate Toatal X S.E. Range Total X S.E. Range

14 Fel 1988 28 175 ¢ 89 010 2 o122 608 0-1

12 Junc 1988 1774 9855 2719 G--387 319 1772 471 0-65

* A total of 20 cacae trees. The trees are tagped so that the same trees are used for every census. For each bioassay of floral fragrance
pils, all but two of the McPhail traps were suspended in these tagged trees

57% of the Cecidomyiidae trapped in two successive
bivassays conducted in February. the dry season.
were attracted to terpenoid fragrance compounds,
especially geraniol and linaleol, and about 41% were
attracted to the hydrocarbons pentadecane and pen-
tadecene {Table 2). In spite of their very low numbers,
almost twice as many ceratopogonids were attracted
to terpenoids than to hydrocarbons in the same bios-
says (Table 3). Attraction of Cecidomyiidae to g ter-
penoid, limonene, relative to pentadecene, was very
high in the wet season study (Table 4. Few if any
midges were found in the “blanks” or gontrol traps,
indicating a definite attraction of midges to the

attractant-inoculated traps (Tables 2, 3). While the
overall sex ratio {or the three most sbundant species
of Cecidomyiidae in the February bioassays was
skewed to about 60% towards females, the species
with the greatest likelihood of being a cacao polli-
nator, Mycodiplosis lipulata Gagne, was 100% female
in the attractant-baited traps {Table 5) All ceratopo-
gonids trapped in the February bioassays were females.

DISCUSSION

Young et al (5,7, 8, 9) demonsirated that low
numbers of Cecidomyiidae and Ceratopogonidze are

Table 2. Patterns of specific attractiveness for various species of Cecidomyiidae (Dipters} attracted to volatile compounds identified
as major constituents of flaral fragrance oils from Theobroma species®,
Total numbers of midges in scented McPhail traps:

Midge species pentadecane pentadecene  peraniol linalool  citral  citroneflol limonene tricosane blanks  total
Mycodiplosis

ligulata Gagne 6 4 3 I 3 1 2 1 0 12
Aphodiplosis

trianguldarts (Felt} 1 g 2 4 0 0 0 0 ] 14
Ledontyta sp H 2 2 ! 1 5 | l 0 14
Clinodiplosis sp. H G 0 0 0 0 4] 0 ] 1
Mycadiplosis sp 0 G 1 0 0 0 0 9 9 1
Trisopsis sp [ 0 1 0 0 0 0 o & 1
Lestodiplosis sp o 6 Q 1 0 0 0 9 0 1
Stromatosema sp 4 G 1 0 4] 0 0 ] ] 1
Lestremiinae G i 1 0 0 4] 4] G H 2
pass Resseliella sp G G 0 0 0 0 0 & [ t
Cecidomyiidi

(undet.) ] } 0 1 ] 0 0 4 i 3
Tatat 18 16 11 8 4 7 3 2 2 63

* Bioassavs conducted in the Barker Cacao Fosest at Finen Experimental Lo Lols Madre de Dios, Limen Province, Costa Rica, Febru-

ary £988

Various other groups of Diptera, representad by 1-2 individuals, include: Culicidae, Sciaridae (Bradysia spp ,), Chironomidae, Dolichopo-

didae (Sciopus spp ., Clhrysotus spp )
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Table 3. Patterns of specific atiractiveness for various species of Ceratopogonidae (Diptera) attracted to volatile compounds identified
as major constituents of floeal fragrance ofls from Theobroma species.

Total numbers of midges in scente\d McPhail traps:

linalool citral citronellol limonene tricosane Dblanks totad

Midge species pentadecane pentadecene geraniol
Forcipomyia
cinctipes group 1 0 0

F. (Warmkea} lourief
{Macfie) 0 G 4]

F. (Rhynchoforcipomyia}
brachyrhiynchus Wirth &

Waugh 0 G 0
F. (Thyridomyia} spp 0 o 0
Dasyhelea mutabilis

group 0 1 0
D. borgmeieri Wirth &

Waugh 0 0 g
D. grisea group 0 1 &
Dasyhelea spp 1 0 &
undet. genus & species 0 0 O

[C5)
{1
o

Totals

0 0 0 0 0 1
0 0 0 1 0 1
0 0 0 1 0 1
Q 0 1 0 0 1
g 0 0 1 0 2
1 ¢ 0 0 0 1
0 G ] 0 0 i
Y G 9 0 0 1
G G ) 2 0 2
i o { 5 0 11

routinely zttracied to steam-distilled floral fragrance
oils at various concentrations in the Barker Cacao
Forest at La Lola. The observed abundance levels in
the present study, using synthetic analogs of major
identified volatile substances (as revealed by gas
chromatography and mass spectrometry (1)) as
attractants in McPhail Traps, are very similar to
numbers of midges trapped using the fragrance oil
extracts. This is to say that some of the individual
substances used, such as pentadecene, pentadecane,
limonene and linzlool, are individually as effective in
attracting cacao-pollinating midges as the whole floral
extracts. While terpenoid substances are more typical
of floral fragrance oils from 7. simiarum Donn. Smith
and T speciosum Wild |, and hydrocarbons more char-
acteristic of T cacao L. and T mammosum Cuatr. &
Leon (1), both sets of volatiles {unction in the attrac-
tion of Cecidomyiidae and Ceratopogonidae, as
reveated by the present study Both pentadecene and
pentadecane were observed to attract various Diptera
in La Lola in a previous study using Pherocon IC
traps rather than McPhail traps (8)

Field observations in La Lola indicate that Cecido-
myiidae are floral visitors to T, simiaruem, while Cera-
topogonidae are much fess abundant at the flowers of

this species. Yet both groups of Diptera are attracted
to the flowers of T cacao. The role of some species

Table 4.  Patterns of specific attractiveness for various
species of Cecidomyiidae (Diptera) attracted to
pentadecene and limonene, two major volatiles
found in Theobroma floral fragrance oils®.

Number of midges in iraps:

Midge species pentadecene [limonene tofal

Aycodioplosis ligulata

Gagne 1 9 10
Aphodiplosis trigngtilaris

(Felt) 0 7 7
Lestodiplosis spp

(sensu lnto) i ¢ 1
Cecidomyiidi {undet } { ¢ 1
Totals 3 16 19

¥ Bicassay conducted in June 1988, carly phase of the rainy
season at the study lecality

All M ligulata trapped were females; four females and three
males, respectively, for 4. trianguldaris.

Turrialba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 454-458



458 TURRIALBA: VOL. 39, NUM. 4, TRIMESTRE OCTUBRE-DICIEMBRE 1989

of Cecidomyiidae as effective pollinators of cacao
requires confirmation through further field studies
(2, 4). Furthermore, adult midges of certain species
of both Cecidomyiidae and Ceratopogonidae col-
lected from the flowers of 7' cacao are mostly female
{4, 9), suggesting a sex-related differential attraction
of these insects to cacao Midge species attracted to
Theobrone flowers possess mouthparts adapted for
piercing and chewing polien grains, and female midges
may obtain egg-building nitrogenous substances from
pollen. The data presented here suggest that while
both hydrocarbon and terpencid subsiances in
Theobroma floral fragrance oils undoubtedly play a
role in attracting pollinating midges, subtle-to-consi-
derable differences in the relative amounts of these
two sets of volatile substances, as reported in
Erickson et al (1), may determine whether Ceratopo-
gonidae, Cecidomyiidae, or other Diptera (such as
Phoridae) are the principal floral visitors and pollina-
tors of a particuiar species of this genus.
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La Primera Aparicién de la “Escoba de Bruja” en la Principal Area
Productora de Cacao del Brasil!

ABSTRACT

Cacac was first introduced into the state of Balda (rom
the Amazon region in 1746, where today 84.5% of Brazilian
cacao is growing. The pathogen of cacan, Crinipellis perniciosa
(Stahel) Singer, although responsible for severe losses in all
cacao producing countries of South America, was absent in
this region of Brazil. This is the first record of the occusrence
of witches’ broom disease in Bahia, the second lzrgest con-
centration of ¢acao in the world,

INTRODUCCION

a principal regién productora de cacac (7Tico-
broma cacao 1.) en Brasil estd ubicada en la
: parte suroeste del estado de Bahia. Geografica-
mente, esta zona estd a 2 000 m de la regién amazd-
nica de donde el cacao es nativo, as{ como su princi-
pal patogeno: Crinipellis perniciosa {Stahel) Singer.
Este patdgeno evolucjond conjuntamente con el ca-
cac y s el agente causal de la “Escoba de Bruja™ (3).
Por lo tanto, ia “Escoba de Bruja” ha sido siempre
una seria amenaza 3 la region cacaotera bahiana (5,
6} que produce el 84 5% del cacao brasilefio, introdu-
cido en la regidon en 1746

La primera descripcidn que se obtuvo de fa “Escoba
de Bruja™ proviene de Went (8); el hongo fue descrito
por Stahel (7) en Suriname, basado en sus observacio-
nes iniciales. Desde entonces se ha podido observar
una disminucidn severa en la produceion de cacao, no
tanto en Suriname como en Bolivia, Colombia, Ecua-
dor, Grenada, Guyana, Pery, Trinidad y Venezuela.
La presencia de iz enfermedad en la region amazénica
de Brasil ha sido causa de preocupacion por muchos
afios.

1 Recibido para publicacion el 6 de diciembre 1989,
Apradecemos 3 A.E S Magno, asesor téenico del Departa-
mento de Extensidn, y a los miembros de la Agencia de
Extension de Urucuca por haber trzido a nuestra atencidn
¢l material originai infectado.

*  Fitopatdloges del Centro de Pesquisas do Cacaw. CEPEC-
CEPLAC, Caixa Postal 7, 456{0¢. Ftabuna, Bahia, Brasil.

J L. Pereira* A Ram* JM Figuereido® 1.C de 4imeidg™

COMPENDIO

El cacaoc fue introducido en el estado de Bahia en 1746,
proveniente de la regidn amazonica, Bahia es actualmente lIa
region donde estd sembrado el 84.5% del total del cacao bra-
silefio, El patogeno C. pernicioss. responsable por severas pér-
didas en todos los paises sudemericanos productores de cacao,
estuvo ausente en esta region hasta recientemente, Esta es o
primera vez que se reporta la aparicion de Ia “Escoba de
Bruja™ en Bahia, drea que cuents con ba sepunda mayor con-
centracion de cacao en ¢l mundo.

En 1978, la Comisién Ejecutiva de Planificacion
del Cultivo del Cacao (CEPLAC) y el Ministerio de
Agricultura, de Brasii, establecieron una faja fitosani-
faris, con puestos estratégicamente situados en las
principales vias y aeropuertos que conducen al estado
de Bahfa. En adicién, otras medidas preventivas fue-
ron puestas en practica incluyendo informacién para
el publico sobre los sintomas de la enfermedad vy los
peligros relacionados con la introduccidn de plantas
contaminadas. Theobrama cacao v T. grandiflora
(Wild. ex Spreng) Schum, también susceptibles a C
perniciosa, han sido interceptados z intervalos regula-
res en puestos de inspeccién. Sin duda, esta campafia
resultd efectiva, ya que el material vegetal incautado e
incinerado disminuyé entre 1980 y 1986 de 3147 a
103 toneladas, respectivamente.

El brote de la “Escoba de Bruja”

El 22 de mayo de 1989, los avtores recibieron del
personal de extensidn apricola material vegetal defor-
mado para un examen de rutina. Las ramas presenta-
ban una proliferacion anormal de yemas, hipertrofia
y la formacion de ramas jovenes groseramente hincha-
das, caracteristicas normalmente asociadas a la “EFsco-
ba de Bruja™ Al siguiente dia, fue recolectado mds
material en la misma drea. £l drea estd ubicada en la
Hacienda Conjunto Santana, de aproximadamente
162 ha de cacao, cerca de una villa llamada Banco Cen-
tral en el Municipio de Urucuca Se constaté nueva-
mente que los sintomas correspondian a los de la
“Escoba de Bruja”. El dia 24 de mayo de 1989, des-
pués de una nueva busqueda, unos basidiocarpos fue-
ron enconirados en escobas viejas, confirmando la

Turriatba Vol 39, No. 4, 1989, pp. 459-461
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presencia de C perniciosa. l.uego se pudo observar en
el campo frutos partenocdrpicos o chirimoyas (SE A
Fonseca, comunicacion personal} En ef laboratorio,
el aislamiento del hongo de un material proveniente
de escobas verdes v escobas secas, produjo micelio sa-
profitico del patdgeno. Con esto, y basado en las evi-
dencias anteriormente obtenidas, la presencia del pa-
tdgeno fue establecida

Con nuevas inspecciones en el lugar de infeccion,
centenares de escobas fueron encontradas. Las escobas
enviadas a los fitopatdlogos del Departamento Espe-
cial de Amazonia, en Belem do Para, que forma tam-
bién parte de CEPLAC, produjeron basidiocarpos des-
pués de un mes de incubacién Ramas de cacao inocu-
ladas con los esporos de estos basidiocarpos produje-
ron escobas (Cleber Bastos Novaes, comunicacidn per-
sonal}. La severidad de la enfermedad variabz hasta
un médximo de 15 escobas por drbol, en drboles de
cacao Forastero tipo comun de 30 a 40 afios de edad
Actualmente, la extensién de la “Escoba de Bruja™ en
Bahia parece estar limitada a esta haciends en una
drea de 12 ha en la que 112 drboles presentaron esco-
bas. Sin embargo, continuan las inspecciones en el
campo y se estd capacitando personal para reconocer
los sintomas de la enfermedad

Fsta es la primera vez que se reportz la aparicion
de ia “Fscoba de Bruja” en Bahia, la regidn con la se-
gunda concentracién de cacao en el mundo y que por
mds de 100 afios ha sido el drea tradicional de cultivo
de cacao en Brasil.

Posible origen de la introduccion

La presencia de C. perniciosa en el estado de Bahia
no puede ser atribuida a la diseminacién por agentes
naturales como el viento recientemente examinado
por Aragundier al {2). Los resultados de esos autores
mostraron que existen diversos grados de infeccion
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Metodologia para Evaluar la Susceptibilidad a Moniliasis en
Cultivares de Cacao (Theobroma cacao)!

ABSTRACT

Methodology is described for use in evaluation of
susceptibility to moniliasis in cacao (Theobroma cacao 1.),
in Turriatba (22.5°C-87% ), Costa Riea, with investigators
using fruits representative of varieties R-2, R-8, TSH-792,
Diamante-800, UF-701 and CATIE-1000 that ranged in age
from two to three months. Inocular solution in concentra-
tions of 0, 10*, 10%, and 10° spores/ml {spores with age of 9
to 15 days) was applied to fruits using a DeVilbiss Sprayer
Model No. 15, as well as with cotton swabtype applicators.
Subsequent to inoculation, cacao fruits were protected in
clear plastic bags perforated for respiration. Data collection
began after 24 days, with readings taken on a weekly basis
thereafter until fruits reached maturity or until onset of
sporulation. Externaf damage was rated on a scale of 1 to §0,
while a scale of 0 to 5 was employed to rate the percentage
of internal tissue damage, 1t was defermined that a critical
point in dumage to the {ruil occurs between weeks eight
and nine, alfowing determination (r = 0.96) of possible
susceptibility to moniliasis in a single reading. Best results
were obtained using those {ruits inoculated at 68 days
using a spray-applied inoculum in concentration of 105
spores/mi.

INTRODUCCION

a monilasis del cacao causada por el hongo
Moniliophthora roreri (Cif vy Par) Evans hizo
JL A su aparicion en  Ecuador en 1916; posterior
mente se extendid a Colombia donde causa pérdidas
hasta el 40% en promedio {2). También, se encuentra

I Recibido para publicacion ¢} 20 de diciembre de 1988

* Programa de Plantas Perennes, CATEE, Turrialba, Cesta
Rica Direccian Actual: Fundacién Hondurefia de Investi-
gacion Agricols, FHIA, Apartade Postal 2067, San Pedro
Sula, Honduras, CA

#* | aboratorio de Fitopatologis, Facultad de Agronomia.
UCR, San Pedro de Montes de Qca, Costz Rica

J4 Sinchez®, [.C Gonzdlez **

COMPENDIO

En Turrialba (22.5°C ~ 87%), Costa Rica, se desarrotid
una metodologla para evaluar Ia susceptibilidad de cultivares
de cacao a la moniliasis (Moniliophthora roreri). £n el estu-
dio, sz emplearon frutos de dos a tres meses de edad, de los
cultivares R-2, R-8, TSH-792, Diamante-800, UF-701, vy
CATIE-1000. Se evaluaron las comcentraciones de 0, 107,
10° y 10" conidios/ml, los cuales tenfan de nueve a 15 dias
de edad. Se aplicod el indculo por medio de un atomizador
DeVilbiss No, 15 y también, por medio de un pedazo de al-
godon que se sumergio en la suspension. Los frutos se cubrie-
on con uns bolsa plistica transparente y perforada en su
bage. Se inicio Ia toma de los datos a los 24 dias y se conti-
nuaron las lecturas, una vez por semana, hasta Ia cosecha o
esporulacion, Pars calificar In severidad externa se empled
una escala de O u 10, segan fue el tipo de sintoma; para la
interna, sepdn el porcentaje de tejido interno dabado: para
este caso, se empled una eseala de § a 5. Con base en los
rasultados obtenidos, ka concentracién de 10°%, cuando se
utilizd el método de la aspersidn sobre frutos de 60 dias,
peemitio detectar diferencizs de susceptibilidad entre los cul-
tivares. Se establecid que las severidades registradas entre fa
8 ¥ Y2 semanas produjeron un ‘punto critico’ suficiente para
estimar, como  Gnice lectura, los posibles resultados
(r= (.96}

enr parte de Venezuela y Panamd (1, 2) A fines de
1978, la enfermedad se encontrd en Costa Rica y en
menos de dos afios se extendio a todas las plantacio-
nes de la Costa Atfintica y actualmente se encuentra
en plantaciones del Pacifico Sur y del Norte, en limi-
tes con Nicaragua Para el afio 1980, iz enfermedad
causo bajag en la produceion de Costa Rica aproxima-
damente en un 60%  Asi, la moniliasis s¢ ha consti-
tuido en una seriz amenaza para América Central en
dende existen cerca de 32 430 hectdreas de cacao(8)

La enfermedad puede atacar en cualquier estado
del desarrolio del {ruto pero éstos son mds suscepti-
bles en los primeros estados (1, 14) La sintomatolo-
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gia varia con ia edad y asi, en frutos hasta de tres
meses, se presentan defermaciones o especies de “ji-
bas” acompafiadas de una decoloracion de aspecto
brillante. Estos frutos no legan a su complete desa-
rrolio v al momificarse permanecen adheridos al drbol
() y algunos Hegan a desarrollar estromas y esporu-
lacidn abundante En frutos “adultos” {mds de tres
meses), aparecen especies de “puntos aceitosos” o
hidrosos gue coalescen con mayor o menor rapidez
dependiende de la concentracién de los mismos y de
la susceptibilidad del cultivar Al coalecer, estos pun-
tos ariginan manchas pardas o de color chocoilate, de
borde difuso al principio pero cuando la mancha en-
vejece, aparecen los bordes bin definidos Mds tarde,
se observa sobre esta mancha un esiroma blanco que
pronto se torna color crema cuando empiezan a for-
marse los conidios {2) A wveces, aparecen frutos que
aparentements estdn sanos y muestran sdlo madurez
desuniforme conirastando dreas verdes con otras ma-
duras; al cosechar estos frutos sélo pueden distinguir-
se de los sanos porque generalmente son mds pesados
gue los normales; al pattirlos puede verse ia infeccion
interna ¥ casi siempre presentan una consistencia
acuosa o hidrosa, con almendras no bien formadas o
si se han formado, serdn inservibles por la infeccion

(2)

El combate de la enfermedad ha sido mads eficiente
y econdmico por remocion de frutes enfermos vy otras
prdcticas culturales (7, 9); er: cambio, los resultados
con productos quimicos no han side consistentes y la
mayoria de las veces resultan antiecondmicos {4, 11)
La posibilidad de encontrar resistencia, como otra
medida de combate, ha sido poco estudiada aunque
ya desde 1918 Rorer (12}, sugeria esta posibilidad ai
observar que el cacac Nacional era menos susceptible
que la variedad Venezuela. Sin embarpo, no se adelan-
taron trabajos al respecto hasta la década del 6O,
cuando en Ecuador empezaron a llevar registros de
produccion y de infeccidn natural. para determinar
s1 algunos materiales eran menos infectados que otros
(3} Se encontraron aigunos cultivares promisorics
pero su comportamiento no fue el mismo cuando se
les plantaba en otras dreas en donde las condiciones
ambientales eran mds favorables al desarrollo de la en-
fermedad y la presion del inoculo era mayor (3)
Aunque los resultados ne fueron consistentes, si suge-
rizn posibles diferencias en la susceptibilidad de alpu-
nos cultivares En 1965, Sctomayoer {(13) realizé en
Ecuador un estudio con inoculacion artificial tratan-
do de encontrar alguna resistencia en varios cultivares.
Para elle, inoculd por aspersion frutos de 80 dras con
una suspensidn de conidios a 72 12 diasde edad y a
una concentracién de 35 x 10% conidios/ml, aproxi-
madamente. Teniendo en cuenta sélo el porcentaje de
frutos enfermos {incidencia). no encontrd diferencias
y lo atribuyd a 1z alta concentracion del indculo.

También, con la metodologia utilizada por Sotoma-
yor (13) pero con una concentracién de 25 x 10
conidios/ml, Rodriguez v Sudrez (11) probaron culti-
vares en Pichilingue, Ecuador Tampoco encontraron
diferencias en los materiales inoculados pues el para-
metro medido fue iz incidencia (%) v éste fue alto en
la mayorta de los casos Estos autores (11) considera-
ron que la concentracion utilizada ain podia ser alta
y gue a esto se debio los altos porcentajes de infec-
cidn Sin embargo, anotan que, en varios cultivares,
mis del 30% de los frutes inoculados no se infectaron
v destacan el "EET-237% con solo 16% de frutos enfer-
mos, los que no se descompusieron como en otros
cultivares.

En sus estudios para la calibracion de un métoda
de inoculacion con Monilia, Merchdn y Restrepe (10)
utilizaron iz cantidad de conidios secos adheridos a
las siguientes longitudes de un alfiler entomolégico:
2cm, 1 em, 05 cm y la punta del mismo Segin los
mismos autores (10}, estas longitudes llevan adheridos
aproximadamente 546 x 10%, 273 x 10%, 103 x 10°
y 36 x 107 conidios, respectivamente Este indculo
lo aplicaron liberdndolo sobre un surco del fruto me-
diante aspersion de agua destilada con un atomizador
manual DeVilbiss v redistribuyendo, a lo largo del
surco, las gotas que se forman en el dpice del fruto
En todos los casos, obtuvieron altos porcentajes de
infeccion y las dosis mds altas llevaron 2 una pérdida
total de las almendras

Evans (6). para probar la viabilidad de esporas de
Monilia, inoculd frutos de 30 a 40 dias de edad utili-
zando una mota de algoddn sumergida en una suspen-
sidon de esporas vy obtuvo un 92% de incidencia
Segun Cronshaw, citade por Evans (8), concentracio-
nes de indeulo {muy bajas: 10 conidios/mazorea) pro-
ducian séio una infeccion leve; 100 conidios/mazorca
infectaban hasta un 60%y concentraciones mayores
(> 100) afectaban todas las mazorcas con presencia
de deformacidn en las mismas. Resalta este autor la
necesidad de realizar mds estudios para establecer si la
expresion de sintomas v la invasion del tejido por el
hongo {severidad) estdn relacionados con la concen-
tracion de indeulo y que este factor es mds importan-
te si se quiere probar resistencia al patogeno

Enriguez, Salzzar v Paredes (5), en Costa Rica, al
tratar de reproducir los sintomas de la enfermedad,
inocularon frutos de distinta edad inyectando una
suspensién de conidios de concentracién no determi-
nada. A los 16 dias después de fa inoculacién, algunos
frutos presentaban signos de la enfermedad

Como se observa, en los pocos trabajos que se han
realizado con infeccién natural y artificial, se ha teni-
do en cuenta solo la incidencia de frutos infectados
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Aunque todos los cultivares pueden presentar zltos
porcentajes de infeccidn, el grado de descomposicion
de los frutos v la rapidez en et desarrollo de la enfer-
medad son pardmetros muy importantes cuando se
quieren evaluar diferencias de susceptibilidad entre
materiales Este factor no se ha considerado en los
trabajos realizados hasta ahora, aungue Rodriguez y
Sudrez {11} sU observaron que la descomposicion de
los frutos infectados era menor en alpunos cultivares

No existe en la literatura referencia a una metodo-
logia claramente establecida que permita cuantificar
diferencias de susceptibilidad a moniliasis ksto Hevd
a ta realizacidén del presente estudio, con el objetivo
principal de establecer uns metodologia que, tenien-
do en cuenta severidad e incidencia, permita detectar
diferencias de susceptibilidad a la moniliasis entre cul-
tivares de cacac inoctlados artificizlmente

MATERIALLS Y METQDOS
Localizacién del drea de estudio

El estudio se realizé en la coleccién de cacao del
Centro Agrondmice Tropicai de Investigacion y En-
sefianza, CATIE, en Turrialba, Cesta Rica Turralba
estd & 600 msnm; tiene una temperatura promedio
anual de 22 5°C, una precipitacion promedio anuai de
2 600 mm y la humedad relativa promedio es de
87% (Datos de la Estacidn Meteoroldgica del CATIE
La zona corresponde a un bosque muy himedo iropi-
cal pre-montanc)

Prueba de métodos de inoculacion y concentracion
de! intculo

Esta prueba se realizo en {rutos de dos a tres meses
de edad aproximadamente, en los cultivares ‘R-2°,
‘R-87, “TSH-792", Diamante-800°, *UF-701" y ‘CATIE-
1600", La mitad del numero de frutos disponibles en
cada cultivar se dividid en cuatro grupes que fueron
asperjados, cada uno, con las siguientes concentracio-
nes de indeulo: 0. 10%, 10° y 10° conidios/ml por
medio de un atomizedor DeVilbiss No. 15 Las asper-
siones se hicieron una vez cubiertos los fruios con
bolsa pldstica. Esta bolsa fue perforada en sus esqui-
nas inferiores por donde se introdujo el conducto de
salida del atomizador Luego, se bombed e} sifon en
forma manual por c¢inco veces, tratando que la sus-
pensién Hegara lo mds uniformemente posible a toda
la superficie del fruto La otra mitad de frutos de
cada cultjvar fue repartida también en cuatro grupos
que recibieron las mismas cuatro concentraciones de
indeulo (0, 103, 10% v 10% conidiog/:nl} Esta vez, I
inocutacion se hizo por medio de un pedazo de algo-
dén sumergido en la suspension y splicado con ayuda

de pinzas sobre uno de los surcos en la parte media
superior del frute donde quedd adherido. Luego, se
colocd a cada fruto una bolsa plistica protectora per-
{orada en las esquinas

Para la suspension, se utilizaron conidios de 9 a
15 dias de edad en agua destilada mds Tween-80 al
0 01% como dispersante para evitar formacidn de gru-
mos o grupos de conidios El indculo se tomo de zisla-
miento puro en ADA (agar 1.5%  dextrosa 2 0%y ho-
juelas de avena 5% ) Se comenzd a tomar informa-
cion a los 24 dias y se continuaron las lecturas una
vez por semana. Los [rutos se cosecharon cuando pre-
sentaron esporulacion o mostraron madurez normal o
prematura, debido a la enfermedad

Calificacion de severidad externa e interna para medir
diferencias de susceptibilidad

Al evaluar susceptibilidad es muy importante
conocer, ademds de Iz incidencia, el grado de severi-
dazd con que se presenta iz enlermedad. Teniendo en
cuenta este factor, se procedid a inocular distintos
cultivares de la coleccion. La inoculacidn se hizo
por aspersion con ef DeVilbis, como se indico en
la prueba de métodos de inoculacién. Se usd una con-
centracion de 10° conidies/ml Los frutos eran de 60
dras y provenian de polinizacidn manual; éstos se
dividieron en cuatre grupos o repeticiones que se ino-
cularon entre las 7:3G y 10:30 am y 1:00 y 3:00 pm
en dos dias consecutivos (2 repeticiones por dia} La
suspension se prepard momentos antes de iniciar las
inoculaciones y se utilizaron conidios que tenian
enfre 9 y 15 dias de edad y agus destilads mds
Tween-80 at 0.01% Los cultivares en estudio se divi-
dieron en tres etapas debido a la falta de floracidn
uniforme entre los mismos, que permitiera hacer las
polinizaciones para todos dentro de una misma época.
{Con cads etapa, se inoculd también el cultivar
‘Catongo’ para tomario como testigo entre ias mis-
mas).

A las cinco semanas después de la inoculacion, se
iniciaron fecturas sobre el desarrollo externo de la en-
fermedad (severidad) vy se continuaron una vez por
semana hasta fa 15zva Para estay lecturps se usd una
escala de valores de 0 a 10 que calificd las distintas
combinaciones de sintomas que suelen presentarse y
el avance semanal de la enfermedad en cada fruto in-
fectado

El grado de severidad externo, correspondienle g
vada valor de la escala, se defalla a continuacion:

0: Ningun sintoma aparente
t: Pequefios y pocos punios aceitosos o ligera defor-
macién {PPA, d)
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2: Puntos aceitosos bien definidos y abundantes, de-
formacién pronunciada, madurez irregular debida
ala enfermedad (PA,D M)

3: Puntos aceitosos bien definidos y abundantes, mads
deformacién pronunciada, madurez irregular, lige-
ro agrietamiento {Sintoma hasta ahora no regis-
trado en la literatura} a lo largo de uno de los
surcos del fruto {PA +MR ).

4; Mancha hasta de 3 cm de didmetro, sola o acompa-
fiada de madurez irregular o deformacion pronun-
ciada, agrietamiento pronunciado a lo largo del
fruto (Mn ™, mn ", mn~ +M, mn~ + D, R).

5: Mancha de mds de 3 cm de didmetro pero sin cu-
brir mds de 2/3 del fruto y acompaftada o no de
madurez debido a la enfermedad (mn-+, mn + M)

6: Mancha hasta cubrir 2/3 del fruto, con presencia
de micelo (estroma) o también la sola mancha o
necrosis desde 2/3 dei frute hasta cubrir toda la
superficie del mismo (mn+ + mi, mnT}

7: Mancha desde 2/3 dei fruto hasta cubririo total-
mente mds micelio; mancha hasta 3 em de didme-
tro mds esporulacion en la misma, pero, en poco
grado (mnT +mi, mn~ + £}

8: Mancha desde 2/3 hasta cubrir toda la superficie
del fruto mids esporulacion en poco grado: mancha
desde 2 cm de didmetro hasta aproximadamente la
mitad del fruto con esporulacién més bien abun-
dante hasta la mitad de la misma {(mn7 + E—.
mn + E)

9: Mancha desde 2/3 hasta cubrir todo el fruto mds
esporulacion hasta la mitad de la mancha o tam-
bién mancha hasta 2/3 del fruto mds esporulacidn.

10: Mancha total mds esporulacion abundante que
cubre toda el drea necrosada, ademds de madurez
pronunciada por la enfermedad {mnT + E.
mnT+ + M)

Enta Fig 1 se ilustran grdficamente los valores de
fa escala utilizada

Los frutos se cosechaion cuando presentaban espo-
rulacion, avanzado estado de descomposicion o cuan-
de mostraban madurez debido o no a la enfermedad
Inmediatamente, se partian para calificar el grado de
necrosis interna con base enunaescalade 0a 5 Asi,
se obtuvo una calificacién interna promedio para cada
cultivar. Para esto, se tuvo en cuenta sdlo los frutos
que presentaban también sintomas externos (hubo
frutos con sintomas externos y sin sintomas internos
pero lo inverso no ocurria)

Fl desarrollo de la enfermedad puede variar de una
etapa a otra como consecuencia de variaciones en las
condiciones ambientales y posiblemente, dei mismo
indculo. Para poder hacer comparsciones entre los
cultivares inoculados en las distintas etapas, se
corrigieron, una a una, fodas las repeticiones en cada
cultivar Para esto, los valores promedios semanales ¢n
cada repeticion se multiplicaron por un factor de

correceidn obtenido con base en el promedio de las
dos etapas mds severas del cultivar ‘Catongo’. Ello se
hizo con las etapas mds severas, por considerar que
éstas representan meior lo que sucede en dreas tradi-
cionalmente cacaoteras en donde la enfermedad no
tenga limitaciones de tipo ambiental para su normal
desarrollo.

Los faciores de correccion de severidad externa e
interna, para las respectivas repeticiones, se obtuvie-
ron mediante la siguiente ecuacion:

_ PCes
' per

Fec

Ponde Fci: Factor de correccion para la repeti-
cion i
PCes: Promedic del control en las etapas
mas severas
Per;: Promedio del control en la respectiva
repeticion

Andlisis estadistico

Para ia calificacion obtenida por cultivar {prome-
dio de 11 lecturas por frute, obtenido entre la Sa v la
15a, después de inocular), se hizo un andlisis de va-
riancia y la prueba de Duncan.

Fig 1 Escala de severidad externa utilizada
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Por 1ltimo, se busco la posible correlacién entre
cada una de las Jecturas semanales por cultivar, con la
calificacion definitiva promedio de las 11 lecturas se-
manales.

RESULTADOS Y DISCUSION
Concentracion del indculo y método de aplicacion

Los resuitados obtenidos, tanto en la prueba de
método de inoculacién como en los cultivares inocu-
lados posteriormente, muestran que 10° conidios/ml
aplicados por aspersidn ajrededor del fruto permiten
detectar diferencias de susceptibilidad a M roreri Sin
embargo, para trabajos con cultivares muy suscepti-
bles esta concentracion poda resuitar alta, en espe-
cial, si las condiciones ambientales favorecen el desa-
rrollo Optimo de la enfermedad Concentraciones
como Ia de 10* conidios/ml mostraron ser insuficien-
tes para infectar adn los cullivares medianamente sus-
ceptibles

Concentraciones tan altas como la de 10° coni-
dios/tnl parecieron enmascarar o vencer alguna resis-
tenicia cuando ésta existe

La aspersién con el atomizador DeVilbiss produ-
jo una infeccion mds natural, por similar mds las con-
diciones de campo en donde el fruzo normaimente no
recibe concentraciones tan altas de indculo, en una
irea reducida, como sucede con el pedazo de algodon
Esto podria llevar a la manifestacion de una mayor se-
veridad de la enfermedad debido a la alta presion de
inoculo en un s6lo sitio. En el Cuadro | se incluyen
tos resuitados de los {rutos infectados de los inocula-

dos por cultivar y el porcentaie de incidencia por cada
concentracion y el método de aplicacion del indeulo.

Se considera que la aspersion alrededor del fruto
permite un desarrollo mds nornal de la enfermedad
por no concentrar el indeulo en un s6lo sitio. Sin em-
bargo, esta forma de incculsr podriz fener algunas
limitaciones cuando se estd tomando el avance de la
necrosis y el drea cubierta por estroma como una
medida de susceptibilidad. Esto sucede porque, al
penetrar la infeccion en varjos sitios del fruto, las
necrosis producidas en ellos se extienden y al unirse
dan la impresion de una mayor velocidad en el avan-
ce. Fsta situacién  conduciria a determinar un valor
mas altc en la escala utilizada y sobre todo en los
casos en que se hagan varias lecturas por fruto. Sila
infeccion se desarroliz a partir de un sdlo sitio donde
se coloque el inoculo, la medicion del avance de la
necrosis serd mds real. Ademds. gl colocar el indeulo
solamente en una pequefia drea lleva a una mayor
presion del mismo y esto puede afectar también el
porcentaje de drea necrotica Merchdn y Restrepo
(10} destacan que las altas concentraciones de indcu-
lo. generalmente llevan a mayores porceniajes de drea
necrotics

La aplicacion del indculo por inyeccidn con jeringa
o depositéndelo sobre un pequefio recipiente de plas-
tivina tiene fambién sus limitaciones El primero de
estos casos Heva a la manilestacion de una alta severi-
dad en un tiempo muy corto y esto no ocurre cuando
la inoculacidn se hace por aspersidn. Al respecto, En-
riquez, Salazar y Paredes (5) obtuvieron esporufacién
a fos 16 dias en aquellos [rutos en donde se habia in-
vectado el indculo mientras que con otros métodos

Cuadro |, Efecto de fa dilucién del indeulo y In manern de aplicarlo sobre 1n incidencia de moniliasis en frutos inoculados de dos a tres

meses de edad.

Inoculados por aspersion

Inocwlados con algoddon

Concentracion (conidios por mililitro)

Cultivar 0 10t 10F 10 0 10° 10% Ho®
R-8 O/g* 0/8 6/8 8/8 0/8 28 5/8 8/8
R~-2 0/4 174 a/4 44 B/4 6/4 3/4 414
UF—JGI 0/4 1/4 1/4 24 G/4 0/4 2/4 1/4
Diamante~800 0/8 28 4/8 78 G/8 /8 1/8 8/8
TSH--792 0/2 0/2 212 32 o/ 12 2/2 2/2
CATIE-1060 0/6 1/6 5/6 516 0/6 LS 2/8 2/6
Total** 024 5/24 22/28 28/29 0127 5127 15/25 25/28
Porcentaje 00 208 86 96 5 0.0 185 600 893

*
RS

Frutos infectados (numerador) del tofal incculado (dencminador)
Se descartan del total inoculads los perdidos por otras causas
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de inoculacidn, sin herir el fruto, & los 28 dias atn no
se¢ habian obienido sintomas Con el depdsito de
plasticina, ademds de quedar los conidios concentra-
dos en una drea muy pequefia, tiene el agravante de
quedar los conidios sumergidos o irse a la superficie
formando grupos o grumos. Ademds, segin Rodri-
puez v Sudrez (11), los conidios de M roreri sélo
germinan cuando estdn cubiertos inicamente con una
pelicula de agua; la formacion de esta pelicula estd
favorecida con el atomizador que permite la forma-
cion de gotas pequefias v la evaporacidn mas rdpida
de excesos de agua, quedando pronte los conidios
en contacto con fas paredes del fruto.

Uso de la bolsa

El uso de la bolsa permite un microambiente mds
sstable alrededor del fruto y esto es muy importante,
sobre todo, durante el tiempo de penetyacion del
indculo Una vez que han germinado los conidios vy
han penetrado, la funcion de la bolsa es impedir una
posible infeccidn natural. dafio de insectos u otros
animales o evitar la diseminacidn del indculo cuando
aparazcan los signos de la enfermedad Ademds, en
regiones de bajz humedad relativa, la bolsa puede
mantener un ambiente (avorable al desaerollo de la
enfermedad Pero, en regiones de alts humedad con
lluvias frecuentes, como Turrialba, pudo observarse
que iz presenciz de la bolsa influyd negativamente en
la formacion de estroma y esporulacion Esto se atri-
buye a que esas condiciones de alta humedad se hacen
mds criticas deatro de la bolsa, manteniéndose el
fruto mojade todo el tiempo. La presencia constante
de una pelicula de agua sobre el fruto y el agua dete-
nida en rugosidades de la bolsa, hace que ésta se
adhiera al fruto En estas dreas de confacto no hay
formacién de estroma y por ende de esporulacion
Esto puede afectar también la calificacion en la escala
utilizada. También, el ambiente demasiade himedo
dentro de iz boisa favorece la presencia y deszrrolio
de otros hongos donde lo Phiytophthora causd las
mayores pérdidas. Por lo anterior, se considera que.
de no haber limitaciones por diseminacion del inéeu-
{0, s¢ debe retirar la bolsa mdximo a los 15 dras des-
pués de la inoculacidn para permitir asi un desarrolio
mas natural de la enfermedad

Escala utilizada para la cuantificacion de la severidad
externa e interna

En la literatura consultada, no se menciona una es-
cala de valores que cuantifique distintas combinacio-
nes de sintomas y el avance de los mismos en frutos
inocutados con M roreri En este estudio, el uso de
una escala de valores facilitd la toma de informacion
y también permitié cuantificar ¢l avance semanal de
ia enfermedad v la severidad con que se presentaron

ios distintos sintomas La escala para severidad exter-
na (0-10) abarcd pricticamente todas las situaciones
que pueden presentarse en el fruto infectado con este
hongo. Sin embargo, se considera que, para futuros
trabajos, podria reducirse & seis categorias, 0 a 5,
que corresponderian a:

0: Ausencia de cualquier sintoma externamente
visible

: Puntos aceitosos y, o, deformaciones ligeras

: Madurez bregular y, o, deformaciones pronuncia-
das

: Aparicidn de necrosis

: Aparicidn de estroma

: Presencia de esporulacién

g —

LW R S )

El uso de una escala como ésta permitirfa estable-
cer ms rapidamente las diferencias entre un grado vy
otro, lo cual no es ficil en la escala de 0a 10, donde
ias diferencias en dos valores consecutivos después de
siete quedan parcialmente a juicio del observador y
requieren cierto detenimiento

La calificacion de severidad interna, en una escala
de 0 a 3, facilitd también la cuantificacion ripida del
grado de descomposicion gue presentaron las almen-
dras lo cual es muy importante cuando se estd eva-
luando susceptibilidad, ya que algunos frutos pueden
presentay externamente sintomas de la enfermedad
pero internamente la descomposicion no es total,
permitiendo aprovechar parte de las almendras

Ef andlisis de variancia mostrd que habizn diteren-
cias altamente significativas entre cultivares, tanto en
severidad externa como interna Por lo tanto, se con-
sidera que estas dos variables deben tomarse por sepa-
rado cuando se desea evaluar diferencias de suscepti-
bilidad a la moniliasis entre distintos cultivates

La severidad a la octava semana como punto critico

Se encontrd una alta correlacion entre la catifica-
cién a partir de la 8a. semana con la calificacidn pro-
medie de 11 lecturas semanales tomadas a patir de la
Sa después de la inoculzcidon. Ef valor del coeficiente
de correlacion (r) para iz 8a. y 9a semanas fue de
(.96 Esto es muy imporiante porgue permite detec-
tar diferencias de susceptibilidad con una sola lectura
y ello implica economia en tiempo y recursos; a su
vez, para futuros trabajos, ofrece la posibilidad de in-
cluir dentro de una misma época de inoculacion, gran
cantidad de materiales Otra ventaja de tomar la 8a. 6
9a semana como punto critico para lecturas dnicas es
que permite aprovechar en el andlisis todos aguellos
frutos atacados por otros patégenos en las dltimas se-
manas donde Phytophthora sp es la causa de las ma-
yores pérdidas; estos frutos no podrian incluirse en ¢l
andlisis si se tomaran las lecturas hasta la semana 15.
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De acuerdo con lo observado en el campo, se con-
sidera que las lecturas entre la 8z y 9a. semanas son
las que aportan mayor informacion, ya que durante
éstas, tue cuando se coseché el mayor numero de fru-
tos por presentar esporelacion, madurez prematura
o un avanzade estado de descomposicién aunque no
siempre hubiera aparecido estroma. Redripuez y
Sudrez {11} asignan dos meses aproximadamente para
el proceso completo de desarrolio de sintomas en fru-
fo5 de 60 a 100 dias de edad, inoculzdos artificial-
mente; esto concuerda con la 8a 6 9a semanas toma-
das como punto critico v en donde se cosechd ¢l ma-
yvor numero de frutos, como se anoté antes. Por ulti-
mo, se considera que si la lectura unica se realizara se-
manas mds tarde, no mostrarian las diferenciss que
pueden observarse a la 8a 6 9a., pues todos los fru-
tos infectados tienden a uniformizarse en cuanto al
estado que presentan, debido a {a descomposicion del
tejido; ademds, porque pueden aparecer otros micro-
organismos saprofitos que aceleran la descomposicion
e incluso dificultan Ja correcta evaluacion de la seve-
ridad interna

Otros aspectos aclarados en la metodotogia, serdn
muy importantes para probar fa susceptibilidad a
moniliasis de otros materiales de la coleccién dende
se raalizo el estudio.

CONCLUSIONES

Con el desarrollo del presente estudio se concluye
lo sipuiente:

1. La inoculacidn de frutos de 60 dias, mediante ato-
mizacion con una suspensién de 10° conidios/m]
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Thermal Characteristics and Composition of Fats from Theobroma Species!

ABSTRACT

Thermal  behaviors and compositions of fats from 7
angustifolia " bicvtor (from Costa Rica and Brazil), T gilerd
T grandiflora and T manunosa were evaluated in comparison
to cacoa butter. Thealroma tats except for that from Costa
Rican T hicolor. exhibited lower solid fat contents {S§FC)
than tsat of cocoa buiter at room temperatsre (20-25"C),
[his is the result of the high oleic and linoleic acid contents
which made up more than 50%. of their total fatty acid com-
position, Cocoa butter {77 cacas) and Costa Rican 7 bicolor
contained 37 8% and 47 7% of both oleic and linoleic acid,
respectively, The melting behavior of the Costa Rican !
bicolor Fat was similar to that of cocoa butter, but its high
SO0 (8 = stearic acid, O = oleic acid) content {229) would
be incompatible with cocoa butter. However, both Costa
Rican and Brazilian 7 hicolor fats contained high 505, An
SOS fraction could be used to improve the inferior quality
cocoa butter,
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COMPENDIO

Lu evaluscion del comportamiento térmico y la compasis
cton fueron wtilizados para comparar las grasas de 7, angusti-
folia. T kicolor (de Costa Rica v Brasil), 7 gilerf T grandi-
Hora and T nanimesa con la manteca de cacao (7 cacao), Al
ser comparadas a temperatura ambiente (20-257C), fas grasas
de [as especies Theobroma. con excepeion de 1o grasa de la os-
peeie 70 Mhicolor de Costa Rica, presentaron contenidas mas
baios de grasas solidas (SFC) que fa manteca de cacao. Esto
tue debido al alto contenido de dcidas oléico y linoltico, los
cuales representzron mas del 30% del total de deidos grasos.
£'f contenido de los deidos oléico y linoléico fue 37.8% cen ia
manteca de checan {7 cacao) y 47.7% en las grasas de la espe-
vie 1 hicolor de Costa Rica. La forma en que la grasa de la
especie costarricense T Theebronte se derrite, Fue, similar al
comportamiento térmico de ka mantecs de cacao, pero la aita
conceniracion (2277 de triglicéridos de la forma §8O (8 =
deido estearico, O = deido oféico) es diferente a la concentra
cibn ohservada en I manteca de cacao. Sin embargo. ambaus
especies de 7 Bicolor, costarricense y brasilefiz, tuvieron un
alto contenido de $08S. Una fraccion de 808 podria ser wtili-
zada para mejorar ka manteca de cacio de baja calidad,

INTRODUCTION

ocon bulter s a major gredieal in chocolate
and comprises 30-40%% of its weight. The melting
chavacteristics of cocoa butler gre unique, in
having a high solid fat content at room temperature
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and melting at & narrow lemperature range just below
body temperature The high price of cocoa butter
encourages the confectionery industry to search for
economical {ats that have similar thermal characteris-
tics Theoretically, alternative fats have to contain the
same types and proportions of triacylglycerols as
cocoa butter in order to be fully compalible with
cocoa butter. Over 70% of cocoa butter triacylglyce-
vols are POP, POS. and SO8 (P = palmitate, O =
oleate, and § = stearate) In othey words, vocea
butter alternatives should contain high concentrations
of C16-18 fatty acids and monounsaturated triacygly-
cerols that have oleic acid at the sn-2 position Up to
now, most ol the cocoa hulter alternatives are obtai-
ned from the modified vegetable oils, e.g palm oil,
soybean oil, cotton seed oil, and coconut oil (8) Mo-
dification of these oils. which usually nvolve hydro-
genation and frectionation. increases the price of
cocos hutter alteimatives. Some alternatives, such us
lauric cocoa butter substitutes (CBS), are inexpensive
but are not compatible with cocoa buiter Natural
fats, of similar composition from plants of the same
genus as the cacao tree, could be potential cocova
bulter alternatives

There are 22 other species ol the genus Theobroma
in Central and South America, but they are not
widely cultivated as cacao trees (10) In addition to
T cacau, the commonly used species in this genus die
T grandiflora and T bicvlor Fatty acid compositions
and thermal characteristics of fats fronm these last two
species have been studied (1, 2} Tats from T hicolor
and T grandiflora contain high oleic and stearic acid
7. hicolor fat contains 43 2% oleic acid and 40 3-
41.0% slearic acid, whereas T grandiflora fat con-
tains 41 4% and 3} 8.34 0% oleic und stewic acid,
respectively Both fats are softer than cocou butter,
but have similar melting points. T, grendiflore fat had
the same melting point as cocon butter, whereas 7
bicolor fat had a higher melting point, 32°C and
35°C, respectively (1) Fats from uther species ol
Theobroma, however, have not been extensively in-
vestipated

The objective of this study was to determine the
thermal behavior and composition and of fats from
five Theobroma specigs in comparison 10 cocod
butter

MATERIALS AND METHODS

Sample preparation Dry unfermented seeds of T
arigustifolia, T bicolor (from Brazit and Costa Rica),
I' cacao, T gileri, T grandiflora, and T manimosa
were obtained as{oliows: Mature pods were collected,
opened in the field laboratory and the seeds were

Fable 1. Tat content of Fheobroma seeds and  melting
points of their fats,

Fuat content Melting point

Sample (% dry basis} oy
1 cacan 520 299
I bicolor (Costa Rica) 270 297
1. hicolor (Braril) 34 ] 8.3
1. angusrijolio 586 2740
L grandiflors 367 282
I mammuosa 49 6 283
I owiteri 12 -
1 Based on onset temperature by DSC

L]

Ligauid atf room temperature

washed with sawdust and water Seeds were sun-dried
for 20 min and oven-dried at 60°C for 48 h with
mixing  Following collection, the seeds were stored
in & dry atmosphere until being shipped to the Penn-
silvania State University Laboratory. Upon receipt ol
the seeds. they were shelied by hand and ground with
dry ice to prevent the fatl from melting.

Fat content Fafs were solvent-extincted from 2 g
of the dry giound samples using a Tecator Soxtech
systern 1043 Stinples were boiled in petroleum ether
for 45 min and refluxed with the same solvent for
I h Solvent was removed by heating at 60°C Percen-
tages of fat conlent were caleulated on a dry weight
hasis {db)

Melting point and solid fat content Fat samples
were completely melted at 100°C Three microfiters
of the samples were translerred into differential scan-
ning calorimeter (DSC) aluminum pans. Samples were
tempered al 4°C for 24 Iy to initiate crystallization
and. subsequently, at 27°C for three weeks to pro-
duce 1he stable polymorph V urystals Tempered
samnples were analyzed for their melting points and
solid {at content {SFC) profiles by using a Perkin
Elmer DSC-4 Samples were heated from 0°C to 50°C
at the rate of 20°C/min Melting points were deler
mined by measuring the onset temperatures of the
endotherms (5). SPC proliles were obtained using &
partial area program on the same DSC thermograms

Fatty acid composition Fatly acid compusitions
of the tolal lipid fractions were determined as fatty
acid methyl esters using a MHewlett-Packard model
5730A gas chromatograph {GC) equipped with a
flame ionization detector Analyses were performed
isothermally at 180°C ona 182 m x 2 mm column
packed with GP 10% DEGS-PS on 80/100 Supelco-
port {Supelco, Inc) The carrier gas (helium) was at
the flow rate of 20 ml/min
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Triacyglycerol compositions Triacyglycerol com-
positions were evalusted {6) with a Perkin Elmer
HPLC pump and a water differential refractometer
detector model 401. Mobile phuse acetonitrilechlo-
roform 6:4(v/v) was pumped at 0 7 ml/min through
an adsorbosphere C-18 reverse phase column (Alltech
Assoc} Ten microliters of 10% (w/v) samples in
chloroform were injected

RESULIS

Seeds of Theobruma, except for those of T. gileri,
contained high fat ranging from 27% to 58 6% {db)
{Table 1) Triacylglycerol compositions of Theo-
broma tats were evaluated and the results are shown
in Fig 1 and Table 3 Peaks were identitied by com-
paring their retention times with those ol cocoa but-
ter triacylglycesols from previous work (9) and quan-
tification was based on peak area percentages Cocoa
butter contained mainly monounsaturated triacylply-
cerols; namely POP, POS, and SOS, which comprise
more than 80% of the total triacylglycerols. Other
species of Theobroma had high concentrations of
di- and triunsaturated triacylglycerols, namely 000,
AOQ and SO0 (A = arachidate) In addition, fats
from I angustifolio, I grandiflora, and T manunosa
had higher concentrations of high molecular weight
triacyiglycerols, namely SOA and OAA compared to
cocoa butter and T° bicolor fats

Fatty acid compositions of the fats support the
patterns of triacylplycerol content T angustifolia, T

Table 2. Triacylglycerol composition of Theobroma species (%0).

grandiflora, and T manunose fats contained high
arachidic acid; 127, 121, and 13 0%, respectively
{Table 3} These fats were also high in oleic and lino-
leic acid, which together composed more than 50% of
the total fatty acid conteat. Faity acid composition
of I' bicolor from both Costa Rica and Brazil were
most similar to cocoa butter, ie., high in stearic and
low in arachidic acid content. However, T bicolor
fats were approximately 20% lower in palmitic acid
and about {3% higher in oleic scid content than
cocoa butter. 7' gileri was remarkably different from
the other species studied 1t contained only 1% fat
and that fat was charactesized by being low in stearic
and high in linoleic acids. The triacylglycerol profile
was atypical (Fig. 1) The 7. gileri came from a very
restricted area in Ecuador The striking differences
from the other Thechroma spp. may be due to: 1)
it was separated genetically from the other species
for a long time and/or 2) it belongs to another genera
It is apparent from the data that further studies are
needed to clarily the nature of T gileri

The etiect of differences in composition among
fats from Theobroma spp. on physical behavior can
be observed through DSC thermograms After tem-
pering at 27°C for three weeks, cocoa butler was
solidified into the stable polymorph V. whereas T
gileri fat remained liguid at this temperature. Melting
points of sclid phases were similar among different
species, ranging from 27 0 to 29 9°C (Table 1)

Fig. 2 shows the meiting profiles of the fats as re-
presented by SFC at various temperatures Most of

Triseylglycerol T cacao T hicolor T. bicolor
{Costa Ricu} {Brazil)

T" angustifolia

T grandiflora T mmammosa

OLi0 - 06 13
PLIO 08 1.0 L4
rLiP 26 03 0.5
000 06 56 9.3
SO - 0.3 4.2
POC 4.5 135 58
PIiS 48 11 24
POP 185 1.7 2.2
500 60 220 28.0
SLiS - 46 3.2
POS 374 119 167
00A 0.7 23 35
503 320 386 24.0
PS8 0.6 0.7 0.7
50A 1.0 4.0 0.4
888 04 16 04
OAA - - -

AAA - 07 -

19 10 11
14 1.9 21
06 ] 0.5
75 60 6.0
4.4 312 5.7
12 62 31
- 29 19
i4 57 1.3
170 i4.9 228
47 8.3 53
158 180 14 6
16 1 14.0 14.4
55 3.9 4.2
038 1o 09
08 1.6 09
5.5 0.5 0.3
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Fig. 1. Triacylglycerol chromatograms of 7. cacao (A),
Costa Rican 7. bicolor (B), Brazilian T. bicolor (C),
T. angustifolia (D), T. grandifiora (E), T. mammosa
(F), and T. gileri (G). (P = palmitate, S = stearate,
O = oleate, Li = linoleate, A = arachidate).

Theobroma fats were softer than cocoa butter at
room temperature (20-25°C) which is indicated by
lower SFC values. T. bicolor from Costa Rica had
melting characteristics similar to cocoa butter at
room temperature but had higher SFC at temperatures
above 30°C.

DISCUSSION

Theobroma seeds, except for T. gileri, were high
in fat, which could have some commercial signifi-

Table 3. Fatty acid composition of Theobroma fats (%).

100.00

75.00F

so.00} s
s T.CACAO .
.. T ANGUSTIFOLIA Y
7. BICOLOR (BRAZIL)

25.00F  smmm— T, MAMMOSA
T. GRANDIFLORA
= T. BICOLOR (COSTA RICA)

% SOLIDS

L] 1 L S
10.00 20,00 30.00 40.00 50.00

TEMPERATURE (C)

Fig. 2. Solid fat content profiles of fats from various Theo-
broma species.

cance. Among fats from Thevbroma seeds, the fat
from Costa Rican T. bicolor was most similar to
cocoa butter in both composition and thermal charac-
teristics. This fat exhibited a high SFC value at room
temperature and had a sharp melting range at temper-
atures above 30°C. One disadvantage is that this fat
had a high SFC value al temperatures over 35°C
(Fig. 2), which may cause an undesirable waxy
mouthfeel. This could be a result of a high SOS con-
tent. Although the Costa Rican T. bicolor fat has a
melting behavior similar to cocoa butter, the use of
this fat as a cocoa butter substitute could be compli-
cated. The difficulty is due to its 43.4% oleic acid
content, which is about 10% higher than contained in
cocoa butter. Oleic acid exists primarily in the SOO
forms in 7. bicolor and is known to promote softness.
The extra double bond in the sn-3 position of the
SOO glycerol backbone may disturb the molecular
packing of the major components, monounsaturated
triacylglycerols. in cocoa butter (3). However, T.
bicolor fat contained high SOS, a major triacylgly-
cerol in cocoa butter. Previous work indicates that,

Fatty acid
Sample 16:0* 16:1 18.0 18:1 18:2 18:3 20:0
T, cacao 28.9 0.2 32.0 34.0 3.8 0.2 1.0
T. bicolor (Costa Rica) 6.8 - 43.5 434 43 - 1.9
T. bicolor (Brazil) 7.8 - 34.0 51.8 5.0 - 1.9
T. angustifolia 4.8 - 25.9 48.8 7.5 - 12.7
T. grandiflora 10.0 0.2 21.7 47.4 8.6 - 12.1
T. mammosa 5.6 0.2 25.9 44 1 10.7 0.5 13.0
T. gileri 11.8 0.8 12.2 342 27.5 2.4 11.2

1 Carbon chain length: number of double bonds.
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in most cases, adding 3-5% of SOS tu vocon butter
can improve the crystallization behavior of an inferior
cocoa butter (7). [t may not be commercially {easible
to use the Costa Rican T bicolor directly as a cocos
butter alternative; however, fractionation of 503
couid be a viable atternative fur improving the quality
of an inferior cocoa butter, The Brazilian I bicolor
fat can be used in a similur way The difference
between the T bicolor fats from the two sources is
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Especies de Phytophthora Aisladas de Cacao en México y su
Distribucién Geografica!

ABSTRACY

In order to study taxonomy and geographical distribu-
tion of Phytophthora spp. of cocoa in the States of Tabasco
and Chiapas, Mexico, Sixty-three isolates of this fungus from
pods, leaves and soil of cocoa plantations in both states were
collected. Determinations of colony morphotogy, ability to
produce sporangia and chlamydospores, morphology and size
of sporengia, sporangiat pedicels, chlamydospores, oospores,
antheridia and maximal temperature for growth were made
with these isolates. According to our results, P citrophthora
was the most frequent species, {ollowed by P capsici. they
were found in seven countries of both states, and P palmivara
and P micorianae var. wicotignae were found only in two
countries of Chiapas. In observations made on cocoa cultivars
amelonado, calabacitio, Ceylun, cundesmor and guayaquil
concerning resistance to these fungal specics, several reactions
were obtained. This explains why it is difficult to produce
clones of cocoa in Mexico that maintain resistasce to Fly-
tophthora.

INTRODUCCION

i 0 estudios recientes se ha demostrado que la en-
fermedad conocida como “Pudricidn negra de
a mazorca del cacao” es ocasionada por varias
especies de Phytophthora (2,5, 6, 10, 11} La distri-
bucion de estas especies es muy variable, existiendo
distinta predominancia de cada una de ellas en dite-
rentes partes del mundo En Brasil, predomina £
capsici sobre P palmivera y P ocitrophthora (9) En
Venezuela, la especie mds ampliamente distribuida es
£ palmivora aunque lambién existen P megasperma
y P ocapsici {5, 11} En Camerin y Nigeria, P miega-
karya se constdera como la mds viralenta y extendida
pero ademds se presentan P capsici, ' palmivora y F
botryosa var africana (2, 3, 11) En México, se sabe
de a presencia de P ocapsici (5. 11) y en estudio de
cepas procedenies de México, Guatemala y Costa
Rica, se encontraron, ademds de esta especie, a F/
palmivora, P citrophthora y P heveae sin que se pre-
cise su origen {0)

1 Recibido para publicacion ef 13 de febrero 1989

* Centro Interdisciplinario de Investigzeidn para el Deosa-
rrolio Intepral Regional, Unidad Oaxacn, Instituto Poli-
técpico Nacional, Apariado Postal 1123, Oaxaca, Oax.,
México C.P. 68000

R Montes-Belmoni*, [, de los Santos™

COMPENDIO

Se colectaron 63 aistamiento de Phyrophtiora proceden-
tes de mazorcas, hojas v suclo de plantaciones de cacaotero,
de nueve municipios de Jos estados mexicanos de Tabasco y
Chiapas, para estudiar su taxonomia y o distribucion geogri-
fica de suy especies. Se determind: fa morfologra de las colo-
nias, habilidad pary producir esporangios y clumidiosporas:
forma y tamaito de: esporangios, pedicelos de los esporan-
gios, clamidiosporas, ovsporas y anteridios, ademis de definir
s {emperatura maxima de erecimiento. De acuerdo con los
resultados oltenidos, P citroplithore resultad [a especie mas
ampliamente distribuida, P capsici se encontro en sicte mu-
nieipios de ambos estados, y P paliiverae y P onicotignae var,
nicotignae slo se encontraron en dos municipios de Chiapas.
kn observaciones sobre la resistencia de los cacaos smelony
do, calabaciflo, Ceilin, cundesmor y guayaqeil a estas espe-
cies fungosas, se obtuve una diversidad de reacciones que ex-
plican la dificultad gue se ha tenido para obtener ¢lones con
resistencia estable a este complejo de especies productoras
de la pudricion negra de [a mazorca en México,

Ante esta situacion, el presente trabajo se oriento
hacia el conocimiento y distribucion de las especies
de Phyrophthora en los principales estados producto-
res de cacno en México: Tabaseo y Chigpas. Jos cuales
en comjunlo representan mids del 905 del drea cacao-
tera del pais

MATERIALES Y METODGS

Origen de los aislamientos. Se colectaren un total
de 63 aislamientos de mazorcas, hojas y suelo, de plan-
taciones de cacao en los municipios de: Cdrdenas,
Comalealeo, Huimanguillo, Paaiso y Teapa. en
Tabasco, vy de Cacahuatdn, Ciudad Hidalge, Rosario
izapa y Tuxtla Chico, en Chiapas Por cada localidad,
se estudigron siete cepas de diferentes plantaciones

Crecimiento micelial y produccion de esporangios,
Pasa observar el desarrollo micelial v 1a habilidad para
producir esporengios, se usé come medio de cultivo,
zanabioriz-agay (1), transfiriendo discos de 3 mm de
didmetro con el hongo en activo desarrollo a las cajas
de Petri y se deisron las cepas crecer a temperatura
ambiente (24 a 28°C) En los casos en que ef micelio
era de aspecto algodonese y abundante. a los cuatro
dias. se hizo un raspado con navaja de afejtar y se
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dejo por 24 horas alb aire a Hin de estimular la produc-
cion de esporangios. En todas las cepas se hicieron ob-
servaciones a los cinco dias de incubacion, sobre: as-
pecte de las colonias, produccion de esporangios,
tipos de esporangioforos e hifas somdticas

Produccion de oosporas. Todos los aislamientos
fueron apareados entre si, en todas las combinacionas
posibles, para lo cual se colocaron discos de las cepas
en agar sobre catas de Petrl en un medio jugo de to-
mate-agar, colocando cuatio discas en extramos sepa-
rados y uno en el centro Todas las calas con los apa-
regmientos fueron colocadas en oscuridad durante
dos semanas 2 20°C

Medicidn de estructuras reproductivas De cada
cepa -se hicieron preparaciosnes moniadas en azul de
slgoddn-lactofenol para determinar torma de espo-
ranizios: sus dimensiones fueron definidas a partir de
50 esporangios por cada aislamiento. usando un mi-
croscopio compuesto con micrémetro ocular

Con los apareamientos que produjeron vosporas se
hizo {a medicién de éstas y de los anteridios en i mis-
ma cantidad que los esporangios

Temperatura mixima de crecimiento. Todos fos
aislamientos fueron transferidos a medio zanahoria-
agar y se incubaron a 30, 33, 35 y 37°C obsarvando
su desarrollo a las 24, 48 v 72 horas

Resistencia a diferentes tipos de cacao Dentro de
ios cacaos mds comunes en México, se colectaron ma-
zorcas de dos meses de edad de los tipos: amelonado,
calabacillo, Ceildn, cundeamor, guaysquil verde y
guayaquii rojo. Estas mazorcas fueron inoculadas con
cinco de log aislamientos para lo cual se usaron 12
frutos por cepa; en cada una de las mazorcas se adhi-
rieron fres anilios de plasticina de 4 cm de didmetro
y 2 em de altura; en medio de éstas se colocd | mi de
una suspension de esporangios Posteriormente, las
mazoreas fueron incubadas en cdmara himeda a tem-
petztura ambiente por seis dias. La evaluacion de la
resistencia se hizo con base en lo indicado en la Fig 1.

RESULTADOGS Y DISCUSION

Pe acuerdo con los criterios de Waterhouse (9) Ho
{4), Newhook (8), Waterhouse y Stamps (3), Brasier
{2) y las descripciones de hongos fitopatogenos del
Commonwealth Mycological Institute, los aislamien-
tos estudiados quedaron dentro de las siguientes espe-
cies:

F citrophihiora Crecimiente micelial de aspecto
algodonoso, laxo; esporangioforos irregularmente ra-
mificados y en algunas cepas, no ramificados

i EPKARPIO
2
LSQCARPIO
3 - BMOLARPD
e PLACENTA
. ;
e ARRD
. EEMRLA
5

Fig 1 Lseake de valores para muedie of grado de penetracion
de Phytaphthora

En la mayoriz. pedicelo no deciduo y solo en un
aislamiento los pedicelos eran desprendibles en agua
Una caracteristica Uipica fue su variabilidad en las
formas de los esporangios: obovoides, elipsoides, ob-
piriformes y con frecuencia. deformes, con uno o dos
cuellos alargados o con dos o tres dpices. Su tamafio
promedio fue de 61 por 23 g con papila de 5 ¢y re-
lacidn largo/ancho (L/A} 2/6 Oosporas esféricas de
25 u de didmetro, anteridios anfiginos de 13 x 11 p
(Iig 2) No formaron clamidesporas. Su temperalura
méxima de crecimiento fue de 30°C. Esta especie fue
la mds ampliamente distribuida pues se encontrd en
tados los municipios muestreados

P capsici Crecimiento micelizl abundanie toman-
de 1a colonia el aspecto de un crisantemo  Lsporan-
gidtoros ramificados en forma de abanico. Pedicelo
deciduo fargo. en promedio de 51 u. Lsporangios pre-
dominantemente elipticos, obovoides, de base angos-
ta Sus dimensiones promedio fueron 45 x 21 u con
papila de 5 ¢y una relacion (L/A) de 2/1 Oosporas
esféricas o semiesféricas de 25 u de didgmetro; anteri-
dios anfiginos de 14 x 19 g, No formaren clamidospo-
ras (Fig 3} Crecieron a 37°C Se detecto en tados los
municipios de Tabasco vy ademis, en Chiapas, en
Cacahuatdn y Tuxtla Chico

P paimiivora Crecimiento de la colonia en forma
radial de dos tipos: unilorme. a todo lo largo de
l ocaja, y otro con un anillo con mayor cencentracion
de hifas en la mitad del didmetro de ta colonia. kspo-
rangidforos ramilicados irregularmente. Pedicelo deci-
duo corto de & g, ksporangios elipsoides, ovoides,
obovoides u obpiriformes, todos, con base redondea-
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Fig 2 P cirrophthora sporangios. oosporas v aspecto de la
colonia

da. Su tamafio promedio {ue de 40 x 24 p con papila
de 5 1y L/A de 1/6 Oosporas esféricas u ovoides. de
32 ¢ de didmetio vy anteridios anfiginos de 16 x 13 ¢
Clamidosporas presentes en todos los aislamienios y
de 30 u didmetro en promedio {Lig 4) kn algunos
aislamientos, la temperalura mixima de crecimiento
lue de 35°C y en otros, de 37°C Se encontrG unica-
mente en Tuxtla Chico y Rosario [zapa. estado de
Chiapas

P nicotianae var. wicotianae. Miceliv de aspecto
algodonoso, sin mucha sbundancia de hilas. con hin-
chamientos globosos Esporungidforos irregulurmente
ramificados Pediceln decidue en algunas cepas, gene-
ralmente muy pequefio de Iy Esporangios esféricos.
ovoides u obpiriformes algunos con dos papilas; otros
intercalares Sus dimensiones medias Tueron 34 X
4} u. Papiia de 5 u L/A 1/3 Oosporas esiéricas de
24 it de didmetro y anteridios anfiginos de 10 x 12
Clamidosporas presenies de 28 u de didgmetro (Fig 3)
Crecio a 35°C Su distribucion también fue restringi-
da a Tuxtla Chico y Rosario Izapa

Como se puede observar en las anteriores descrip-
ciones, existen algunos caracteres como la longitud
del pediceio deciduo y la forma de la base del espo-
rangio que, en Jas descripciones originales de las espe-
cies de Phytophthora, no se consideravon de impor-
tancia; sin embarge, en las especies encontradas en
cacao se ha visto que son caracteres constantes y que
permiten un diagnostico preciso (2, 8}

Vig. 3 P capsici Esporangios, oosporas v aspecto de fa co-
lonia

[
Tig 4 P palmivora Esporangios, oosperas, clamidospora v
aspecto de ki colonia

Resistencia a diferentes tipos de cacao. Los resul-
tados se expresan en el Cuadro | Los cacaos calaba-
cillo, Ceildn y guayaguil verde fueron altamente sus-
ceptibles a las cepas probadas. k! amelonado iue me-
dianamente resistente a P palmivora El cundeamor
fue resistente a P capvici y medianamente resistente
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Cuadre 1. Grado de penetracion de Phyrophthora después de seis dios,

Tipo de cacao

Especie fungosa Calabacilio Amefonado Cundeamor Ceildn Guayaquil A Guayaquil B
P. palmivora 5 3 4 4 5 5

P capsici 5 4 2 5 5 2

P citrophithora 5 5 5 5 4 3

P uicotiange 1 ¥ var nicotianae 5 5 3 5 5 3

P nicotianae 2% var amicotianae 3 5 3 5 5 2

*  Corresponden o dos cepas de lx misma especie
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Multivariate Analysis and the Classification of Agricultural Systems in a
Major Tropical Area of Cacao Production (Barlovento, Venezuela)!

ABSTRACT

Production systems of the Barlovento Valley, a major area
of cacao production in the tropics, were classified according
to multivariate statistical methods based on cluster analysis
of cases and variables. A sample of 487 surveys was selected
from a total of B50 farms according to the three main com-
ponents of the production systems: producer’s economic ra-
tionale, technology and natural environment (10, 11). Asa
result of the cluster analysis, farms studied were divided into
five groups, mainly characterized by an area gradient. In rela-
tion to the intrinsic characteristics of each system, it should
be noted that in the Barlovento arves there seems to exist a
predominance of farms with sgricultural systems mainly in-
fivenced by factors unrelated to potential agricultural pro-
ductivity, Thus, constraints such as high production costs,
limited credit, restricted use of agricultural machinery, ina-
deguate cultural practices and reduced human labor for agri-
cultural activities establish priorities which have overridden
consideration of biological production efficiency.

INTRODUCTION

o understand agricultural systems as & function
of their components (producer’s rationale, teci-
nology and natural enviroment) entails the man-
agement of a considerable volume of information
Nevertheless, relations and factors in these units
could be shown through data classification of the
selected production systems. Classification of these
systems into groups has been traditionally based on

! Received for publication 3 November 1988,
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COMPENDIO

Los sistemas de produceidn de cacac en el Valle de Barlo-
vento, una de las principales dreas productoras de cacao en
los tropicos venezolanos, fueron clasificados de acuerdo a mé-
todos estadisticos multivarizdos, basados en el andlisis de
conglomerados de casos y variables, Se utilizé una muestra
de 487 encuestas, seleccionadas de un totaf de 850 fincas, de
acuerdo 3 los tres componentes principales de los sistemas de
produceion: Racionzlidad Econdmica del Productor, Tecno-
togiz y Medio Natural. Como resultado del andlisis de conglo-
merados, [as fincas fweron divididas en cinco (§) grupos, prin-
cipalmente caracterizados por gradiente de superficie, En re-
lacion con g caracteristicas intrinsecas de cada sistema, se
pude notar que, en ¢ drea de Barlovento, parece existir una
predominancia de fincas con sistemas agricolas principalmen-
te influencindos por factores no relacionados con ke producti-
vidad agricola potencial. Restricciones tales como los altos
costos de produccion, crédito limitado, insuficiencia en el uso
de maquinaria agricols, pricticas culturales inadecuadas y es-
casez de mano de obra para las actividades agricolas, estable-
cen prioridades que superan ks expectativas con respecto s ln
eficiencia de la produccion bioldgica,

subfective evaluations of similarity or on the presence
of conspicuous, subjectively chosen elenents, whereas
the cluster analysis provides an objective measure of
similarity and therefore a more satisfactory criteria
for group division {6, 12, 25)

Although a vast amount of information is required
to interpret the complex characteristics of the agricul-
tural production systems, there are regions where
complexity is relatively reduced by local peculiarities.
These areas can therefore be studied as models, in a
functional approazch to understanding the more
complex hierarchical levels of the systems (1) An
example is the Barlovento Valley {State of Miranda,
Venezuela), one of the tropics’ major areas of cacao
production, where tenure, land use and agroecological
characteristics present a certain homogeneity. This
valley is bordered by the Cordillera de fa Costa in the
north and the Cordillera del Interior in the south
(Fig. 1), and the cacao plantations cover & greater
extension {24% of & total of 43751 ha) than other
traditional crops in the area {(7.11)
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Fig. 1. Region of Barlovento (Miranda State, Venezuela) and relative position.
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Variables used in production systems analysis

Variables corresponding to the three main compo-
nents of the production systems (economic rationale,
technology and natural environment) were randomly
chosen from 487 surveys carried out by the Experi-
mental Station at Caucagua (FONAIAP) for the Na-
tional Projec. of Bio-Socioeconomic Diagnosis of Pro-
duction Systems (PNDB). Information was comple-
mented with a survey carried out on farms representa-
tive of the sample.

Description of variables

* Variables of economic rationale/production objec-
tive

a) Size of farm (TFNP)

b) Years of farm establishment (AFNP)

¢) Place of residence (LURES)

d) Dedication to farming (DEDIC)

e) Other activities apart from production (ACTIV)
f) Machinery ownership (PROMAQ)

g) Type of credit (TIPCRE)

h) Type of work (TRAB)

i) Credit limitation (LIMCRE)

j) Infrastructure limitation (LIMINF)

k) Technical assistance limitation (LIMAT)
1) Machinery limitation (LIMAQ)
m)Marketing limitation (LIMCOM)

n) Medical assistance limitation (LIMAM)
o) Electricity limitation (LIMEL)

p) Transport limitation (LIMTRA)

q) Crop age limitation (LIMEC)

r) Shading limitation (LIMSOM)
s) Manual labor limitation (LIMO)

(Source: surveys and interviews with producer.)

* Technology variables

a) Cacao surface area (SUPCA)

b) Musa surface area (SUPMU)

¢) Traditional crop surface area: yam, tannia, sweet
potato, cassava (SUPTRA)

d) Orchard surface: avocado, citrus, others (SUPFRE)

¢) Number of crops (NCNP)

f) Evolution in land use since plot establishment
(EVUT)

g) Weed limitation (LIMMA)

h) Pest and disease limitation (LIMPE)

(Source: surveys and interviews with producer.)
* Natural environment variables
a) Soil series (SNP)

b) Use capacity (CUNP)
¢) Flood limitation (LIMINU)

(Source: Agroecological study maps study maps (8);

Study of the agroecological units of Barlovento (13);
surveys and interviews with producers.)

Classification of variables

Variables were separated into two categories: ra-
tionale and technology, and natural environment. The
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Fig. 3. Dendrogramme of the correlation matrix used to classify production systems at the Barlovento Valley (Miranda State, Venezuela).
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Fig. 4 (lassification tree of the variables corresponding to the components of the production systems at the Barlovento Valley (Miran-

da State, Venezuela)

latter, referred to as the soil series and classified by
use capacity, were obtained by placing each of the
82 communities studied on a MAC rural cadastral
map (1:10000), which was then superimposed on
soil maps of the agroecological survey (8) {(1:50 000)
and the FONAIAP-CENIAP agroecological units and
political division’s maps (13) (1:200 000). The
continuous variables {quantitative) were normalized
to non-parametric variables with five different fre-

quencies according to range. In this way, two types of

non-parametric variables were obtained: dichotomical
(present/absent) and multiple ordinates.

Data treatment: multivariate analysis techniques

Data of the variables were processed with BMDP
statistical programs (Biomedical Pack elaborated by
Dixon and Brown (3), implemented on the Burroughs
6 700 system, at the Scheol of Computer Studies of
the Central University of Venezuelz, and moedified
for the purposes of the present work. Values of the
farm (samples or cases) variables were stored on a
487 x 30 matrix {samples vs variables) as a BMDP
datz file of fixed format. The variables of the previ-
ously described normalization presented numerical
values.

Classification according to the cluster analysis

The datz matrix was processed with the PIM rou-
tine to obtain correlations between cperational varia-
bles (measure of similarity). Maximum similarity cri-
teria were used to combine two groups or clusters of
variables.

Systems were classifed with the P2M routine
{cluster analysis of cases) using the operational varia-
bles chosen for the analysis In this case, the chi-
square statistical analysis was used as a measure of

similarity, and the mean distance as a criteria for
group linkage

RESULTS AND DISCUSSION

Photointerpretations confirmed that land use pat-
terns have not changed over the last 26 years. Thus,
the area under cacao cultivation was similar in surface
area and distribution, with cacao occupying a greater
surface area in relation to other crops (1) However,
important changes in land tenure have occurred as a
result of a) agrarian reform programs related to im-
provements in the legal conditions of established pro-
ducers and b) a relative improvement in wealth distri-
bution. This is possibly a result of greater community
participation in agricuttural activity due to the allot-
ment of undivided plots of land to each settler (11)

It is important to point out that despite the homo-
geneity of this area in relation to other land use pat-
terns, changes in the coastal area may be observed (7,
9, 11). These changes include tourist recreational faci-
lities such as buildings and equipment which, in the
iast few years, have induced modifications in charac-
teristic aspects of the area such as the socio-economic
structure. This growth in tourismeoriented activities
has prompted migration towards the construction
area of a percentage of the active agricultural com-
mnity, negatively affecting production of this tradi-
tionally agricuitural area {9).

The classification tree, with the correfation coef-
ficients between variables and the corresponding den-
drogram of the correlation matrix appear in Figs 2

and 3, respectively. The highest significant correlation
can be observed between farm size and other variables,
especially cacao and Musa surface area, which are the
main crops in the area under study It was also obser-
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ved that machinery limitations and ownership corre-
lated highly with the previously mentioned variables,
a probable result of facilitated agricultural activities
in relation to f .rm size and mechanization,

A high correlation was also obtained with manual
labor limitations, possibly explained by difficulties
due to the movement of workmen toward other areas
of occupational activity (9).

Regarding the variables selected in accordance
with the methodological approach of Arias et al. (1),
soil series, usage capacity and flood limitation pre-
sented a significant mean correlation with farm size,
cacao surface area and Musa surface area; whereas the
variables infrastructure, shading, and crop age limita-
tion and type of credit showed a smaller significant
correlation with the remaining variables.

Fig. 4 shows the classification tree for the opera-
tional variables. Five groups of farms were formed.
The first group consists mainly of farms where cacao
is cultivated in association with Musa in surface areas
varying in size between 0.5 and 150 hectares (29
percent of total farmlands). Since the farms were
founded less than 30 years ago, they are apparently
exempt from problems of crop senescence. The acti-
vities of producers are mainly farming without the
use of machinery. The second group represents 16
percent of the total, with a surface area varying
between 0.25 and 225 hectares. Sixty-nine percent of
the crops in this group are orchards, either associated
with traditional crops or growing as monocultures
and associations of cacao with Musa are also included.
Fifty percent of the producers are totally dedicated
to crop farming, whereas others may carry out dif-
ferent activities which represent an additional
income. The third group includes the largest farms,
varying in size between 40 and 900 hectares, covered
with new plantations of cacao-Musa as the dominant
association. Producers are fully dedicated to farming
and they use machinery in their activities. The farms
in the fourth group (20 percent of the total) were
founded more than 30 years ago and vary in size
between 0.5 and 15 hectares. Cacao and cacao-
Musa associations are the dominant crops and the
fifth plantation senescence does affect yield. The
farms in the fifth group (13 percent of the total)
range in size between 0.5 and 120 hectares, although
95 percent are 12 hectares or less. The cacao Musa
association is dominant, but in approximately 20
percent of the plots, other associations of orchards
and traditional crops are found.

A classification tree (Fig. 5) based on previously
discussed group classifications was elaborated defi-
ning the determinant variables for each level (1, 2, 5).
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Fig. 5. Classification tree of the production system at the
Barlovento Valley (Miranda State, Venezuela).

Two levels are described, the first one involving: a) all
producers of cacao as a monoculture or associated
with Musa (approximately 60 percent of total pro-
ducers) and b) non-cacao producers (39 percent of
the total) mainly dedicated to the production of
mono-and multiple crops of cassava, yam, tannia and
orchards of citrus and avocado. The second level in-

cludes four categories of producers. The first consists
of farms owned by small producers cultivating cacao
associated with Musa on a surface area of 0.50 to
20 ha where machinery is not used. They are financed
by state agencies and generally have problems with
loans. These farms (55 percent of the total area) are
located on waterlogged lands of types three and
four according to their use capacity system. The
second category includes farms owned by large pro-
ducers cultivating cacao associated with Musz on a
surface and of 50 to 900 ha mechanized under a high
input technology. These producers are generally
self-financed, live within the agrarian system on
private lands of types two and three, and represent
five percent of the total. The third group are non-
cacao producers, mainly dedicated to cultivating tra-
ditional associated crops on plots between 0.25 and
17 hectares of type three land, and represent 23 per-
cent of all producers. Associations of traditional
crops with orchards such as avocado and citrus are
usually present, which means greater diversification.
The producers are state-financed, and family labor
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predominates. The last group consists of non-cacao
producers dedicated te moncculture (Musa, orchards
or traditional crops) planted without specific location
in the area on farms oscillating between 025 and
10 ha. These producers are exclusively dedicated to
subsistance agricultural farming with domestic manual
labor, and represent approximately 17 percent of the
total The farms of this group are mainly located on
type three land.

Results of the above classification indicate that in
the Barlovento area there is a predominance of farms
with a production system hampered by constrainis
mainly influenced by factors unrelated to primary
production potential This situation seems to be asso-
ciated with: a} high production costs and an inade-
quate system of credits which does not respond to
the needs of cacao production in the area; b) scarce
use of agricultural machinery and adequate technol-
ogy due to very limited technical assistance to the
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Conservacién de las Semillas del Cacao (Theobroma cacao }

ABSTRACYT

This study was undertaken at the Rosario lzapa Experi-
mental Site in the State of Chiapas (Mexico), with the aim
of proving the capacity of polythylene glycol (PEG) in con-
serving the viability of cocoa seeds, and 1o verify whether the
presence of pod pieces, pulp juice or chareoal can be used to
delay seed germination. The first part of the study was ear-
ried out in Petri dishes with 10 seeds per dish of the RIM-117
cione, using PEG (with molecular weights of 300, 1500,
3 000, 4 000 and 6 O00) in addition to thiram or cholorota-
lonil. Later, groups of 100 seeds in polythylene bags were
used with pod pieces, pulp juice and charcoal, After one
month's storage at 28°C, the percentage germination was
evaluated by seeding on sterife soil. Charcosd was shown fo
be the best conscrvation material (729%) in groups of 100
secds: nonetheless, the percentage germination rate decreased
in proportion to an increase in the number of sceds per bag,
Storage in an acqueous solution in Petri dishes with PEG-3 000
+ thiram conserved 97.5% of seeds without husk. However,
this method did not work with polythylene bags with 100
seeds, The incorporation of pod pieces and pulp juice does
not preserve viability.

INTRODUCCION

n México, el cacao se siembra en los estados de
_Tabasco {42000 ha) v Chiapas (32 182 ha).
Una dificultad importante, al tratar de transpor-
[d!‘ semillas a regiones alejadas de lus zonas producto-
ras, es la conservacion de la viabilidad ya que ésta se
pierde en menos de una semana

El Campo Experimental Rosario Izapa, tocalizado
en el estado de Chiapas, produce y distribuye semilla
hibrids mejorada de cacao la cual se siembra tanto en
las zonas productoras del estado, como en otras zonas
de Oaxaca y Veracruz. Tradicionalmente, la semiila se
hz transportado en mazorca; sin embargo, este trasla-
do resulta oneroso por €l peso y el volumen, la semi-
Ha tiene un periodo corto de viabilidad vy el acarreo

1 Recibido para publicacién ¢l 2 de diciembre 1988,

* Investipador del Programa Cacao. CERI. Apartado Postai
96 Tapachuia, Chiapas, México,

** Tesista del Programa Cacac. Lstudiante del drea de Cien-

cias Quimicas, Campus [V, Convenio UNACH INIFAP,

México

LE Sdnchez* A Velizquez®*

COMPENDIG

Este trabajo se realizd en el Campo Experimental Rosario
{zapa en el estado de Chiapas, con el proposito de probar la
capacidad del polietilen glicol (PEG) en la conservacion de la
viabilidad de las semillas de eacao y también, si la presencia
de trozos de mazoreas, jugo de pulpa o carbdn pueden ser
usados para retardar In germinacion. La primera parte del es-
tudio se realizd en cajas de Petri, con 10 semillas del clon
RIM-117 usando PEG (con peso molecular 300, 1500,
3000, 4000 y 6 000) mas thiram o cloratalonil, Posterior-
mente, se utilizaron lotes de 100 semillas en bolsas de polieti-
leno con trozos de mazorca, jugo de pulpa y carbon vegetal,
Al término de un mes de almacenamiento a 28°C, se evalud
el porcentaje de germinacion por siembra directa de las semi-
Nas en tierra estéril, Ef carbon vegetal resultd ser el mejor ma-
tevial conservante {72%) en lotes de 100 semillas; sin embar-
go, o medida que aumentd el ndmero de semillas en la bolsa,
disminuyd el porcentaje de germinacion, El abmacenamiento
en Caj:l‘i de Petri, en medio acuoso, con PEG-3 Q00 + thiram,
conservo el 97, 5% de semillas sin cut:cu!n sin embargo, este
método no dio resultado al utilizarse en bolsa de polietileno
con 100 semillas. La incorporacidén de trozos de mazorca y
jugo de mucilago no permite preservar la viabilidad.,

facilita fa diseminacion de enfermedades. En vista de
que este Campo Experimental también realiza viajes
de recoleccién de germoplasma, el transporte en ma-
zorca presenta una dificultad mds porque obliga a Ii-
mitar la duracidn de los viajes al periodo de tiempo
que permite la viabiljidad de la semiila.

Investigaciones prefiminares hechas en este Campo
permitieron confirmar la necesidad de usar tempera-
turas cercanas a los 20° para mantener la viabilidad de
fa semilla. Dadas las condiciones climdticas en las re-
giones preductoras de cacao el uso de temperaturas
controladas implica costos elevados por adquisicién
de equipo v dificuitades de manejo y transporte. De-
bido a ello, esta investigacion se enfocd hacia fa bus-
queda de condiciones pricticas de almacenamiento
a temperstura ambiente que permitieran conservar, al
menos un 70% de germinacion durante un mes

Mumford y Brett (5}, usando polietilen glicol
6000, en tres concentraciones, a 25°Cy trabajando
de manera casi estéril, sin fungicida, lograron conser-
var !z viabilidad de 100% de las semillas, durante 25
sermanas. Estos mismos autores sugirieron el uso de
thiram para evitar la rigurosidad del trabajo aséptico.
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El carbon vegetal fue usado con éxito, como con-
servante, por Evans (1), quien colocd semilias perfo-
radas en un recipiente con carbén y conservd el
70% de viabilidad duranie 13 semanas

REVISION DE LITERATURA

La conservacidn de semillas de cacao a temperatu-
ra ambiente presenta probiemas, ya que el cacao es
una semillz recalcitrante que trata de germinar inme-
diatamente después de ser cosechada. En una etapa
anterior de este trabajo, se logrd conservar el 75% de
semillas a 20°C durante un mes vy el 50% a 28°C al
mezclar éstas con cascabillo, en presencia de thiram
en bolsa de polietileno (6)

La presencia de inhibidores naturales de germina-
cion en el fruto de cacao, ya ha sido estudiada Suter,
citado por Forsyth y Quesnel {2), enconird que existe
urz inhibidor veldtil de germinzcion en la pulpa de ca-
cao el cual permite que ef 25% de sernillas no peladas,
en una caja de Pet:i, sca suficiente para retardar al
menos seis dias la germinacion del 73% restante de se-
millas peladas. Por su parte, Holden (3), encontrd que
fa mazorca de cacao contiene un inhibidor de germi-
nacion. Mumford v Brett (3). con base en estos resul-
tados, usaron extractos de mazorca para crear condi-
ciones de conservacion similares & las que rodean a la
semilla recién cosechada; sin embargo, no pudieron
consatvar las semillas viables por mucho tiempo

King y Roberts (4), usaron polietilen glicol {(PEG)
6 000 en solucidn acuosa para conservar la viahilidad
de Ia semillz de cacac Como polietilen glicol o plura-
col, se conoce una gama de polimeros liquidos v sdli-
dos con férmula general H (OCH,; — Cll,) OH que
son solubles en agua y de uso muy variado en Jz in-
dustria. Elos hicieron pruebas con dos temperaturas
y ires concentraciones diferentes de PEG 6 000, con
fungizone. QObtuvieron 6 6% al cabo de 24 diss de
conservacién a 20°C y 47% a 15°C después de un
mes; sin embargo, manifestaron que probablemente
se mejorarian estos resultados con el uso de otro fun-
gicida.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd entre junio de 1986
y julio de 1987, en las instalaciones del Campo Expe-
rimentai Rosario fzapa, en donde se presenta una
temperatura media anual de 28 8°C y una precipita-
cion de 3 500 a 4 000 mm por afio

Materizles

Como material biologico, se usaron semitlas fres-
cas, pulpa y restos de mazorca del clon RIM-117. Se

usd polietilen glicol (PEG), fabricado comercialmente
como piuracol, con pesos moleculares de 300, 500,
3000, 4000 y 6000, El carbdn vegetal se adquirid
en el mercado local ¥ para utilizarlo, se trituré en un
molino de nixiamal hasta obtener un polve fino que
se secod al horno durante dos horasa 70°C.

Disefio experimental

Se establecieron dos series de experimentos, en la
siguiente forma: la primera serie comprendid un total
de 21 tratamientos con cuatro repeticiones, bajo un
disefio totalmente al azar. En este caso, para formar
cada repeticion, se colocaron 10 almendras de cacao
{con mucilago, sin mucilago o sir cuticula), en una
caja de Petri (400 g/1) mds fungicida (Clorotalonil | 3
g/l o thiram 2.5 gfl} (Cuadro 1). El tratamiento sin
fungicida (“estéril™) se prepard manipulando las al-
mendras de las mazorcas en forma rigurosamente
aséptica (a la flama) y mezclindolas con la solucién
de PEG esterilizada por filtracion en filtro Millipore
de 0 3 micras

El periodo de almacenamiento, a la oscuridad y
temperatura ambiental (28”C) fue de un mes

la segunda serie comprendid nueve tratamientos
con cuatro repeticiones, también bajo un disetto com-
pletamente al azar En este caso, se colocaron 100 se-
millas de cacao mezeladas con partes del fruto mds
fungicida en bolsa de polietileno (Cuadro 4).

Como testigo se usé el método propuesto por
Sénchez y Jiménez (6), el cual consiste en guardar, a
temperatura ambiente, lotes de 100 semillas sin muci-
lago, con 30 g de cascabillo seco de café mds 80 mi de
nitrazdn (2,25 gfi), en bolsas de polietileno.

Posteriormente a estos experimentos, se efectud
un ensayo con el mejor conservante (carbén vegetal)
para evaluar su eficiencia, utilizando cantidades de
100, 300, 500 y 700 semillas en bolsas de polietileno,
durante un mes de almacenamiento.

El porcentaje de germinacion de los diferentes tra-
tamientos se calculd de la siguiente manera: para la
primera serie de experimentos se sembraron las 10 se-
millas de cada repeticidn y para la segunda serie, se
sembraron cuatro muestras de 10 almendras en tie-
rra estéril (solucidn 4:2 de etanol 90% mds formol
30%); 15 dias después de la siembra, se observd el
ntmerc de plantas que habian crecido,



SANCHEZ, VELAZQUEZ : CONSERVACION DE SEMILLAS DEL CACAQ (. CACAQ) 485

RESULTADOS Y DISCUSION

L:n el Cuadro | se presenta el porcentaje medio de
germinacion de las almendras que fueron almacena-
das, durante un mes, en una caja de Petri, en presen-
cia de diferentes pesos moleculares de PEG. Se obser-
va que, al final del periodo de almacenamiento. el me-
jor tratamiento, segun la prueba de Tukey (P =005)
fus PEG 3 000 estérii que obtuvo el 97 5% de almen-
dras viables sin cutieula, seguide por el PEG 3 000
thiram con almendra sin cutycula (90%)

El uso de fungicida (thiram) es un factor indispen-
sable, desde el puntio de vista fitosanitario, ya que re-
dujo la proliferacion de hongos que dafian la semilla v
reduce su viabilidad. El clorotsionil, ademds de inhi-
bir el desarrollo de hongos, probablemente inhibié Ia
germinacion de las semillas ya que observé un menor
porcentaje de germinacion para diferentes condicio-
nes de almendra y diferentes pesos moleculares de
PLEG, con respecto al thivam Bl andlisis estadistico de
parcelas divididas entre el efecto fungicida (parcela
grande y el PEG/parcela chica) sobie la almendra sin
cuticula, reveid que existen diferencias estadisticas
causaies por el uso de fungicida La comparacion de la
media de los valores de germinacidn con este andlisis
seflala diferencias sltamente significativas en favor del
thiram (Cuadro 2).

Cuadro [, Porcentaje de germinacion de semillas de cacao
después de un mes de almacenamiento on presen-
cia de palietilen glicol en eaja de Petri.

No, Descripcion del tratamiento e de germinacion
Semillas PLEGH*

1 Sin cuticula 3000 Y75 a

2 Sin cuticula 3000 ¢ G0 0 ab

3 Sin cuticula 4000t 850 be

4 Sin cuticula 6000t 818 bed

5 Sin cuticula 1500t 8OO bede

6 Sinmucilage 6000 1 77 5 bedel

7 Sinmucilage 4000t 625 cdefy

8 Sinmucilage 3000t 57.5 delgh

§ Con mucflage 3060t 50.0 tfghi
10 Sin cuticula 15601 47.5 ghij
11 Sin mucilago 1 500 ¢ 425 ghijk
12 Sin cuticula 4000 ¢ 4030 phijkl
13 Sin cuticula 3000¢ 4.0 ghijklm
14 Sin mucilago 6 000¢ 440 ghijklmn
15 Con muctlaga 4000 1 175 kimni
16 Con mucilago 13001t 125 kimnioe
17 Con mucilsgo 306t 0
18 Sin cuticula 300 4 ]
{9 Sin cuticuln e 0
20 Sin euticuln 3001 0 X=3835
21 Conmucilige 6000 ¢ 0CV.=17.2%

¥ o= Esdril o= Cloretalonil  t = thiram

En lo que se refiere a los dierentes tipos de PEG
utilizado, hubo diferencias notables entre los pesos
moleculares de 300 y 1500, con respecto a los de
3000, 4 000 y 6 000 pero no entre éstos. La explica-
cién de ello puede encontrarse en funcidén de la pre-
sién osmotica ejercida, la cual, para una concentra-
cion dada, es mayor cuando aumenta el peso molecu-
far.

La almendra sin cuticula, se conserva mejor que
cuando ésta no se desprende (Cuadro 3} Esto quizds
se debe a que la pelicula protectora delgada de PEG
que se forma sobre la semilla Como lo interpretan
Mumford v Brest {5}, esa pelicula permite solamente
un minime intercambio de oxigeno y mantiene la
presion osmdtica adecuada para lograr un balance de
agua entre absorcidn y deshidratacion de la semilla;
esto no ocurre de la misma forma en la almendra con
muciiago. Probablemente, aunque permeable, la cuti-
cula representa una barrera mds que interfiere en el
intercambio gaseoso y disminuye la sccion osmotica
del PEG.

Los resultados medios de la germinacidn, en el en-
sayo de conservacion de la semilla de cacao en presen-
cia de partes del fruto de cacao y de carbdn vegetal en
bolsas de polietileno, se presentzn en el Cuadro 4
Puede chservarse que el carbdn vegetal resulto ser el
mejor tratamiento para conservar las semillas en estas
condiciones, superando aun al testigo cascabillo de
café + thiram, sin mucilago. El carbdn vegetal, como
conservantte, presenta la propiedad de absorcion de
ciertas sustancias liquidas o gaseosas, como agus y
oxigeno Posiblemente, esto explique que dicho con-
servante haya permitido conservar mejor fa viabilidad
de las semilias.

Ningun tratamiento de esta serie fue capaz de con-
servar la viabilidad de fas almendras de todo e} lote
por un mes, adn cuando se usd fungicida para el con-
tro} de hongos. La incorporacidon de poiietilen glicol
en soiucién acuosa a lotes de 100 almendras en bolsas
de polietileno, no dio buenos resultados, segun jos ex-
perimentos en caja de Petri (0% de germinacion). Es
pasible que, al conservar cantidades mayores de 10 al-
mendras en solucion acuosa de PEG, la accidn osmd-
tica de éste persista, pero, el intercambio gaseoso se
dificulta en el centro del iote almacenado y por lo
tanto, las semillas mueren por asfixia. Este hecho se
comprobd, en cierta forma, al repetir el experimento
de caja de Petri + PEG — 3 000 — thiram, pero. invir-
tiendo la posicién de la caja de Petri {con la tapa ha-
cia abajo}. In este caso, se obtuvo 0% de germinacion
seguramente porgue la posicion de la caja y de la solu-
cién sobre las almendras dificulto el intercambio ga-
SCOS0
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TRATAMIENTOS

Lotes de 100 almendras
Lotes de 300 almendras
Lotes de 500 aimendras
©lLotes de 700 aimendras
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Fig. 1 Efecto de la cantidad de almendras de cacuo
Theobroma cacao L, sobre su germinacion, al con-
servarlas en carbon vegetal, en bolsa de polictileno

Al usar trozos de mazorca y jugo de mucilago no
se obtuvieron buenocs resultados; es probable que es-
tos elementos, que en el fruto sano funcionan como
inhibidores de la germinacion, sean eficaces aln en
presencia de aire; sin embargo, la semilla no es capaz
de soportar por largos periodos esta inhibicidn sin
realizar actividades metabdlicas adversas (5).

En lz Fig | se muestra la evaluacién media de la
pérdida de poder germinativo de lotes de diferentes
cantidades de almendras de cacao, tratadas con car-
bén vegetal por un mes. En ella se observa que es po-
sible conservar, durante 10 dias, el 100% de germina-
cidn alun en lotes de 700 almendras; sin embargo, a
partir de un tiempo de almacenamiento, la viabilidad

Cugdro 2. Efecto del fungicida y del polistilen glicol sobre
la germinacion de semillas de cacao sin cuticuls
(datos transformados por Arc Sen %).

PEG

Fuente de variacion 3 000 4 000 6 000 X

Thiram 716 675 657 675DSM&Sais%h
Clorotalonil 396 392 391 391
X PLEG 554 333 424

DSM 5 45 a1 5%

disminuyo en todos los lotes y la pérdida de la misma
es mds rdpida a medida que aumenta la cantidad de al-
mendras en el lote. Asi, mieniras que en un lote de
700 almendras, al cabo de un mes de almacenamien-
to, se conserva viable el 6% de las almendras, en bol-
sas con 100 se puede conservar el 70%. El sumento
de} contenido de oxigeno en la atmosfera circundan-
te, en muchos casos, estimula la germinacidn de Ia se-
milla intacia; en este caso, al aumentar el volumen de
almendras almacenadas se disminuye el contacto de
éstas con el oxigeno y por lo tanto, se Himita la respi-
racién en el centio dellote Por otra parte, la semilla,
al continuar respirando, agotzrd el oxigeno disponi-
ble, desprenderd bidxido de carbono y calor, lo cual
es un factor limitante de la viabilidad de la semilla.

CONCLUSIONES

t. El almacenamiento de almendras de cacao, en caja
de Petri, a temperatura ambiente, conserva un
97 3% de germinacién al utilizarlas sin cuticula, en
presencia de thiram y de polietilen glicol 3 004,
después de un mes En bolsa de polietilenc, este
efecto no persistid

[

£l carbén vegetal permite mantener el 71 75% de
la germinacion de lotes de 100 almendras, en bolsa
de polietileno, durante un mes de almacenamiento,
a temperatura ambiente.

3. Aparentemente, el almacenamiento de almendras
viables de cacao estd fuertemente supeditado a un
intercambio minimo gaseosc, por lo que lotes ma-
yores de 100 almendyras, en presenciz de carbdn ve-
getal, pierden pronto su viabilidad

4 El uso de trozos de mazorca v jugo de mucilago
como conservantes, no es adecuado para prolongar
el periodo de almacenamiento de las almendras de
cacao

Cuadro 3. Efecto del polietilen  ghicol y las condiciones de
la semilla de cacao sobre su germinacion (datos
transformados por Arc Sen %),

Peso molecular PEG

Condiciones 300 1500 3000 40006000 X
de 1a semilla

Sin cuticula & 435 7.6 675 657 496

Con mmucilage 0 406 45 ¥5 0 22
DSM 9 4 al 57%

X 0 42 $83 48 8.8

DSM 3 8al 5%
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Cuadro 4. Porceataje de germinacion de semilias de cacno,
en presencia de partes del {ruto o carbdn vegetal,
a un mes de almacenamiento, en bolsas de polie-
tileno.
1. Sin mucilago, carbon vegetal 71752
2 Sin mucilago, thiram-cascabille {1} 41 BT b
3 Sin mucilago. trozos de mazorcd-cascabilio 5ai¢
4. Sin mucilago. trozos de mazorca-clorotalosil
cascabilio 375¢d
3 Sin mucilage, trozos mazorca-clorotalonil
caseabilio 33 d
6 Jupoe de mucilago - cascabiile 0 e
7 Juge de mucilego - clorotalonil -
cascabillo 0 e
8. Sin mucilago, PEG 3 900 thiram -
caseabillo 6 e
9 Sin cuticula, PEG 3 000 thiram 0 e
CV.=i6%
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Meétodo de Inoculacion y Evaluacion de la Resistencia a Phytophthora palmivora
en Frutos de Cacao (Theobroma cacao)

ABSTRACI

Four methods of inoculation of P palmivora were tested
under field conditions in Turrisiba, Costz Ricy (602 masl
22°C, 2 600 mm). The hest method was the inoculation of
five-month-oldl cocoa fruits with a zoospore suspension
absorbed in two filter paper dises of | ¢m in diameter and
placed on opposite sites of the “equator” of each fruit. Fruits
were incubated in a humid chiamber for 48 hr. A zoospore
concentration of 15 x 10° zoospores mi~' was selected ex-
perimentally, as well as an inoculation period in the field not
longer than 30 min, The infectious capacity of the zoospores
sharply decreased thereafter, Two hundred and four cultivass
of cocon were inoeculated, Severity varied from lesions with
0.9 cm {Pound-7 and Catie-1 000) to 8.6 cm (CC-48), whereas
incidence was over 90% in most of the cultivars, There was
no correlation between severity and incidence. Based on
severity, 19 cultivars were classified as resistant, 93 modera-
tely resistant, 61 moderately susceptible and 31 susceptible.
The resistant cultivars were: Pound-7, CATIE-1000, CC.256,
EET-59, EET-64, TSHN-812, SPA-5, UF-703, CC-214,
EEY-48, ICS-44, EET-250, SPA-11, SPA-17, CC-432, CC-83,
CC-71, CC-232, and UF-602. A second evaluation of the re-
sistant cultivars produced similar resuits,

INTRODUCCION

a mazorca negra del cacao (Theobroma cacao
. L), causada por Phytopiithora spp, es endémica
en las dreas cacaoteras y responszble de hasta
un 50% de pérdidas en la produccion (3). En Centro-
américa se ha informado de dos especies asociadas
con ia enfermedad: P palmivora, que es la mids impor-
tante v distribuida, y P capsici, presente en Guatema-
la v E1 Salvador (8}

Phyrophthora causa necrosis en varias partes de fa
planta, perc su efecto mds importante ocurre en e
fruto, donde produce lesiones pardas con bordes de-
tinidos y crecimiento ripido

1 Recibido para publicacion ¢l 26 de encro 1990
Los autores agradecen a los sefores Fernando Lopez B,
Luis Guitlermo Salazar G, Carlos Ramirez, Edwin Castillo
F_ Y Francisco Dittel R, ya que sin su valiosa participa-
cidn no hubiera sido posible la realizacién de esta inves-
tigacion

Programa de Mejoramiento de Cultivos Tropicales, Apdo
7170, CATIE, Turrialba, Costa Rica

W. Phillips-Mora™, J 1 Galindo™

COMPENDIO

Se evaluaron cuatro métodos de inoculacion de P palmi-
vorg en frutos de cacao bajo condiones de campo en Turrial-
ba, Costa Rica (602 msam, 22°C, 2 600 mm). El método mas
adecuado consistio en la incculacidn de frutos de cinco meses
de edad, con una suspension de zoosporas aplicada mediante
dos discos de papel de filtro de 1 em de didmetro, colocados
en lados opuestos del ‘ecuador’ del fruto. Los frutos fueron
incubados en una cdmara himeda durante 48 h, Para asegurar
unz alta infeccidn, se selecciond experimentalmente wna con-
centracion de [5 x 10* zoosporas ml ' y una duracidn mdxi-
ma de ta inccudacion en el campo de 30 min., debido a que se
determind que la capacidad infectiva del indculo se reducia.
Seis dias después de la inoculacidn se evalud Iz incidencia, y
fa severidad mediante el didmetro de la lesidn de mayor ta-
mafio en cadz fruto. Con el método de discos de papel se eva-
tud 204 cultivares. Se encontrd que la severidad varid de
0.9 em {‘Pound-7" vy *Catie-1000"} 2 8.6 cm (*CC-48", en tan-
to que la incidencia fue en casi todos los cultivares superior al
90% . No se obtuvo correlacion entre la incidencia y 1a seve-
ridad, Los cultivares fueron clasificados de acuerdo con su
severidad obteniéndose 19 cultivares resistentes, 93 modera-
damente resistentes, 61 moderadamente susceptibles y 31
susceptibles. Los cultivares resistentes fueron: ‘Pound-7
‘Catie-1000", *CC-256°, ‘EET-59, 'EEI-64', “ISHN-812",
‘SPA-ST, *UF.703%, *CC-214°, 'EET-48", “ICS-44°, ‘EET-250",
‘SPA-1T, “SPA-17°, ‘CC-42°, ‘CC-83", "CC-71°, 'CC-232" ¥
‘UF-602". Al reevaluar los cultivares resistenies se observd
que conservaban consistentemente su reaceion,

El combate de la enfermedad mediante resistencia
gendtica es el mds ventajoso para el agricultor, Se ha
determinado amplias diferencias de susceptibilidad a
P palmivore en condiclones de infeccion natural
{22, 26, 27), asi come bajo diversos métodos de ino-
culacidn artificial, recopiladas por Rocha (18), Blazha
{2} v Lawrence (10}

En las inoculaciones artificiales de frutos se ha uti-
lizado mazorcas unidas al drboel (10, 25 o desprendi-
das de este {6, 23) Asimismo, se ha usado frutos in-
tactos (6, 10) o con heridas hechas artificialmente

{13).

El indculo mis empleado ha sido las suspensiones
de zoosporas, pero también se ha wsado micelic,
esporangios o fragmentos de mazorcas enfermas (2,
10, 14} Las suspensiones han sido aplicadas inyectan-
de {15), atomizando o sumergiendo los frutos en ellas
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{25}, o bien, reteniéndolas en [as esirias naturales de
las mazorcas (14} o medianie pequefios recipientes de
plasticina (3, 21}, Menos frecuente ka sido la absor-
cidn del indeulo en papeles de filtro (25) o motas de
atgodén {15) que luego son colocados sobre el fruto

Los principales pardmetros usados para medir la
resistencia han sido la incidencia y el didmetro de la
lesion (10} Algunos autores han empleado ademds el
momento de aparicion de los sintomas y de las fructi-
ficaciones del hongo, la cantidad de lesiones por fruto
v la profundidad, el drea y la tasa de desarrollo dela
lesion (3, 14, 21).

Lawrence (10}, evalud en Costa Rica varios méto-
dos de inoculacidn descritos en la literatura y encon-
trd que el més confiable era inocular {frutos de cinco
meses unidos al drbol con una suspension de zoospo-
ras Retuve el indcule sobre ei frutc con plasticina
moldeada y selecciond arbitrariamente una concentra-
¢idén de 2 x 10% zoosporas ml™ (zp ml ™). Concen-
traciones similares a ésta han sido usadas por ofros
autores, tales como Blaha v Lotodé (3) v Rodriguez
(2h

Los objetivos de esta investigacién fueron: i) pro-
bar un método de inoculacidn y evaluacién de la resis-
tericia de materizles de cacao a P. palinivora, que sea
simple y consistente v que reproduzea lo mejor posi-
ble las condiciones naturales de infeccidn; y ii) eva-
luar con este método los cultivares incluidos en la
Coleccidén de Germoplasma de Cacao del Centro
Agrondmico Tropical de Investigacién y Ensefianza
(CATIE).

MATERIALES Y METODOS

Los experimenios fueron realizados en la Colec-
cion de Germeoplasma de Cacao y en el Laboratorio
de Fitopatologia del CATIE en Turrialba, Costa Rica
(602} msnm, 22°C, 2 6006 mum de precipitacion)

En todos los experimentos se usd el aislamiento
CATIE-964, e cual fue obtenido en Turrialba y cuya
patogenicidad ha sido comprobada El indculo se pre-
pard a partir de colonias del hongo gue crecieron en
platos Petri sobre el medio Agar-V8-CaCO,y (1 8: 20
y 0 3% ) durante 10 dras en una cimara 2 25°C y pe-
riodos slternos de 12 h luz/oscuridad Pars la prepara-
cion de las suspensiones se siguid la metodologia de
Lawerence (10} modificada por Phillips y Galindo
(16}, que consiste en adicionar a cads plato Petri
20 mi de agua destilada a 10°C y cotocar los platos
30 min , primerc en una cdmara oscura a 5°C y luego
en otra a 25°C Las suspensiones no fueron filtradas
como recomienda Lawrence {10) debido a la espora-
dica presencia en ellas de esporangios y de micelio

Con excepcion de los dos primeros experimentos,
las suspensiones fveron calibradas con un hematoei-
metro; para esto se tomd una alicuota de la suspen-
5ién y con el objeto de inmovilizar las zoosporas, se
le adiciond azul de metileno con un aza.

En todos los experimentos se inoculd frutos de
cinco meses de edad en dos puntos ubicados en lados
opuestos del “ecuador” del frute. Se suministrd luego
a cada mazorca una cdmara hdmeda, mediante la
colocacién de una bolsa transparente de polietileno
que contenia una toalla de papel vy SO m! de agua
destilada (17). A los dos dias se cortd los extremos
inferiores de las bolsas para elimingr el agua lbre

Seis dias después de la inoculacion se defermind
la incidencia vy iz severidad La severidad se midid
utilizando el didmetro de la lesién de mayor tamafio
en cada frute. Se midid la lesidn en los sentidos lon-
gitudinal y perpendicular al largo del fruto y se obtu-
vo ur promedic entre ambos

Comparacion de métodos de inoculacibén

Con el fin de seleccionar el mejor métedo de ino-
culacion de P. palmivora en frutos de cacao, se com-
pard el método propuesto de discos de papel con fos
métodos de piasticina y discos de micelio-agar,
comunmente mencionsdos en b litergtura (2, 3, 10),

k) método de discos de papel consisti6 en la inocu-
facion de las mazorcas con una suspension de zoospo-
ras aplicada por medio de discos de papel de filiro Se
evalud dos didmetros de disco: 0.5 y 1 em Aproxima-
demente media hora después de iniciada la prepara-
cion de la suspension, se inoculd los frutos colocando
en cada punto un disco de papel de fittro (Wathman
2) sumergido con una pinza en la suspensién previa-
mente agitads Cada disco quedd impregnado con
aproximadamente 0 .05 ml de suspensidn.

Ll método de discos de micelio-agar consistio en
la inoculacion de los frutos colocando en cada punto
de inoculacion un disco de micelio-agar de G5 cm de
didmetro

Para el método de la plasticina, se molded en cada
punio un pequefio recipiente de plasticina, dentro del
cual se colocd 01 ml de fa suspension previamente
agitada Tres dras despuds se elining la phasticina

Con cada uno de fos mélodos descritos anterior-
mentfe. se inoculd 10 {rutos de los cv ‘EET-62,
UE-613" y "UF-29". En lz siguiente fase del experi-
mento v utilizando los métodos mds eficientes de Ia
prueba anterior (discos de micelio-agar y discos de
papel de 1 cm), se inoculd 15 frutos de loscov.
Pourd-7", ‘ELT-62" y ‘UF-667" En ambos experi-
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mentos no se calibrd la concentracion de la suspen-
sion pues se asumio, tal como indica Lawrence (10},
gue cada plato Petri produce consistentemente una
concentracion cercand a las 2 x 10% zp ml™

Concentracion del inoculo

Para Ins evaluaciones de resistencia se selecciond
finaimente el método de discos de papel de | em de
didmetro Utilizando este méfado se evaiud el efecto
de cinco concentraciones de indeulo (6, 5,8, 11 y 14
x 10% zp mi ') Para esto se inoculd 15 frutos/ev de
ires cuitivares con diferente reaceidn vonocida al
patdgeno (10): ‘Pound-7° (resistente), ‘Uk-613" {in-
termedio) v ‘UF-296" (moderadamente susceptible)

Perinodo de utilizacion del inoculo

Debido a que al realizar inoculaciones sucesivas de
cultivares se observd que la efectividad del indcuio
se reducia al transcurrir el tiempo, se evalud el tiempo
maximo de utilizacion del mismo Pars esto, se inocu-
16 10 frutesfev de los ¢ ‘Pound-7" y *UF-G|3" en
lapsos de 15 min . a partir del inicio de las invcuiacio-
nes Se realizaren siete inoculaciones abarcando un
pericdo de 90 min,

Evaluacion de cultivares

Conr el método de discos de papel se procedio a
evaluar la Coleccion de Germoplasma de Cacao del

CATIE. En el segundo semestie de 1988 se realizaron
miaftiples inoculaciones que permitieron evaluar 204
cultivares En cada evaluacién se inciuyd de 12 a 24
cultivares dependiende de la disponibilidad de frutos
y de mano de obra Se consideré que cada persona
podia inocular un midximo de 60 frutos en media
horg, que fue el tiempo previamente seleccionade
para reslizar esta laboy

Se inoculd 10 mazorcasfcv cantidad que ha sido
considerada suficiente por otros autores (10} Todas
las inoculaciones fueron realizadas durante ia tarde,
evitando hacerlas en dias lluviosos o muy soleados

Se considero que bajo condiciones normales de
inoculacion. lo incidencia debia ser superior para cada
cultivar al 85%. en caso contrario la inoculacion se
repitio.

Los cultivares [ueron clasificados de acuerde con
su didmetro promedio de lesidn de Iz siguiente mane-
ra: de O a 2 O resistentes; de 2.1 a 4 0 moderadamente
resistentes; de 4.1 a 6 moderadamente susceptibles: y
mayor de 6.1 susceptible. Durante 1989 los cultiva-
res resistentes fueron reevaluados por lo menos en
una oportunidad Aquélios que disponian de una ma-
vor cuntidad de frutos se reevaluaron en mis ocasjo-
nes

Cuadro 1, Efecto de cuztro métodos de inoculacion sobre la severidad e incidencia de Phyiopiithore palmivora en frutos de cacgo,
Turriaiba, 1988,
Métado de Inoculacion'
A C D

Culdvar

SEV? I SEV I SEV i SEY [

{cm) (%) {em} (%) {em} (%) (em) (%)
EET-62° 6 8* 95 10 42 44 100 52 95
‘UE-613" 30 95 1.4 50 24 72 506G 106
UE-29° 28 75 R 70 2.4 95 74 100
PROM 4 2y’ 88 2 3c 54 3. 1be 89 5 9a 98

1 Métodos de inoculacion:

A. Discos de Papel de 1 em de didmetro
B Discos de Papel de 0.5 cm de didmetro
' Piasgticina

DD Discos de Micelio-agar

ra

3 1= Incidencia de la enfermedad

4 Promedio de 10 frutos

SEV = Severidad de la enfermedad, determinada con base en ¢l didmetre promedio de lesion

5 Valores en esta hilera seguidos por fa misma letra, no ticnen diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Duncan (P = 0 {035)
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RESULTADOS

De los custro métodos de inoculacion evaluados,
los mis eficientes fueron los discos de micelio-agar vy
los discos de papel de | cm de didmetre (Cuadro 1)
Con los discos de micelio-agar se obtuvo una inciden-
cia promedio para los tres cullivares, cercana al
100% v un didmetro promedio de lesion de 29 cm
Con los discos de 1 cm estos valores {ueron 88% vy
2.1 cm, respectivamente. El método para el cual se
dio la menor incidencia y severidad (54% vy 1 2 em)
{ue el de discos de papel de 05 cm Con eluso de la
plasticina se obtuvo una incidencia de 89% y un did-
metro de lesion de 1 5 cm

En una segunds evaluacion de los métodos de dis-
cos de papel de 1 cm y discos de micelio-agar. se en-
contré nuevamente, que con este ultimo se producia
los mayores didmetros de lesién, sin embargo, para
ambos métodos la incidencia fue muy similar (Cua-
dro 2)

La evaluacion de las concentraciones maostrd en
términos generales para los tres cultivares, que al in-
crementarse la concentracion de indeulo se aumenta-
ba tanto la incidencia comao la severidad {Cuadro 3)
Para el cultivar resistente ‘Pound-7" no se obtuvo res-
puesta a conceniraciones menores a 11 X
10* zp mI™" Paraloscv. ‘UF-613 y "UF-2967, atin a
ura concentracion de 5 x 10% zp ml™ se preducia in-
feccion ba concentracidn que produjo en promedio
los mejores resultados fue 14 x 10% zp mi- . oble-
niéndose con ella incidencias superiores al 87%  Con
el objeto de facilitar la calibracién de las suspensio-
nes se selecciond finalmente una concentracion de
15 x 10% zp mi™

Se determiné que al avanzar el tiempo de inocula-
cidn se reducia la capacidad infectiva del indculo.
Tanto para la incidencia como para la severidad, los
mdximos valores {ueron obtenidos en los primeros
30 min después de iniciada la inoculacion (Cua-
dro 4} Después de este momento las severidades se
redujeron pero no difirieron mucho entre s1

En las evaiuaciones de los cuitivares se encontrd
que el didmetro promedio de lesion varid de G9 ¢m
(Pound-7 y Catie-1000) a 8 6 cm {CC-48), en tanto
que, la incidencia fue en casi todos los cultivares su-
perior al 90%  No se encontrd correiacidn entre estos
dos pardmetros

De los 204 cultivares evaluzdos se obtuvo 19 resis-
tentes {Cuadro 5). 93 moderadamente resistentes, 61
moderadamente susceptibles y 31 susceptibles (Cua-

dro 6) Al evaluar nuevamente los cultivares resisten-
tes se observé que conservaban consisteniemente su
reaccion.

DISCUSION

lLa necesidad de identificar materiales resistentes
a P palmivora para ser entregados a los agricultores,
ha originado muy diversos métodos de inoculacidn y
de evaluacion de la resistencia. La gran diversidad de
métodos y de lipos de cacao usades en las investigs-
ciones, unido a la amplia varizbilidad natural del paté-
geno y de las condiciones climdticas, ha conducido a
considerables discrepancias entre autores {10)

Algunos de los métodos mencionados en la litera-
tura no reproducen zdecuadamente las condiciones
naturales de infeccidn, ya que alteran la fisiologia
normal de fos frutos al usar mazorcas desprendidas
del drbol o con heridas artificiales. Esto tiene un im-
portante efecto al evaiuar la resistencia, puesto que
las mazorcas modifican su reaccion al ser separadas
del drbol (4, 20) Asi por gjemplo, Madeiros y Rocha
{12 mencionan que la resistencia del cv. *Catongo’
disminuye considerablemente cuando se inocula fru-
tos separados de la planta, v Lawrence (10} indica
que iz respuesta obtenida com este tipo de frutos,
generalmente no coincide con la reaccion oblenida

Cuadro 2. Efecto de dos métodos de inoculacion sobre la
severidad e incidencia de Phyrophithore pahmivora
en frutos de cacao. Turrialha, 1988.

Método de Inoculacion

Caltivar Discos de papel  Diseos de micelio-

de 1 cm gy
SEV! I? SEV i
(em) {5} {em) (953
‘POUND-7* 0g? 87 24 85
‘LET-62 32 92 58 90
*UF-607 58 97 82 100
PROM. 3.3b% 92 5 5a 92

1 SEV = Severiduad de la enfermedad, determinada con base
en el digmetro promedio de lesion

(3

I = incidencia de la enfermedad
3 Promedic de 15 frutos
4 Valores en csta hilera seguidos por la misma letra no tie-

nen diferencias sipnificativas de acuerdo con la prueba de
Duncan (P = 0 05)
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bajo infeccion natural Se ha demostrade ademds,
que frutos con algin grado de resistencia se tornan
mds susceptibles al ser heridos y luego inoculados
(2,10}

En otros métodos, se ha alterado el potencial del
indculo al adicionar junto con éste sustratos nutriti-
vos artificiales que favorecen ef desarrollo del patd-
geno Asi por ejemplo, el método de discos de mice-
lio-agar, a pesar de haber producido en la presente
investigacion la mayor incidenciz y didmetro de
tesidn, no se considera adecuado por cuanto adiciona
junto al indculo, complementos nutritivos y na per-
mite cajibrar el tipe de indculo usedo ni la concen-
tracién del mismo Por otra parte, el método de la
plasticina ademds de ser tedioso, tiene el inconve-
niente de que algunos de estos materiales han resul-
tado toxicos a los frutos de cacao (21) y puede exis-
tir la posibilidad de que la plasticina interactie con
el inGeulo

Se considerz que el método de discos de papel de
I ¢m constituye una buena alternativa porgue pro-
duce un adecuado nivel de infeccidn y permite cla-
sificar los materiales de caczo en forma eficiente
Ademds es sencillo, y debido a lo inerte cel papel ne
aporta al hongo nutrimentos adicionales La cobertura
que da el papel en los sitios de penetracién reduce
la evaporacidon del agua y la radiacidn directa en los
mismos La absorcién de agua que sulre el disco en el
momento de la inoculzcidn garaniiza el suministro
de agua libre, fundamental para los procesos fisiologi-
cos previos y durante la penetracion del hongo (8) La

penetracion y aparicion de los primeras sintomas
ocurre en poco tiempo {10) y cuando el hongo estd
dentro de los tejidos del epicarpio, la humedad no
eierce influencia {11) El suministro de humedad por
medio del disco de papel impregnado de suspension y
la adicién de la cdmara hiimeda a cada mazorca du-
rante 24 h, se consideran suficieates para lenar los
requerimientos de agua del hongo. Las bolsas de po-
lietileno ademds, proveen de un microclima mds uni-
forme y protegen al indculo de factores adversos tales
como lluvia v vientos

ki emplec de zoosporas, que son el principal pro-
pagulo para la diseminacidn e infeccion de la enferme-
dad (2). junto z la inoculacidn de los frutos bajo con-
diciones de campo {mazorcas unidas al drbol} origina
un procedimiente acerde con las condiciones natura-
les de infeccidn El uso de zoosporas tiene ademds la
ventaja de que sus suspensiones se pueden calibrar
fcitmente, permitiendo una mayor uniformidad
entre inoculaciones

Al utilizar discos de papel de 03 cm se observd
una impertante disminucidn de l1a incidencia y la seve-
ridad con respecto & los discos de 1 cm, debido proba-
blemente a la mayor capacidad de absorcidn de indeu-
lo que se da con el incremento del tamafio de los dis-
cos Este efecto puede ser importante al utilizar una
suspension con una baja concentracion de zoosporas,
lo cual probablemente sucedid en este experimento
En el mismo, la concentracion no fue calibrada debi-
do a que se asumid, tal como indica Lawrence (10),
que cada plato Peiri consistentemente produce alre-

Cuadro 3. Efecto de cinco concentraciones de inGeulo sobre 1a inoculacion artificial de Phyrophthora palinivora en frutos de cacao,

Turriztba, 1988,

Concentracion ‘POUND-7° ‘UF-2987 PROMEDIO
{zoosporas mi—*)

SEV! i SEV I SEVY I SEV I

(em) ) {cm) (%) (¢m) (%) (cm) (%)
0 02 0 040 [t 09 a 0 0a’ 0
5107 0 0 13 eIy 21 70 1.3b 53
8x 10 0 0 1.9 97 33 a3 1.8¢c 63
11 x 10* o8 60 21 90 28 87 2 led 79
14 x 10* 12 40 2 87 29 93 22 90

1 SEV = severidad determinada con hase en ¢l didmetro promedio de lesion

1 = incidencia

2 Promedio de 15 frutos

3 Valores en esta columnaz seguidos por la misma letra, no tienen diferencias significativas de acucrdo cen la prueba de Duncan

(P =0.05).
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Cuadro 4. FEfecto del tiempo transcurrido desde fa preparscion del indculo sobre Ia eficiencia de la inoculacion de Phytophthora palmi-

rorg en {rutos de cacao, Turrialba, F988.

Diimetro de Lesion (em)

Incidencia (%)

Tiempo (min.) UF61Y ‘POUND-T PROMEDIO ‘UF-613% ‘POUND-7" PROMEDIO

0* 397 09 19a° 100 100 100

15 24 07 1.6 ab 96 100 98
30 24 0.5 14 abc 88 10¢ 94
45 L5 0.5 1.0be 96 96 93
60 19 0.6 1 2abe 96 80 B8

75 18 04 11he 100 60 BG
90 17 0.5 lieg 96 60 78

1 Tiempo a partir def inicio de la inoculacion

2

Promedio de 10 {rutos

3 Valores en esta columna seguidos por I misma lfetra, no tienen difercncias significativas de acuerdo con la prueba de Duncan

(=005

dedor de 2 x 10° zp ml™ | sin embargo, Phillips y
Galindo (16) encontraron que hay mucha variabili-
dad en la produccion de zoosporss entre platos, lo
que hace indispensable la calibracidn de las suspensio-
nes La uniformidad de las condiciones de inoculacion
debe inchuir necesariamente, la utifizacion de nive-
les iguales o muy similares de indculo. asy como
inocuio de igual calidad y cultivado bajo condicio-
nes definidas {1, 7) Para obtener una suspension
homogénea se previd como prdctica indispensable
en las inoculaciones, la agitacion constante de
la suspension

La concentracién de indculo fuega un papel muy
importante en las inoculaciones artificiales, debido a
que las concentraciones excesivas pueden romper la
resistencia de algunos materiales, en tanto que, las
concentraciones bajas pueden permitir escapes al
patogeno (7). En esta investigacion, para el cultivar
resistente ‘Pound-7’, no se obtuvo respuesta a concen-
traciones menores & 11 x 16% zp ml™ | lo que puede
indicar que fa conceniracion de indculo no fue sufi-
ciente y se dio un escape # la enfermedad que podria
conducir a calificarlo como inmune

La reduccion en la capacidad infectiva del indculo
que se da al avanzar el tiempo de inoculacidn, puede
deberse a que la manipulacidn de la suspension en el
campo produce un enquistamiento precoz de las zoos-
poras. Esta manipulacion origina un incremento de
la temperatura de la suspension, que junto con la agi-
tzcidn constante de la misma, son factores que indu-
cen [a ocurrencia del enquistamiento (5, 9) Al inicio
det enquistamiento las zoosporas son adhesivas, por
lo que, si en ese momento entran en contacto con

una superficie sdlida, se sujetan {irmemente a ella
(5) Las zoosporas gue no se encuentren en esta situa-
cidn, pueden reducir su capacidad de adherencia a la
mazorca y con esto ias posibilidades de causar infec-
cidn. Ademds, las zoosporas enquistadas al carecer
de flagelos, pierden la capacidad de moverse por si
mismas y consecuentemente ia posibilidad de acumu-
larse o evitar sitios especificos en el hospedero, io
cual incrementaria las posibilidades de infeccion
(5}

La inoculzcién en el ecuador de la mazorea permi-
{0 un mejor desarroilo y mayor facilidad para la me-
dicidn de la lesidn, y representa la porcion del fruto
donde se produce naturalmente la mayor cantidad de
lesiones €10, 25} La inoculzcién en dos puntos prove-
y6 una repeticidn adicional En las evaluaciones se
considerd Unicamente Ia lesion de mayor tamafio para
hacer una seleccidn mds estricta de los materiales.

La evaluacidn de los cultivares en este estudio per-
mitio determinar que existe uma amplia variabilidad
de respuesta a la inoculacidn con F. palmivora, sin
embargo, no se observd la reaccidn de inmunidad
como ha sido informado por Blaha y Lotodé (3)

La clasificacion de los cultivares se hizo con base
en la severidad Algunos autores han utilizado la in-
cidenciz con este propdsito, sin embargo, pudo cons-
tatarse en todas las evaluaciones, tai como menciona
Tarjot (24), que tanto en los cultivares resistentes
como en los susceptibles se producian lesiones En am-
bos tipos se obtuvo en la presente investigacion, in-
cidencias superiores al 85%y en la mayorsa de los cul-
tivares mayores al 90% , lo que indica, que ain en los

Turrialba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 488-496
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Cuadro 5. Procedencia, origen genético, nimero de evaluaciones, severidad e incidencia de cultivares de cacao resistentes a Phyroph-

thora palmivora Turrialba, 1988,

Cultivar Paig! Origen genético Nimero SEV INC
Evaluac.? (em)? %)
CATIE-1000 CR POUND 12 x CATONGO 5 09 98
POUND-T PE ki 09 98
CC-256 CR 7 11 96
EET-59 EC 5 1.1 99
EET-64 EC 3 1t 100
TSHN-812 IR 3 11 94
SPA-5 Co 3 1.2 98
UF-703 CR 3 12 98
CC-214 CR POL AR SCAs 5 14 99
EET-48 EC 6 14 99
EET-250 EC 3 1.4 92
1C8-44 IR 3 14 90
SPa-11 Co 3 L5 92
CC42 CR POL AB UF 670 z 1.6 0
CC-83 CR 2 1.6 a5
SPA-17 co 2 16 a5
CC-71 CR 3 17 93
CC-232 CR SCA6 x ICS 39 5 217 106
UF-602 CR 2 19 85

1 Pais: CR = Costa Rica: CO = Colombia; EC = Ecuador; PE = Peru; TRN = Trinidad

]

Nttmero evaluac.: nimere de veces en que el cultivar fue evaluado.

3 Sev.: severidad promedio. Determinada por medic del didmetzo promedio de lesidon,

4 Inc.: incidencia promedio

cultivares resistentes se produce penetracion del hon-
go  Esto estd en desacuerdo con lo encontrado por
varios investigadores {10, 20) quienes distinguen dos
tipos de resistencia: resistencia z la penetracion, de-
terminada por medio de la incidencia y resistencia al
desarrolio del hongo dentro de los tejidos del pericar-
pio, medida mediante el desarrollo de la lesion Como
menciona Lawrence (10}, dadoe que siempre ocurre
penetracion, el término resistencia a la penetracion no
debe usarse La incidencia en esta investigacién se
utilizd para constatar la efectividad de la inoculacién
Se fijé para cada cultivar una incidencia minima de
85% . por debajo de la cual se considerd que la inocu-
lacion no habia sido efectiva y era necesario repetirla

La alta proporcion de cultivares resistentes eacon-
trados en este estudio, se debe probablemente, a que
la resistencia a P palmivora ha side uno de los priaci-
peles pardmetros de seleccion de materiales promiso-
rios en la mayoria de las estaciones experimentales

En casi todos los frutos de los cultivares resisten-
tes, la lesion fue de un didmetro similar al del disco v
no crecia o crecia muy poco al transcurrir el tiempo
Muchas veces se observé Gricamente una o pocas le-
siories muy pequefias ubicadas dentro del perimetro
del disco
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Cuadro 6. Reaccidn de cultivares de cacao inoculados con Phytophthora palmivora usando el métedo de discos de papel,

Turrialba, 1988,

Mod. resistentes’ Mod. susceptibles Susceptibles
(DL? = 2.1a4cm) (DE=4.1 126 cm) (DL = 6.1-8 cm)
2.1-3em MI-1 EET-62 4.1-5 cm 5.1-6 em 6.1-7 cm
Catongo NA-34 ELTY6 CAAG Amanaven B-19
Blanco P-20 EET-333 Catongo BE4 BE-5
CC-79 PA-12% EET-397 CC-17 Catongo 0 CC-33
CC-102 RB-29 EET-400 CC-18 CC-10 CC-38
CC-106 Santa G817 Ce-35 CC-41 CC-46
CC-138 Clara 3 ICS-6 CC40 CC47 CC-144
CC-222 SCA-6 PA-13 CC45 CC-132 CC-169
CC-2258 SIAL-93 Pard cC-67 CC-137 GA-11
CC-228 SIAL-407 Pound-12 CC-74 CC-152 GS-78
CC-231 UF-36 R-23 CC-107 cC-a11 IMC-67
CC-234 UF-704 RB-47 CC-173 CC-213 IMC-60
CC-240 UF-715 8C-5 C-182 CC-249 Matina
CC-241 SC-6 CC212 CC-251 SCR-2
CC-244 344 em SCA-G CC-223 Diamantes SCR-5
CC-245 BE-2 SCR-4 EET 4] --800 SIAL-323
CC-246 CC-27 SGU-4 EET-364 EEG-27 SIC-5
CC-253 CC-34 SGU-82 10543 EET-228 SIC-7
CC-254 CC-49 SGU-89 P10 GS-7 UF-12
CC-265 CC-100 SIAL-B p-i9 GS-50 UF-93
EEG-29 CC-121 SIAL-339 R-6 P-43 UF-122
ELG-48 CC-124 SHC-3129 R-48 SCA-12 UF-210
ELG-64 CC-139 SIC433 R117 SGU-3 UF-242
ELT-94 €210 SHC-802 SIAL-70 SGU-63 UF-667
EET-95 CC-215 SHC-806 SIC-813 UF-11
EET-162 CC-235 SPA-9 T1-1 UF-168 7.1-8 cm
EET-338 CC-257 SPA-10 UF-668 UF-221 CC9y
EET-399 CC-264 Ur-4 Ur-672 UF-296 CC+43
1CS-32 Comun Ur-29 UTr-677 UF-601 CC44
1CS-46 1ipico UF-273 UF-705 UF-650 CC-236
Larania CUL-7 UF613 Ur-713 UF-654 PA-BI
MA-12 EEG-25 UE-676 TSHN-792
MA-13 EEG-65 UF-702 UF-700
Mocorongo EET-45 8.1-% cm
CC48

1 Clasificacion de los cuitivares: Moderadamente resistentes, Moderadamente susceptibles, Susceptibles

2 DL = Didmetre promedio de lesion
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Meiosis in Theobroma cacao!

ABSTRACT

In this study of Theobroma cacao  no aneuploids were
found, all cells stedied contained twenty chromosomes.
Metosis proceeds regularly, with pachiyiene being the stage
of longest duration, interphase | or prophase Il the shortest.
Pairing appears to be bivalent with an occasional pre
metaphase I digjunction to account for the two or four uni-
valents observed. One nucleolus is observed per cell, usually
associated with one of the bivalents or two univalents. No
muitivalents have been observed in the clones studied by us,
Disjunction is regular, the chromosomes being divided
equally between the two poles in anaphase I Cell wall
formation does not occur at telophase I so that the two
nuclei produced at this stage reside within the same cell.
The second meiotic division appears to be normal also.
Cell walls develop after the tetrad stage of tefophase H,
leading, eventuafiy, to the four microspores,

INTRODUCTION

Ithough researchers have observed meiosis
during their cytological studies ol Theobroma
acao {2, 3, 5, 6, 7), clear photomicrographs of
meiotic chromosomes have not been published
Therefore, in the course of our cyiological studies, we
have compiled a series of photomicrographs
illustrating the stages of meiosis during pollen devel-
opment in T cacac.

MATERIALS AND METHODS

Mature trees of T cucao were cultivated in 22-
pallon confainers in a greenhiouse st The Pennsyt

1 Received for publication 3 November 1988

* American Cocoa Research institute, Cocon Molecular
Biotogy Laboratory Department of Food Science, the
Pennsylvanin State  University, University Park, Pen-
nsyivania 16802 USA

L. Glicenseein™, PJ. Fritz*

COMPENDIO

En este estudio sobre Theobroma cacao todas las célu-
las estudindas fenian 20 cromosomas; no se observaron célu-
las aneuploides. El proceso de melosis se desarrolld normak
mente, en ¢ que el estadio de paquitene fue ¢l de mayor du-
racion; interfase T o profase H fue la de menor duracion. El
apareamiento de cromosomas parece sey bivalente pero, oca-
sionalmente, debido a la separacién de cromosomas en ka pre-
metalase I, se puede observar a formacion de dos ¢ cuatro
univalertes. Se observd un nucleolo por célula, el cual estd
asociazdo 1 uno de los bivalentes o a dos univalentes. No se
encontraron muktivalentes en los clones estudiados. La sepa-
racion de cromosomas ocurre de manera regular, los cromo-
somas estin iguatmente divididos entre los dos polos en Ia
anafase 1., La formacion de {a pared celular no ocurre durante
Iz telofase I, de manera que los dos aficleos producidos en
este estadfo permanecen en la misma célula. La sepunda
division meidtica parece transcurrir normalmente, Las pa-
redes celulares se desarrollan despues del estadio de tétradas
de I telofase IF para, eventuaimente, producir cuatyo micros-
poras.

vania State University Three different clones were
studied Depending upon the specific tree, or the
meiotic stage desired, flower buds 1.5 to 2.2 mm in
length were collected between 7 to 8 am, fixed in a
modified Carnoy’s solution {]:1:3-chloroform: glacial
zcetic acid: 95%  ethanol) for 24 L at 4°C, then
stored at 4°C in 70% ethanol until needed Anthers
were excised, hydrolyzed in IN HCI for 15 min at
G0°C, washed in three changes ol distilled water, then
squashed in iron-propiocarmine/hematoxylin (1) or
aceto-orcein slains Both stains worked equally well.
If no staining was desired {for example, where one
wishes to observe the chromosomes using phase
contrast technigues, followed by further treatment
of the unstained chromosomes) the hydrolyzed
anthers were squashed in a plycerine/45% acetic acid
solution (1 drop of giycerine per ml 45% acetic acid)
Preparations were observed at 1200X using & Leitz
BPialux 20 Binocular Microscope equipped with
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Zeinike phase contrast or Smith interference contrast
optics The best results were obtained with the phase
contrast  system  Photomicrographs  weic  taken
through the microscope utilizing Rodak Plus-X Pan or
Extachrome 200 films

Observations

The reduction of the somatic complement ol
chromosomes 1o the haploid state during meiosis is
crucial to the production ol gametes in planty and
animals In plants. meiosis oceurs in the developing
anthers or ovaries. giving vise, ultimately, to the
polien grains and epg sac, vespectively The process
ol meiosis in [ cacao reduces the somatic chromao-
some number of 20 to the pametic chromosome
number of 10

Although the process of meiosis in continuous,
various stages have been recognized; most of which
will be ilfustrated and described herein

Leptotene (not shown) - Leptotene is the observ-
able heginaing of meiosis. The chromosomes in the
nucleus of the pollen mother-cell begin to shorten,
thicken and become visible at high magnifications
The nucleclus may also be seen within the nucleus

Zygotene (Fig 1) — Homologous chromatin
strands or chromosemes beging to pair (synapse)
Carelut study ol these strunds in the {igure shows
strands ol two different thicknesses. The thinner ones
have not yet synapsed, the thicker ones have

Pachytene (¥Fig. 2) — The chiomosomes have
competely synapsed and appesar lo be single threads
They continue to condense and thicken In 1 cacao,
pachylene appeurs o be the stage of longest duration
The relative duration of pachytene was delermined
empirically, ia that the fargest number of various bud
sizes showed pachytene, while the other slages had
mote restrictive ranges

Late Diplotene/Early Diokinesis (lig 3) ~ In
diplotene, the chromosomes are very condensed,
therefore chromosome associations can be observed
As the paired chromosomes pass through diplotene,
they begin to separate, but are held together at
various points called chiasmata Opeke and Jacob {6)
as well as Carletto (2) have reported multivalents in
T cacao. When multivalents are present, they may be
observed in the diplotene, diakinesis, and metaphase |
stages as groups of three or four chromosomes
attached by chiasmats. However, in 2l of the cells in
diplotene, dinkinesis or metaphase I which we have
studied (over 400 cells), we have observed no multi-
vatent chromosome associations, but usuatly bivalents

ane occasionally closely associated pairs of univalents
Dravie (3) reported finding only bivalents at diplotene
and metaphuase [ In diakinesis the chromosomes
contract {urther, separate even move {rom one
anwother than in diplotene, but are still held together,
usually at the ends of the chromosomes, by their
chissmata  During diakinesis, the nucleofus disup-
pears In Fig 3, we plainly see nine pairs of chro-
somes (bivalents) and two closely associated uni-
valents {(arrow) These univalents may result from a
pre-metaphase separation {disjunction of a bivalent,
a process known {or other plant taxa (4) We have
observed two ot four univalents in  dipiotene,
diakinesis of metaphase | cells As is usually the case,
one of the bivalents is in intimate contact with the
nucleolus

Fig 1. Zygotenc 1856X. PC 2 Pachytene 1745X IC
3 Late diplotenefearly diakinesis 2540X  PC.
4 Late diskinesis 3230X PC 5. Metaphase |
2436X. PC. 6. Early anaphase | [365X PC 7. Larly
anaphase 1. 2605X, IC. 8. Late anaphase | 2800X
PC. 9. Telophase § 1629X. PC. 10 Interphase [
1653X. PC. 11, Prophase 1. 1042X. PC. 12. Msata-
phase IT. 1375X PC. 13 Early anaphase I1. 2030X
PC. 14. Telophase {1. 1044X, PC 15 Tetrad state.
830X.PC 16 Microspores. 991X, 1C

PC = specimen photographied through Zernike phase con-
trast optics. onpties

fC = specimen pheotographed through Smith interference
contrast optics

N = nucleolus
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Late Diakinesis (Fig. 4) — The chromosomes have
reached their maximum state of contraction and
thickness The nucleolus has disappeared Ten
bivalents are present in Fig 4 One ol the bivalents
(arrow) is slightly out of the plane of the others and
so is slightly blurred

Metaphase I (Fig 5) — The condensed chromo-
somes line up on the metaphase plate across the
center of the cell, one crromosome of each bivalent
on either side ol the plate Each chromosome is
attached 1o a spindle {iber.

Anaphase I {Figs 6.7, 8) ~ Anaphase | ts the stage
in which the reduction of the somatic chromosome
number tukes place The chromoesomes ol the bi-
valentes disjoin (separate), each homotogous chromo-
some being guided to an opposite pole of the cell by
its atlached spindle microtubule Two cells are
iflustrated in Fig 6 The chromosomes in the cell on
the left are beginning to separate, while those in the
celi on the right have already completely separated
and are moving toward the two poles of the cell
Disjunction in T caceo is regular, in that one half of
the chiromosomes {fen in 7 ceego) migrate to each
pole (Fig. 7). In Fig. 8, late anaphase. the chiromo-
somes have almost reached the two poles.

Telophase I (Fig 9) — Telophase | begins when
the chromosomes moving in anaphase | have reached
the poles of the cell A nuciear membrane is veconsts
tuted around the chiromosomes af each pole. b many
plants, & cell wall now develops between the two
nuclei; however, in I cacao, the cell wall is not
formed. and the two nuciei reside within the same
celi.

Interphase I (FFig 10) — Interphase 1 is a very briel
stage separating the {irst division of metosis {rom the
second onelwe found it in only one bud of the nearly
800 buds of T caocau examined In interphase ! the
clromosomes are once agains diffuse, but usuaily not
as diffuse as in the nucleus of the pollen mother cell
before meiosis begun

Prophase 1I ¢(Iig 11} - Prophase il is the beginn-
ing of the second division of meiosis. The membranes
ol the two nuclei disappear, while the two groups of
recondensing chromosomes appear One can count
fen chromosomes, the gametic chromosome number
of T cacao, in each group Chromatids, the duplicat-
gd arms ol the chromuosomes, are also visible (anow)

Metaphase II {(Fig 12} - in melaphase 1] the
chromosomes of the two nuclei line up on their
corresponding metaphase plate. As in metaphase |,
the chromosomes are sttached to spindle fibers

Anaphase 11 (Fig. 13) — Unlike anaphase | where
the two homologous chromosome were sepasated andd
migrated toward the poles, in anaphase [ the 10
individual chromosomes st each metaphase plate
divide lengtwise, and cach group of 10 chromosomes
is pulled towmd a pole in the cell Fig 13 is of an
early snaphase 1.

Telophase H through to the Microspores (1igs 14,
15, 16) - Telophase IF heging with the four groups of
10 chromosomes each miviving at the poles (Fig 14)
New nuclear membranes are formed around these
chromwsome  groups o give rise 1o the tetrad
(Fig. 13) The chromosomes within these nuclei
become diffuse and difiicult to see Cell walls are now
formed and four separate microspores, in a letra-
hedral arrangement, are observed within the wall of
the original polien mether cell (Fig. 16}

Although the process of meiosis is now terminat-
ed, the individual microspores undergo further devel-
opment and eventually form the pollen grains (73

CONCLUSIONS
No aneuploids were observed in this study, all cells

studied contained 20 chromosomes. Meiosis proceeds
regularly in Theobroma cacao, with pachytene being
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the state of longest durztion, interphase I or prophase
il the shortest Pairing appears to be bivalent with an
occasional pre-metaphase [ disjunction te account for
the two or four univalents observed. One nucleolus is
observed per cell, usually associated with one of the
bivalents. No multivalents have been observed in the
clones studied by us. Disjunction is regular, the
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Variation in the Cultural Characteristics of Isolates of Crinipellis perniciosa
in Trinidad!

ABSTRACT

A sharp increase in the incidence of witches' broom
disease on the progenies of two cocoa clones previously
rated highly resistant to the causal pathogen Crinipellis perni-
ciosa (Stahel), Singer prompted speculation that a severe
strain of the fungus may have evolved in Trinidad. Com-
parisons were made in this study of the characteristics in
culture of isolates of C perniciosa from sites representative
of the cocor growing areas of the isfand as part of investiga-
fions to establish whether pathogenic variability exists within
the Trinidad population of this fungus. Significant differences
in growth rates between isolates were poted. The majority of
the isolates were classified into two groups based on their
mycelial densities. The isolates generally interacted positively
with each other when grown in pairs on a plate and exhibited
varying degrees of sensitivity to a range of chemieals incor
porated in the growth media. The group of isolates from the
varicus sites could not be differentiated in any of the triafs.
The results confirm other findings which suggested that the
Trinidad population of . perniciosa belongs to one patho-

type.

INTRODUCTION

itches' broom caused by Crinipellis perniciosa
(Stahel) Sinper is the second mest bmportant
disease of cocoa (Theobroma cacao) in the
Western hemisphere. The disease is presently confined
to several South American countries and some Carib-
bean islands who between them produce about 35% of
the worid’s cocoa It is recognized that resistant geno-
types offer the best prospects for controlling the
disease, hense a search for such genetic materials and
their incorporation into breeding programmes has
been in progress since the disease was first discovered
in Suriname in 1895 Two Upper Amazon selections,
SCA 6 and SCA 12, introduced and established in
northeast Trinidad where rainfall and witches’ broom
disease were high, consistently remained healthy in
the field when inoculated, indicating that they may

1 Receivd for publication 18 August 1989.
This paper includes part of the author's Ph.D thesis,
submitted to the University of the West Indies, St.
Aupustine, Trinidad

* Plant Pathologist, CEPLAC, Caixa Postal 11, Ouro Preto
do Qeste, 78928 Rondonia, Brazit

H A Laker®

COMPENDIO

Debido a un incremento considerable en la incidencia de
la enfermedad escoba de bruja en los progenies de dos clones
de cacao, que hasta el momento se clasificaban como alta-
mente resistentes al patdgeno causal Crinipellis perniciosa
(Stakel} Singer. Se especuld que una raza severa de! hongo
habiz evolucionado en Trinidad, En este estudio se compara-
ron las caracteristicas en laboratorio de cultivos de ¢ perni-
ciosa, representativos de las zonas preductoras de cacao en In
isla, como parte de investigaciones para determinar si existe
Ia varizbilidad patogenica dentro de la poblacion de este hon-
go en Trinidad. Se observaron diferencias significativas en las
tasas de crecimiento de los cultivos aislados.  La mayoria de
éstos se clasificaron en dos grupos, seghn su densidad mice-
lial. En general, los cultivos aislados interactuaron entre sf de
manera positiva cuando se cultivaron en pareja en un platillo,
y mosiraron diferentes grados de sensibilidad a una variedad
de productos quimicos incorporados al ambiente de creci-
miento, En ninguna de las pruebas se lograron diferenciar,
Los datos orientados confirman los resultados de otros
estudios que sugerian que la poblacidn de ¢ pernicioss en
Trinidad pertenecen a un selo patotipo,

be immune to the pathogen (5) Both clones were
extensively used in the hybridization programme to
produce high-yielding cocoa types resistant to witches’
broom disease in Trinidad. Infection of progenies of
SCA 06 first noted in 1965 later increased in intensity,
prompting suggestions that a mutation of C
perniciosa may have developed on the island (1),

Experimental evidence for the existence of
pathotypes of C perniciosz in South America was
provided by Evans {6) and Wheeler and Mepsted (11).
In the latter investigation, variation in the cultural
characteristics of the isolates confirmed the existence
of two populations of the pathogen previously
established (rom the reactions of cocoz seedlings
Resuits also suggested that compatibility of the
mycelia might be g more sensitive method than
assessments of seedling reactions in determining
genetic diversity among C. perniciosq isolates.

This study formed part of investigations aimed
at ascertaining whether the “breakdown in the
resistance” of the SCA clones is due to the develop-
ment of a virulent strain of C perniciosa in Trinidad

Turriatba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 501-505
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It was undertaken in anticipation that differences in
cultural characteristics might elucidate some infor-
mation about variability within this fungal popu-
lation

MATERIALS AND METHODS
Source of inoculum

Isolates of C perniciosa were obtained {rom
green brooms collected from the following 10 loca-
tions, representative of the cocoa growing areas in
Trinidad: Toco. El Reposo, Non Pareil, Marper, Rio
Claro, Moruga, Las Hermanas, St Augustine, St
Joseph and Santa Cruz The isolates were maintzined
on V8 agar slants in culture tubes at 25°C and
subcuitured every six months

Growth and characteristics in culture

The growth of five isolates [rom each of the
10 sites were compared. Five mm mycelial discs cut
from the peripheral edges of five-day-old cultures of
(. perniciosa were placed centrally on 9 cm Petri
dishes, each containing 25 ml of V8 media Each
isolate was replicated on five dishes and incubated at
25°C Colony growth (mean colony diameter less the
diameter of the inoculum disc), was measured 3
days after inoculation along two perpendicular diame-
ters and averaged These measurements were compar-
ed by analysis of variance with the isolate means
being tested for significance with LSD  values
(P=005P=001)

The thickness, texture, border profile, colour
and shape of the cultures were also recorded The
thickness and texture of the mycelial mat, recorded
as mycelial density, were measured on the following
scale, a modification of that used by Delgado (3)

+  sparce mycelium
++  abundant myceliai mat
+4-+ abundant, thick mycelial mat

Compatibility of the isolates

Pairs of 5 mm diameter discs from the growing
edges of five-day-old cujtures were placed on V8 agar
in 9 cm Petri dishes A total of 500 combinations
between 50 isolates from [0 sites were systematically
selected to determine interactions between isolates
originating from similar and different locations, were
each grown in duplicate dishes Assessments of com-
patibility, based on whether hyphae of paired isolates
intermingled at itheir common borders or did not.
werg made after 21 days

Sensitivity of the isolates to chemicals in vitro

The sensitivity to chemicals of eight isolates of
(. peiniciosn obtained from El Reposo, Non Pareil,
Marper, Moruga, Las Hermanas, La Reunion,
St Augustine and Santa Cruz were determined on V8
media in which test chemicals had been incorporated
The chemicals tested were the systemic fungicides
benomyl, fenpropimorph, fosety-al, isoprothiolane,
serinal. tridemorph, the triazole formulation E 969,
the antibiotic cycloheximide and the growth regula-
tor, Indole-3-Acetic acid. Each chemical was evaluai-
ed at eight concentrations. In each case, freshly
prepared V8 media in 250 mi Ehrlenmeyer flasks was
autoclaved at 104 kilopascals for 20 min and allowed
to cool. To 198 ml of the melted agar at about 45°C,
2 ml aliquots of each concentration of a chemical
dissolved in either acetone or distilled water were
added and mixed throughly. T'wenty ml of this media
was dispensed per plate. Only distilied water was
added to the contrel media.

Each plate was inoculated at the centre with a
5 mm mycelial disc from the peripheral area of a
days-old colony It was sealed and incubated at 25°C
for 13 days Mycelial growth at each chemical concen-
tration was determined from two dishes with two
measurements being taken at right angles on each
plate and averaged Linear growth in the presence of
the chemicals was calculated as & percentage of
growth in the coantiol memia The dosage-response
regression was obtained by plotting the percentage
inhibition of growth on a probit scale (2) against con-
centration of the fungicide on a logarithmic scale.
‘The concentration of the fungicide required to inhibit
growth by 50% (D30} and the slope of the regression
line were caiculated for each isolate on each chemical.

RESULIS
Mycelial growth

A white colony was established on the medium
within three days After seven days, the majority of
the cultures consisted of an inner ring of cream my-
celium adpressed to the agar surface bordered by an
outer layer of thick, cottony white mycelium By the
thirteenth day, the mycelium in many cases was dif-
ferentiated into several concentric circles of dense
and sparse growth. Mycelial growth in all cases pro-
ceeded in a uniform circular pattern with smooth
borders

Abundant mycelium adpressed to the agar surface
was produced by 32 isolates, while 16 isolates had
abundant and thick mycelial mats (Table 1), Both
types of mycelia were produced by isolates from 8 of
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the 10 areas In contrast, an isolate each from Las
Hermanas and Nen Pareil, in the central and eastern
districts respectively, produced sparse mycelia

Differences in the growth of individual isolates
after 13 days were highly significant (P = 0.01).
However, variation in myceliai growth between groups
of isolates from the different localions were not sig-
nificant

Compatibility of the isolates

Mycelia from paired discs of the same colony

mixing at the lines of demarcation, positive interac-
tions were observed in all cases Al isolates were
therefore clagsified as compatible with each other

Sensitivity of the isolates to chemicals in vitro

All isolates showed great sensitivity to cyclohexi-
mide, £ 969, lenpropimorph and tridemorph with
less than 5 ppm of each chemical causing 50% inhibi-
tion of mycelial growth (Table 2) Differences in the
ED30 values of the chemicals were highly significant
(P = 0001) bul the variation between the isolates

not. Similarly, the slopes of the percentage inhibition-
fog dose curves indicated significant differences
between the chemicals but not the isolates.

ustally completely merged inlo each other A visibly
distinet border remained between the other {solates.
Aithough there were differences in the degree of

Table 1. The growth and cultural characteristics of ¢ perpiciose isolates incubated at 23°C for 13 days.

Origin of isolates Colony dizm (mm) Mycelial density  Origin of isolates Colony diam {(mm) Mycelial density

Santa Cruz 1 73 4 St Joseph 1 73 -
2 72 it 2 74 i
3 74 + 3 75 4
4 73 ++ 4 75 ++t
5 73 4+ 3 75 -

Site mean 728 Site mean T4 8

St Augustine 1 73 + Las Hermanas i 74 ++
2 74 At 2 73 ++
3 75 -+ 3 74 4+
4 13 ++ 4 72 +
5 75 ++ 5 74 ot

Site mean 740 Site mean 734

Toco 1 74 ++ Non Pareil 1 77 -+
2 73 ++ 2 74 +
3 72 At 3 75 Pt
4 75 ++ 4 74 +
5 74 ++ 5 74 ++

Site mean 736 Site mean 4.8

Ll Repose H 74 - Marper 1 15 ++
2 13 A+ 2 74 ++
3 72 4 3 13 +
4 74 -t 4 72 Ead
5 74 -+ 5 74 ke

Site mean 734 Site mean 736

Ria Claro 1 16 At Moruga 1 74 i+
2 73 At 2 16 ++
3 73 tepe 3 75 it
4 13 A 4 75 ++
5 74 ++ 5 74 -+

Site mean 738 Site mean 74 8

Cosfficient of variation 1 0%
S.E. isolate diameter means (.3,

Turrialba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 501-505
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table 2, Veriation in the EDS50 values and slopes of praphs showing the relationships between % inhibition of linear growth and the
dosage concentration of isolates of C perniciose growing on media amended with chemieals.

Origin of isolates A* C D E
ED30 Slope ED30 Slope ED50 Slope EDSO Siope EDS5Q Slope
Santa Cruz 1909 061 04 1.43 13 166 304113 223 91 1.46
St Augustine 196.0 061 ¢4 142 13 1.64 30382 2.26 89 1.47
Ez Reunion 178.2 e62 G4 146 13 1.64 30416 225 9.1 145
Las Hermanas 183.7 662 04 142 1.3 1.62 30318 227 g2 146
El Reposo 1866 G.61 0.4 HEE 1.3 1.64 303413 2.26 90 149
Non Pareil 1500 (.63 04 HES 1.3 1.63 30237 227 9.1 148
Marper i78.6 064 0.4 1.44 1.3 1.64 302067 225 9.1 1.47
Moruga 1915 0.64 0.4 143 1.3 1.66 30121 1126 9.1 1.47
Means 1869 062 0.4 1.44 1.3 1.64 30300 226 91 1.47
c h f f f d a a e e

LSD Chemical means (P=0.001): £ED50 7.2 Slope 0.02

*A Benomyl 8 Cycloheximide C Fenpropimorph
G Serinal H E 969 (Triazoie) | Tridemorph

DISCUSSION

Investigations with isclates from various countries
of South America showed significant differences in
growth rates, colony density and appearances exist
between isolates of pathotypes A and B of U perni-
ciose (11}, When grown in pairs on agar plates.
mycelia of compatible isolates mingled freely whereas
a distinct line of demarcation separated incompatibie
isolates. Generally no isolate in population A was
compatible with those in population B, thereby
endorsing the grouping of these isolates based on the
rezctions they caused on cocoa seediings. Extra-
polating from those results, the positive interactions
between the Trinidad isolates suggest that genetic
compatibility preponderates among the C. perniciosa
population on the island There is nevertheless some
variation manifested in differences in colony growth
and mycelial density  These differences are, however,
typical of individual plates rather than of groups at
various locations Since a broom may arise from
multiple basidiospore infections, some variation may
be expected even among isolates from one broom
This was observed by Wheeler and Mepsted (11},
who noted that the interchange of genetic material
which occurs within a broom resulting from
anastomoses of several mycelia may influence the
interactions in culture of the new mycelia

The possibility of using sensitivity to systemic
fungicides as an aid in fungal taxonomy was first
suggested by Edgington and Barron (4). Sub-

B Fogetyl — Al

L Indofe - 3 — Acetic acid F Isoprothiolane

sequently, the natural and artificially acquired toler-
ance of funpal strains to fungicides have been report-
ed in many pathogens Significant differences be-
tween O perniciose isolates in their sensitivity to 2
triazole fungicides, hexaconazole and triadimenol
were reported by McQuilken e @/ (10). The amount
of each formulation required to reduce fungal growth
of an isolate from Trinidad was significantly less than
that requited by isolates from Manizales {Colombia)
or Castanhal {Brazil). In contrast, differences between
three isolates from Manizales were not significant
Previously isclates from Colombia were grouped as
pathotype A and those from Brazil and Trinidad
characterised pathotype B (11}

Wheeler and Mepsted {11} acknowledged the
problem of linking information from the cultural
studies with differences in pathogenicity of the
isolates In the present case, however, the lack of
outstanding differences between the groups of
isolates in their behaviour in culture confirms the
resuits of other investigations in which comparisons
of the morphological, histopathological and bio-
chemical reactions of inoculated cocoa seedlings and
clonal plants showed no significant differences be-
tween isolates of € perniciose in Trinidad (7, 8, 9)
The need still exists for further investigations to
ascertain whether there is any correlation between
these cultural characteristics and the pathogenicity of
the strains in the field This would ameliorate the
present logistic problems encountered in securing a
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Continuztion Table 2. Variztion in the ED3S0 values and slopes of graphs showing the relationships between % inhibition of linear
growth and the dosage concentration of isolates of C pernicioss growing on media amended with chemicals,

Origin of isolates F H i Means
EDS0 Slope EDS0 Stope EDS0 Siope ED5O Slope EDSO Slope
Santa Cruz 48 4 167 2108 200 13 1.08 31 .61 3896 142
St Augustine 48.6 167 2098 199 13 1.09 32 0.61 3896 142
La Reunion 48.3 165 2132 192 13 109 3.1 0.60 388 4 141
Las Hermanas 48.5 164 2129 196 13 1.49 32 G61 387.9 141
El Reposo 48.4 165 2137 187 13 1.09 32 (.60 3887 142
MNon Pareil 478 {66 2133 199 13 109 33 0.60 3878 1.42
Marper 478 1 66 2117 197 13 108 32 0.60 386 G 142
Moruga 480 167 208 5 198 13 108 31 (.60 386 1 1.42
Means 48 2 1 G& 2115 197 13 109 3z 0.60 - -
d ¢ b b { f { H

LSD Chemical means (P=0001): EDRSO 7 2 Slope 902

*A Benomyl

B Cycloheximide C IFenpropimorph

G Serinal H k909 {Triazele) i Tridemorph

regular supply of inoculum and suitable host plants
for comparative studies on the pathotypes of C per-

=
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Quantitative Changes in Polyphenol Oxidase and Protein during
Theobroma cacao Seed Development!

ABSIRACT

Caczo trees, PSU.3 and PSU-20, were grown under green-
house conditions and fruited green-colored and red-colored
pods, respectively. Amounts of cocoa bean polyphenol oxi-
dase {PPQ) increased during the development of seeds in
both. PPO activity of seeds from PSU-3 pods increased
60.7-fold from 81 days after pollination (DAP) to 163 DAP,
Seeds from PSU-20 pods increased 44.0-fold from 120 to
175 DAP. Different seed colors from red pods were also ex-
atnined for PPO activity, PPO activity of light puple-colored
seeds (1.59 x 10* units/g seed) was similar to dark purple-
colored seeds (1,56 x 10° units/g seed) at 144 DAP, Protein
concentrations increzsed 30.2-fold from 81 to 163 DAP for
seeds from PSU-3 but remained gbout the same for seeds
from PSUL20 during seed development. Furthermore, protein
concentration of light purple-colored seeds was greater than
dark puple-colored seeds by 2.8-told at 144 DAP.

INTRODUCTION

od color normally is a measure of maturation
and ripening of cacao pods The number o
2k days to maturity varies and is within the range
of 140-180 DAP Green or dark red-purple colors can
change to yellow, orange. or red depending on variety
Within cacao seeds. however, many chaages can ccein
during maturation and ripening. As the seeds enlarge.
they fill with a liquid endosperm (5} The liquid en-
dosperm staris to harden by 110 to 120 DAP and
continues to harden until the entire seed solidifies
Puring the enfargement phase, pigment {anthocyanin
content} changes from white to dark purple in certain
varieties {5, 93 Furthermore, lipid content increases
dramatically during ripening (3}  Although caffeine
accumulates slowly until the later stages of develop-

1 Received for publication 22 July 2689,
The authors wish to thank Dr PJ Fritz for the use of the
1" cacao trees at The Pennsylvania State University This
work was supported in part by the American Cocoa Re-
search Institute, MclLean, VA This is paper no. 8241 of
the journal series of the Pennsylvania Experiment Station,
University Park, PA 16802, USA.

*  Department of Foad Sciesce The Pennsylvania State Uni-
versity, University Park, PA 16802, USA

M K. Wong®, P.S. Dimick*

COMPENDIO

Arboles de cacao, PSU-3 y PSU-20 cultivado en un inver-
nadero, produjeron mazoreas verdes y rojas, respectivamente.
Las cantidades del polifenol oxidasa (PPO)} aumentaron du-
rante la madurez de [as semillas en ambos. La actividad de po-
lifencl oxidasa de semillas de PSU-3 aumentd 60.7 veces
desde 81 dias después de la polinizacion hastz 163 dias, El
palifenol oxidasa de 1as semillas de PSU-20 aumento 44.0 ve-
ces desde 120 hasta 175 dias. Semillas de diferentes colores
de mazorcas rojas también fueron analizadas para {a actividad
de polifenal oxidasa, La actividad en semillas color violeta
claras {(1.59 x 10* unidades/grano de semilla) de 144 dias fue
simitar a la sctividad de las semillas violeta oscuras de 144
dias (1.56 x 10" unidades/grano de semiila). Las concentra-
ciones de proteina aumentaron 30.2 veces desde 81 hasta 163
dias en los semillas de PSU-3, pero quedaronr al mismo nivel
en fas semillas de PSU-20 durante su madurez, Ademads, las
concentraciones de proteina en las semillas violeta claras fue-
ron 2.8 veces mis altas que en las semilias violeta oscuras de
144 dias después de Iz polinizacion,

ment, Wright ef o/ (9) observed that the alkaloids,
thecbromine and calfeine, increase after an initial lag
pesiod. Fritz er al {3) {ound that protein content in-
creases in the soluble fraction from 112-151 DAP
before leveling-off at 166 DAP In contrast, microso-
mal protein concentration decreases with seed devel-
opment. During the final days of ped ripening, seed
protein concentration decreases (10) and there is a
build-up of sugars in the pulp, which show an increase
in acidity, tannins, and carbohydrates {(6)

The use of greenhouses to grow cacao trees in-
creases the availability of samples in non-growing re-
gions while affording the advantage of environmental
conirol  Due to self-incompatibility among cacao
trees, cross-pollinations are often performed. Hence,
the resulting hybrid fruit pods vary in color, shape,
and size. Within any one pod, seed color may range
from white to dark purple. Different degrees of pig-
mentation indicate different levels of polyphenols
which may influence PPO activity, and thus, choco-
late flavor. Furthermore, Criollo cacao seeds, which
are white or pale pink in color and possess the finer
flavor, have been compared to the varied purple
colors of the bulk-grade Forastero cacao, although a
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link between seed color and flavor has yet to be
proven. The purpose of this study was to determine
the PPO activity in two cultivars in order to refate
the amount of enzyme with the development of the
cacao seeds and cacao proteins and perhaps infer the
importance of PPO to the time of harvest of pods and
chocolate flavor development

MATERIALS AND METHODS
Samples

Hand pollinations of flowering cocoa trees (Theo-
broma cacao L Y were carried out in greenhouses at The
Pennsylvania State University. This study invelved
trees which were PSU-3 and PSU-20 derived from
seeds of open pollination EXQ-100 and UF-667, re-
spectively, collected in the field at the USDA Agricul-
tural Station, Mayaguez, Puerto Rico They were
given PSU (Pennsylvania State University) numbers
because they are unique clones. PSU-3 and PSU-20
fruited green and red-colored pods, respectively Nu-
merous flowers were used in pollination in order to
maximize the number of fruit and, thus, samples {or
extraction and assay During pod development, pod
length was monitored montly After harvesting, pods
were weighed and measured; and the seeds were re-
moved and the testa and adhering pulp peeled off
Dark purple seeds were separated [rom light purpie
seeds. The seeds were quickly [rozen in liquid nitrogen
and stored at —30°C

Extraction procedure

Enitial extraction Crude PPO extract (Fig 1) was
prepared by grinding 10 g of frozen cocoa in liquid
nitrogen with a fanke and Kunkel model A1G 51 mill
{3 x 15 sec bursts) Portions of 1 1o 2 g were mixed
with pH 80 extraction buffer (10 m] buffer/g seed)

Frozen, gashelled raw cocod beans

mill 3 x 15 sec

extraction buller {piH 8 0}

protease inhibitars

cenkifuge (12.000 x g 20 minjay 4%C

peillel supefln.‘msnt
{discard)
65% anwnonivm sullate saluration
contifuge {10000 x 9. 15 min) a1 4°C

pe}'Eal suge‘rnalanl
{discard)
resuspend in 20 MM Tris buttar. pH 7 3 a1 25 °C
diatyzo
cruge polyphono! oxidase assay for enzyme
and protein
Fig 1. Protocol lor extiaction of erude polyphenol oxidase

from raw cocod beans

containing 350 wmM mannitol, 40 mM Tris-HCI,
5 mM ethylenediamine-tetraacetate (EDTA), 15 mM
f-mercaptoethanol (§-ME}, 2% polyvinylpyrrolidone
(PVP)-10 000, and 100 mM diethyldithiocarbamate
(THECA) . Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and
leupeptin were delivered to each extract resulting in
fina} concentrations of 1 742 mg PMSF/g seed and
0 100 mg leupeptin/g seed Initial extracts were cen-
trifuged for 20 min at 12000 x g at 4°C and the su-
pernatants were used for PPO assay

Preparation of crude PFO. The supernatant volumes
from the iitizl extracts were measured and saturated
10 65% with ammonium sulfate {430 g/1} The solu-
tions were cooled on ice for 15 min before centrifu-
ging 15 min at 10 00C x g The pellets were resuspen-
ded in & minimum volume of 20 mM Tris, pH 7 3 at
25°C (Buffer A} for dialysis {3 500 MW cutoff,
Bie-Rad, Richmond, CAYagainst Buffer A for 2x 1 h.
Retentate volumes were measured and then assayed
{or enzyme activity and protein concentration

Enzyme assay

Assays for PPO were performed using Kim's (4)
modification of procedures described in the Wor-
thington Enzyme Manual (1) and by McCord and
Kitara (7). The determination is based on the PPO-
catalyzed oxidation of (~)-epicatechin to o-gquinone
whiich causes an increase in absorbance at 400 nm.
Two ml 05M KH,PO,, pH 65 were mixed with
05 mi 0001 M (-} epicatechin and 50 ul 0005 M
CuS0, in a plass cuvette and oxygenated for 5 min.
After addition of sample, the cuvette was inverted to
mix and then inserled into the spectrophotometer
Change in absorbance was calculated lrom the expo-
nential portion of the curve A Gilford {Obertin, OH)
Response UJV-Vis spectrophotometer and printer was
used to moniter change in absorbance.

Protein assay

The Bradiord (2) method was used for protein de-
lerminations. Standard curves were made each day of
a protein assay from samples of standard BSA at con-
centrations of 3, 10, and 15 ug/ml

RESULTS AND DISCUSSION

Investigations ol seed proteins [rom Ligher plants
have been performed in order to understand the
mechanisms which underly gene expression In parti-
cular, signiticant results have been shown by guanti-
tating nrotein during seed development (3) In this
study, a contrast in soluble and microsomal protein
concentrations was demonstraled Soluble proteins

Turrinlba Vob. 39, No. 4, 1989, pp. §06-510
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increased during development of cacao seeds then
leveled oft with the onset of maturity, whereas mi-
crosomal protein concentrations decreased with seed
development In the present study, quantitative pro-
tein analysis of the crude PPO extract represented
microsornal and soluble protein contents combined
Protein content was measured in order to express
specilic activity of PPO

Based on daily observations, gieen pod development
appeared more advanced than red pod development.
Green pods were noticeably larger than red pods of
the same age (Table )} with a commensurate increase
in the size and number of seeds Based on visual
observations, both red and green pods resembled Tri-
aitario variety The seeds after 144 days post-pollina-
tion {rom green pods were dark purple and numbered
from 45 to 61 seeds per pod {Table 2} Seed weight
and size remained essentially unchanged throughout
the period studied Furthermore, seeds from green
pods exhibited more extensive hardening and coloring
than seeds from red pods

In Fig 2 the increase in PPO activity is shown io
be nearly paraliel between seeds from green and red
pods. The PPO activity of seeds from green pods is
slightly greater than activity of seeds from red pods
of similar ages. The PPQ activity of seeds from green
pods increases 60.7-fold from 81 to 163 DAP com-
pared to 44 0-fold from 120 to 175 DAP for seeds
from red pods The enzyme activity continues to in-
crease with age, although seed sizes and weights reach
a plateau at 144 days. Also, dark (1 56 x 10% units/g
seed) and light (159 x 10% units/g seed) demonstrate
similar activity, indicating that pod or seed color, ie

o

@

b

=1} 40a00 ——pe—ACtivity{grean)

Py ——  Agtivity(rod)

E

2 30000

> L

E: _

B L

2 20000

o

0.

o L

@ 10000

)

a1

gt

@ 0 4 ! "

;‘ui a0 100 120 140 160 180
Days After Pollination

Fig 2 Lxtractable polyphenoi oxidase (PPO) activity of

developing cacaa seeds from green (EQX-100) and
red (UF 667} colored pods with labeled values for
light and dark purple secds Those points without
stendard devintion bars indicate lzck of sufficient
replicates
the concentration of anthocyanins, does net influence
the amount of PPO enzyme.

Clearly, pigmeniation increases, seeds solidily, and
folds develop throughout the cotyledon as seed deve]-
opment progresses Younger seeds are opaque, contain
a liguid endosperm, and lack any pigmentation The
hardening process appears to begin at the hypocotyl
{placental} end of the seed, when growth has stopped,
and spreads, causing an increase in mass but little
change in size {length and width) Indeed, the light
and dark purple colors of cacao seeds develop at dil-
ferent rates within any one pod with mechanisms
which are not yet understocod However, it is known
that the fine-flavored Criollo seeds are normally white

[abie 1. Shapes and sizes of cocou pods harvested in this study at various ages.

Pod dimensions!

Dayy after Weiglit Length Circum, Apex shape Base shape Wall thickness Dia.

pollination (2) (cm} {cem) sumber numbey {cm) {em)
PSU-3

81 NA? 6.7 8.0 NA NA NA 13

144 410.0 [6.7 252 -2 0-1 12 19

155 4635 8 18.3 252 -2 01 09 8.0

163 39213 16.8 255 -2 0-1 i1 7.8
PSU-20

126 3302 14.4 331 1 09 70

144 2937 14.0 124 1 01 1.2 NA

173 244.6 140 221 1 i 70

1 Apex shape number refers to the form of the point apposite to the stem on a scale of 1 to 6 A value of 1 implies the most pointed
form Base shape number refers to the degree of basal constriction on a scale of § to 4 As the number becomes larger the degree of

consiriction near the stem becomes grester

2 NA = not available
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due to the lack of the anthocyaning which color the
bulk grade Forastero seeds purple A distribution of
light and dark purple-colored seeds was observed in
red pods with no apparent pattern (Table 2) Seed
weight sfightly increased from 063 g/seed at 120
DAP to 0.77 gfseed at 175 DAP Seed sizes, however,
remained asbout the same during this period of devei-
opment

Protein assays of vacao seeds Irom green and red
pods revealed a dramatic difference Prolein concen-
trations of seeds from green pods increased 28 8-lold
from 81 to 155 DAP before beginning to level off at
163 DAP with a total increase of 30 2-fold (Fig 3)
In cbvious contrast, protein concentrations of seeds
from red pods remained about the same during devel-
opment. Light purple-colored seeds had a 2 8-fold
higher protein concentration than dark purple-colored
seeds It is known that during higher plant seed devel-
opment proteins accumulale in a short period of time
(3} Possibly, protein concentrations peaked between
harvest dates and subsequently declined since micro-
sormal proteins are known to decrease with seed de-
velopment (3)

Predictably, specific activity (SA), which relates
total PPO activity to total protein content, increased
more dramatically for seeds from sed pods (Fig. 4)
Specific activity increased 566-fold from 120 DAP (o
175 DAP. Although total PPO activities among seeds
from the green and red pods were only slightly differ-
ent, large differences were abserved in protein content
High specific activities of PPO in seeds from red pods
reflected fow protein contents whereas relatively low
specific activities in seeds from green pods enly in-
creased slightly since the total PPO activity closely
paralleled the protein content. Specilic activity in-

e PrOAGIR{GGFOON]
———  Protoin{rod}

2G

15 |

Protain (mglg seed)

a0 106G 120 140 160 180

Days Atfter Poliination

Fig 3 Pretein of developing cacao seeds from  green
{(EQX-100} and red (UF 667) colored pods with
fabeled values Tor light and dark purple seeds. Those
points without standard deviation bars indicate lack
of sulficient replicates

12000 |

e SA{Graan)
g SA[rOC)

dark

19000 |

8000 |
6000 :
4009 |

2000 |

1.

80 100 120 140 180 180

L

Specliic Activity (Units PPO/mg proteln)

Days After Pollination

=t

g 4 Specific activity (SA) of polyphenel oxidase of
developing cacao sceds from green (EQXN-100} and
red (UF 667) colored pods with labeied values for
light and dark purpke sceds Those points without
stundard deviation bars indicate lack of sufficient
replicates

creased 2 6-fold from 81 DAP to 144 DAP but reached
a plateau at 155 and 163 DAP with increases in SA of
1 7-and 2 O-fold, respectively

CONCLUSIONS

An extraction procedure has been developed for
cocoz bean PPO in order to quantitate PPO as rapidly
as possible The application of this method to obtain
crude PPO is quite suitable for post-pollination studies
in order to observe quantitative changes in PPO activ-
ity during seed development Seeds from two separate
trees which fruited green and red pods, respectively,
were studied. PPO activity from each group of seeds
increased with development Light and dark puple-
colored seeds were found in red pods only, but similar
PPO activities wére measured for eech Therefore, no
relationship exists between amount of PPO activity
and concentration of pigmentation. Larger differences
were seent in protein contents. Protein concentrations
of seeds from green pods increased with development
However, protein contents remained about the same
{or seeds from red pods The results in this study re-
present two cultivars and further research is needed
to determine if the trends lound here occur in all
cacao during development

Ripe cacao pods are prelerred {or cocoa produc-
tion Certain biochemical changes are necessary, such
as the build-up of pulp sugars and the increase in
acidity, tannins, and carbehydrates (6). The combina-
tion of changes appears optimzl, but it is not known
whether an alteration of one of these would affect
the quality ol the resulting chocolate. Perhaps it is
beneficial that PPO activity continues to increase
until ripening since, in the ensuing fermentation, PPO
activity declines rapidly {8)

Tagriatba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 506-510
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Table 2. Pod color, seed counts and seed measurements of pods harvested at various ages.

Seed count (90}

Seed measurements'

Days after pollination  Dark purple Light purple Colorless Weight (g/seed) Length {cm) Width {cm)
PSii.3
81 51(100) NA? NA NA
144 450100 1.12 22 il
155 61{100) 0.96 12 i1
163 54¢100) 0.99 23 1.1
PSU-20
120 18(36) 1341} 1{3} 063 20
144 8(24) 25{76} 0712 20 11
175 29(100) 0.17 1.9 10

1 Measurements sepresent total weight of seeds without testa (g} divided by total number of seeds. Lengths and widths aze the average

of three representative seeds

2 NA = not available.
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Un Modelo Econométrico del Mercado Internacional del Cacao desde la
Perspectiva de los Paises Centroamericanos!

ABSTRAC

This paper develops an empirical model of the interna-
tional cocon market from the perspective of the Central
American countries. The model provides a concepiual frame-
work for trade policy amalysis and planning. The notion of
“price taking behavior’” on the part of these countries is
tested and verified using o simple econometric estimation.
The quantitative exercise involved the estimation of the
coefficients of those factors influencing cocos and cocoa
products’ equilibrium price at the world level. This approach
results in the identification of adequate parameters and
guidelines for designing an effective, successful production
and export strategy for the Central American countries, The
results clearly support the proposition that these countries
face an infinitely elastic demand at the world equilibrium
price levels as a result, the volume of their production {and
export) does not affect it. The study revented 2 potentially
interesting variable: a statistically significant relztion betwen
the importing country’s income and the price of cocoa.
Because of its implications, such a finding should be the
subject of a more thorough analysis. Finally, some general
puidelines for cocon trade policy decisions derived from the
study are discussed.

INTRODUCCION

os patses de Centroamérica (CA) son exporta-
dores netos de cacao y sus derivados Potencialb-
mente este cultivo puede llegar a representar
una fuente destacada de ingreso de divisas para estos
parses y, constituirse en un rubro de importancia den-
tro del proceso de ajuste de sus economias

Durante 1986 las exportaciones de cacao y sus de-
rivados del grupo de paises de CA alcanzaron un vo-
lumen total de 96 700 toneladas métricas con un va-
lor de alrededor de USS190 millones {2)

Debido a que el Mercado Internacional del Cacao
se caracteriza por bajas elasticidades precio de la de-
manda y de la oferta en e} corio plazo, los precios del
cacao tienden & fluctuar ampliamente como conse-

1 Recibide para publicacion el 8 de marzo 1990
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COMPENEHO

Este articulo desarrolla un modelo empirico del mercado
internacions! del caceo desde la perspectiva de los pafses de
centroamérica y define a su vez un marco conceptual para el
andlisis de politicas en este campo. Mediante una estimacion
economeétrica muy simple, se evalud y comprobo ja validez y
aplicabilidad de ta nocidn de “price taking behavior” {acepia-
dor de precios) por parte de los pafses centroamericanos en el
mercado internacional def cacso. El modelo permitid la cuan-
tificacion de los coeficientes de los factores que tienen in-
fluencia sobre [a deterntinacion del precio de equilibrio de
mercado. Esta cuantificacién es indispensable para dictar pau-
tas y fijar parimetros, que incorporados al proceso de formu-
lacién de polfticas respectivo, permitirian disefiar una estrate-
gia eficaz y exitosa para la produccion y exportacion de
cacac por parte de este grupo de pafses. Los resultados obte-
nidos soportan ampliamente Ia tesis de que los paises de Cen-
troamérica (CA) enfrenfan una demanda infinitamente eldsti-
ca al mivel del precio de equilibrio del mercado internacional
v que, por o fanto, s¢ volumen de produceion no tiene in-
fluencia sobre Ia determinacién de dicho precio. El estudio
provee a su vez evidencia de un elemento novedoso: una gran
significacion estadrstica del ingreso promedio de los principa-
les imporiadores en ka determinacion del precio de equilibrio,
aspecto que deberfz ser objeto de un andlisis mds profundo
para determinar ia magnitud de sus implicaciones, Finalmente
se brindan algunos lineamientos generales sobre el tipo de de-
cisiones en materia de politica de exportacién de cacao que
se derivan de los resultados encontrados.

cuencia principalmente de variaciones en el volumen
de produccion debido a cambios climdticos

Por otro lado, el 90% del total del consumo de
cacao a nivel internacional corresponde a los paises
industrializedos v los de economia planificada. Dado
que en estos paises se espera solo un moderado creci-
miento de la poblacién, se proyecta que el consumo
a nivel mundial crecerd solo levemente durante lo
que resta de este sigle En cuanto a la produccién se
pronostica un crecimiento promedio del 1 7% anual
hasta alcanzar fos 2.5 millones de toneladas para el
afio 2000 (12)

No obstante, durante el quinguenio 1990-1995, la
tasa de crecimiento podria ser algo menor, debido a
que los bajos precios que prevalecieron durante el fi-
noi de la década anterior alectaron el establecimiento
de nuevas plantaciones
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Estos factores hacen prever que durante 1990 o
1991 se liegue al final de la caida en los precios reales
y que como resultado del ajuste de la produccion a
los bajos precios experimentados en los ditimos afios,
dstos se incrementen progresivamente hasta un nivel
de USS1 810 toneladas a fines de siglo (12)

Esta situacion representa una valiosa oportunidad
para que los paises de CA puedan incrementar sus in-
gresos de divisas por concepto de exportacion de
cacao y sus derivados, objetive que demanda la for-
mulacion e implementacién de peliticas y programas
de produccion y comercializacién adecuadas.

En paises pequefios como los de la regidn centro-
americana, las poiiticas de produccién y exportacion
de productos apricolas bdsicos tienden a generarse
con base en apreciaciones, pardmeiros y andlisis de
cardcter interno Sin embargo, en el caso del cacao y
algunos otros productos, un enfeque estrictamente
doméstico puede resultar insuficiente ya que no con-
sidera la situacién del pais frente al mercado interna-
clonal ni incorpors las interrelaciones existentes entre
les diferentes paises, sean éstos exportadores o consu-
midores,

En este sentido, los paises de CA deben reconocer
e incorporar en su proceso de formulacion de politi-
cas de comercio externo, la nocion de que sus decisio-
nes en materia de produccidn y exportacidn de cacao
estdn condicionados por las acciones de los grandes
productores e importadores, que son los que en Ulti-
ma instancia determinan las condiciones de equilibrio
de mercado.

Este enfoque global facilita el proceso de toma de
decisiones ¥ culmina en la formulacion de politicas
mds acertadas que permiten establecer un nivel de
produceidn y exportacion éptimos

Este articulo desarrolla un marco teérico-concep-
tual para fa identificacién de los factores que deter-
minan el grade de influenciz que tienen los parses de
CA en la determinacidn del precic de equilibrio del
cacao a nivel mundial.

Mediante ¢l disefio de un modelo econométrico,
se cuantifican estos factores para luego sey incorpora-
dos como pardmetros dentro de un proceso de toma
de decisiones de politicas de comercio internacional
mds efectivas

MATERIALES Y METODOS
Revisién de Literatura (13)

Entre los principales objetivos que se persiguen
von el desarrolio de modelos de camercio internacio-
nal agricola estdn: evaluar la teoria y proveer pronds-
ticos; andlisis de politicas y programas; y proyeccio-
nes para el proceso de toma de decisiones

Debido a que las técnicas cuantitativas permiten
contrastar el modelo tedrico-conceptual con datos
reales, el gran bagaje de teoria sobre comercio inter-
nacional representa una fuente importante de hipo-
tesis para la evaluacion empirica

Si ios resuitados del ejercicio empirico brindan evi-
dencia de que los datos son consistentes con la teorda,
esto implica que la teoria puede ser utilizada para pre-
decir eventos en condiciones reales

£l andlisis de politicas en los modelos de comercio
internacional involucra la prediccidn del efecto de
posibies cambios en las politicas de produccidn do-
mésticas sobre el precio de mercado, volumen de ex-
portacion e ingrese de divisas para un producto dado

Aunque cominmente el andlisis de politicas en los
modelos de comercie internacional incluye la estima-
cion de los efectos probabies de opciones alternativas
de politica, también estos se pueden orientar hacia la
evaluacion de las politicas existentes y el desarrollo
de medios mds eficientes para obtener los mismos ob-
jetivos

Existen fundamentalmente cuatro tipos de mode-
los de comercio interiacional de productos agricolas:
a} los modelos multi-regionales, b) los modelos de
precio de equilibrio no-espaciales, ¢) los modelos de
precio de equilibrio espaciales v d) los modelos bi-re-
gionales

Los modelos multiregionales son bdsicamente siste-
mas de ecuaciones simultdneas especificadas de tal
manera que refiejen el comportamiente de un nlimero
de regiones y su interrelacion comercial a través del
mercado mundial

La caracteristica principal de los modelos de equi-
librio no-espaciales es que por lo general incluyen ma-
yor detalle de la situacién del mercado doméstico v
que a menudo son mejor validados que otros modelos
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multiregionales. Estos modelos proveen la posicion
comercial neta de cada region, pero no asi ios [iujos
comerciaies ni la proporcidn del mercado que contro-
lan

Los modelos de comercio de productos agricolas
basicos de mayor difusién son los modelos de equili-
brio espacial Estos presentan las ventajas de generar
flujos comerciales y las proporciones del mercado
controladas por cada region. Tambien s¢ reconoce su
capacidad de facilitar la introduccion de cuotas y ba-
rreras no tarifarias v de generar un patron espacial de
precios que es consistente con los costos de transporte.

En los modelos bi-regionales, los paises del mundo
se dividen generalmente en dos grupos: el grupo de
interés y el resto del mundo Estos modelos son bdsi-
camente del sector agricota doméstico que son “abier-
tos” al comercio internacional. incluyen funciones de
demanda de exportacion u oferta de importacion
junto con los factores de interrelacion entre ios pre-
cios domésticos y fos mundiales, que reflejan la deter-
minacion simultdnea de lz oferta, la demanda y el pre-
cio del producto en el resto del munde

No obstante que estos modelos presentan la des-
ventaja de no incluir “flujos comerciales”, resultan
apropiados para el problema que se aborda en este es-
tudio ya que explican ef comercio neto entre el grupo
de paises de interés (Centroamérica) y el resto del
mundo

Al incluir estas interrelaciones en los madelos bi-
regionales, debe establecerse si las exportaciones o
imporiaciones de un pais o region representan una
porcién significativa del totai del volumen comercia-
lizado del producto a nivel mundial, ya que esto de-
terminard si el precio se toma como una variable en-
dogena o exégena. En el primer caso, el precio domés-
tico e internacional sen determinados simultdneamen-
te y por lo tanto los pardmetros de la funcion de ex-
ceso de oferta o demanda del resto del mundo deben
ser estimados (9)

En aquelios casos en que el volumen de producto
comercializado por el prupo de interés ses bajo en
relacién al totai mundial, el precio se incorpora como
una variable exdgena v no se requiere de la estimacion
de funciones de oferta o demanda en el resto del
mundo.

En este sentide, es necesario evaluar si la situacion
del grupo de interés corresponde al caso de la econg-
mra pequefia y no lomar una decisién ad-hoc,

Appelbaum vy Koblli {1) desarrollaron un procedi-
miento, ampliamente utilizado, para evaluar ia hipo-

tesis de pais aceptador de precios {price taking be-
haviory. Su métedo aplica principios de dualidad a
mercados no-competitivos v provee una prueba para-
métrica explicita para evaluar dicha hipotesis. Sin em-
bargo, siguiendo un criterio de simpleza, en este estu-
dio se recurre a una prueba de significacién utilizando
ia prueba de T-estadistico

Especificacion del modelo

El modelo empyrico estd basado er la cuantifica-
cidn de los factores que determinan el precio del
cacao y de sus derivados a nivel mundial, para estable-
cer ef yrado de influencia que sobre dicha determina-
cion tienen los passes centroamericanos

El andlisis cuantitativo comprende la estimacion
empirica de la funcidn de oferts de cacao a nivel
mundial, en la que se incluyen los factores relevantes, y
permite estimar los pardmetros que definen el grado
de mnfluencia que tienen los paises de CA en la deter-
minacién del precio del cacao a nivel mundiai EI mo-
delo incluye unicamente un producto y asume que
ios mercados domésticus estin interconectados y que,
por fo tanto, las acciones de los diferentes agentes re-
percuten sobre los otros

La especificacion de fa {uncion inversa de oferta
mundiat de cacao es la siguiente:

n
I Pm = ;_:.i F(Qm, ;. Ym,, Qca, ;)

donde
Pm, = Precio del cacao a nivel mundial en el
afio 1
Qm,_ ; = Cantidad de cacao disponible en el
mercado mundial excluyendo a Centroamérica
enelano (-1
Qea,_; = Oferta total de cacao de Centroame-
rica en el afio t-]
Ym, = Producto Interno Bruto “per cdpita”
promedio de los cinco mayores importadores de
cacao (EEUU, Alemania Federal, Inglaterrz,
Francia y Japén}

Esta especificacion considera el precio como la va-
riable dependiente la cual es deferminada por la canti-
dad de producto disponible en el mercado y por el in-
greso promedio de los paises importadores en ese mis-
mo afio

La seleccidn de la forma de la funcidn de oferta se
basa en tres ¢riterios generales (8): las especificacio-
nes econdmicas @ privri y los modelos previos, el po-
der de prediccion y el grado de “idoneidad™ del mo-
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delo y por ultimo el criterio de simpleza y convenien-
Ccia

En este caso se optd por funciones semi-logariemi-
cas ya que han sido ampliamente utilizadas en este ti-
po de estimados. Las funciones, por lo tanto, son es-
peciticadas matemdticamente de la siguiente manera:

2 PM, =0+ ﬁ;Log(QmM) + ﬁgLog(Ymt'}
+B3Log{Qca ) '

La estimacidn econométrica de esta {uncidn se rea-
lizé mediante andlisis de regresion utilizando el méto-
do de minimos cuadradoes simple Las propiedades es-
tadisticas de los pardmetros estimados [ueron evalua-
das en términos de su poder de prediccion, idoneidad
y el coeficiente de determinacidn (R?)

Se utilizaron datos de produccion mundiai y stocks
de cacao, produccion en los paises de CA, el prome-
dio dei PIB percdpita de los cinco mayores importa-
dores y ¢l precio real del cacac en grano tipo “bahia®™
en New York correspondiente al periodo 1963-1984
Para uniformar las magnitudes de la produccion
mundial y centroamericana, se computaron (ndices de
produccion anual, caleulados como porcentaje del vo-
lumen de produccion mundial para 1963

RESULTABROS

Los resultados de la estimacidn econométrica se
presentan en el Cuadro | El signo de los coeficientes
de oferta mundial (Omt“l ) es consislente con fas espe-

cificaciones economicas a priori El signo y magnitud
del coeficiente de la variable ingreso (_le) soporia ia
nocion ya conocida de que el cacao es un bien “supe-
rior” El signo positivo del coeficiente de la variable
de produccion de Centroamérica (Qcam) implica una
relacion positiva entre ésta y el precie mundial, sin
embargo la validez de este resuitado es limitada por el
grado de significacion estadistica del coeficiente, la
cual se estable mds adelante,

E valor del coeficiente de determinacién (R?) del
65% es ajgo bajo o cual podria estar sugiriendo la ex-
clusion de alguna(s) variable(s) relevantes

E! paso siguiente en el andlisis consiste en la eva-
luacion de hipdtesis sobse el grado de significacion de
ios parametros estimados, lo cual implica determinar
cualf{es) de eilos son significativamente diferentes de
CEFO

Para realizar esta evaluacidn se utiliza el test del
t-estadistico {7) aplicando la fdrmula siguiente:
g8
1l

3 f e
(Se fn)

1

significativo al nivel de 1-

donde
t, = valor critico de t para el coeficiente n ob-
tenido de la distribucion de t para un nive sig-
nificativo det 99% v 18 grados de libertad.
Bﬂ = pardmetro estimado
Se(,ﬁn) = grror estandar del pardmetro

o= (0l
Cuadro 1. Coeficientes estimados y propiedades estadisticas.
Vzriabie Coeficiente estimado Error estandar Cociente "t" 18 GL Coeficiente Correlacidn parcial
estandarizado

Qm, 4 -{.99355 £.37233 -2.6684 —~0.66196 ~0.5324

Yr, (0.33587)e™ {0.63374) 52997 077357 0.7807

Qeay 24 717 11.606 21297 052210 04486
Constante (0.20853)e ! 026998 (0.77239)c~! 0 0.1820

Coeficients de Determinacion: 0.6469

Coeficiente de Determiinacion
Ajustado por Grados de Libertad: G 5880

Variancia del estimado: (0.59985)e™!
Error estindar del estimado: 0.24492

Media de ia variable dependiente: 0.76318§
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Cuadro 2. Resultados del Test significacion (o = 0.0,

18 GL).
Variable Coeficiente Valor del Resultado
t-estzdistico

Qm, -0.99355 ~2.6684 Significativo

Ymt (0.033587)e™* 52997 Significativo

Qcat_] 24 717 212497 No
signiticativo

Constante €0.20853)e~! (077239 No
significativo

Las hipdtesis respectivas son las siguientes:

Hy: 6,=0

HA: Bn = ()

La hipdtesis nula a evaluar estzbiece que cada uno
de los coeficientes es igual a cero en contraposicion a
lz hipdtesis alternativa de que su valor as diferente de
cero, es decir, que son significativos

Los valores del t-estadistico fueron obtenidos de
una tabla de porcentajes de probabilidad de la distri-
bucidn de t para 99% de probabilidad vy se presentan
en el Cuadro 2

Los resultados del test implican gue los coelicien-
tes de las variables produccion mundial (Qm )e -
greso (Ym,) son significativos, mientras que por otro
lado, el coeticiente de [a variable de produccion cen-
troamericana (Qca, I) no es significativa y estadistica-
mente no difiere de cero.

DISCUSION

La situacion del mercado internacional del cacao
desde Ia perspectiva de los paises centroamericanos

Los resultados cbtenidos en la estimacion econo-
métrica soportan la nocidn de que para los paises de
Centroamérica el precio del cacao a nivel mundial de-
be ser tratada como una variable exdgena ya que en-
frentan una demanda infinitamente eldstica®™

* En términos de teorin econdOmica esto implica que estos
agentes son aceptadores de precios en el mercado interna-
cional.

Lo anterior implica que estos parses pueden co-
mercializar en el mercadgo internacional de cacao un
volumen mayor de producto sin llegar a afectar su
precio

Con base en la evidencia empirica recolectada, Ia
situacion que enfrentan los paises de CA puede ilus-
trarse de Iz manera que se presenta en la Fig. 1 En di-
cha tigura la oferta y la demanda de cacao en grano
(a nivel primario) en el mercado focal de cada pass co-
rresponden a OL y Di respectivamente

Siunicamente existiese la posibilidad de vender el
cacao en el mercado local, el precio prevaleciente se-
na Py que corresponde al punto de interseccion en-
tre las curvas de oferta y demanda locales (OL. ¥ DL)

Para aquellos precios por encima de P, | los pro-
ductores nacionales producirian una cantidad de pro-
ducto superior a la que ios consumidores locales esia-
nan dispuestos 2 comprar, produciéndose un desba-
fance entre la oferta y a demanda locales. Por medio
de la cuantificacion de las cantidades alternativas de
cacao que los productores nacionales estarian dispues-
los a producir a precivs por encima de P, | es posible
trazar una curva de exceso de oferta dEII‘ pais (EO),
que equivale a una funcién de oferta de cacao para el
mercado internacional u oferta de exportacion

El modelo se completa con {a inclusidn de la de-
manda y la oferta por el producto procesado (a nivel
secundario) que corresponden a [’ L ¥ O respectiva-
mente Similarmente el precio de eqmlﬂLno del pro-
ducto procesade o derivados del cacso corresponde a
P #* La funcitn de exceso de oferta de cacao pro-
cesado se muestra como E'O

Para establecer fa situacion de los parses de CA en
el mercado internacionai, se debe considerar la situa-
cidn de sus econonmas. Como se recordard, anterior-
menia se determind que. estos poseen economias de
mercado relativamente abiertas, lo cual implica que
los precios en el mercado internacional son los precios
vigentes en el mercado local

Por otro lado, su produccion, como se comprobd
mediante e] ejercicio econométrico, es pequeiia con
refacion al volumen total de la oferta en el mercado,
por io que éstos no tienen influencia en la determina-
cidn del precio del cacao a nivel mundial Para elios,
este precio es dado vy debe considerarse como una va-
riable exdgena o predeterminada Incorporando estos

% Notese que D7y O se han trazado asumiendo que el
margen de meftadeo § coste unitaric de procesamiento
es constante
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ECr

EC

Fig. 1

conceptos, es posible completar el modelo tal y como
se tlustra en fa Fig 2

En esta figura se establece ls demanda que enfren-
tan los pamses de Centroamérica la vual es perlecta-
mente eldstica ai nivel del precio de equilibrio en el
mercado mundial (P} Este significa que pueden ex-
portar {a totalidad de su produccién de cacao a un
mismo precio De igual manera P corresponde al
precio de los derivados del cacao a nivel mundial que
también rige en los paises de CA

Para estos paises, el precio internacional estd por
encima de! precio de equilibrio que existiria en el
mercado focal en ausencia de comercio exterior. por
lo tanto, Ia cantidad ofrecida a nivel local es mayor a
la demanda a dicho precio Se produce. en consecuen-
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“Demanda y oferta de cacao en los paises centroamericanos”

cia, una cantidad de cacao en grano equivalente a Qs
De este total, Q. se process localmente y fa diferen-
cia (Qz — Qa) se exporta

Con relacién al producto procesade, Iz cantidad de
derivados de cacac que se procesan localmente es Qg
de la cual Q, se consume localmente exportdndose la
diferencia (Q, — Q1) a mercados en el exterior

El modele lambién permite estimar el mentoe del
ingreso de divisas por concepto de exportacion de
cacan y sus derivados seglin la ecuacion siguiente:

4 =] Pm_ Qs - Q) +Pm(Q, -~ Q1) ]
PP,

£0

Pm

“Situacion de los paises de Centroamérica en el mer cadoe internacional del cacao™
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Implicaciones para la politica de comercio externo de
cacao de los paises de Centroamérica

El hecho de que para fos paises de CA el precic del
cacao sea un factor completamente externo y prede-
terminado, significa que la unica variable que pueden
manejar para obtener un ingreso de divisas adecuado,
es el volumen de preducto exportade En consecuen-
cia, iz determinacion del volumen de exportacidn Op-
timo resulta de suma imporiancia. (&l nivel optimo
responde 2 un objetivo nacional que puede ser fa ma-
ximizacién del ingreso de divisas, la utilizacidn mds
eliciente de los recursos del pais, etc } Este volumen
se caleula segtin la relacion siguiente:

I.

1

D P
P o B m

[

Q= Qp + Qy =

donde
(y = cantidad total de producto a exportar (ca-
cao en grano procesado)

I, = ingreso de divisas (objetivo) del pars i
v las demds variables fueron definidas anlerior-
mente

El nivel de apertura de la econonna de un pass
puede calcularse por medio de l efasticidad de trans-
mision de precios {ETP} que mide el grado en que los
precios domésticos responden a las variaciones en el
precio internacional

a ETP se define matemdtlicamente como:
bP, P

6 € Py, Pm=— it
P, Py

Se deduce de la ecuacion seis, que ta ETP tendrd un
vzlor unitario en el caso de aquelios parses en los cua-
ies un cambio en el precio internacional se correspon-
de con un cambio de igual magnitud en el precio do-
méstico y serd menor que uno en aquelios casos en
que la respuesta del precio doméstico sea menas que
proporcional a la variacién en el precio internacional.
El caso extremo corresponde a una economia comple-
tamente cerrada en donde la ETP es cero

El supuesto de que las economias de los paises de
CA sean abiertas, implica que la elasticidad de trans-
mision del precio internacienal (ETP} tiene un valor
unitario. Sin embargo, en la realidad la ETP es espect-
fica para cada pais, y variard en la proporcion en que
las politicas internas distorsionen la condicién de
equilibrio y la respuesta a las varizciones en ef precio
internacional

Tomando este aspecto en consideracidn, se puede
completar el modelo incorporando a la ecuacién cin-
co la nocidn de la ETP de la siguiente manera:

ap P I
7 Qgi - L N m 1
&Py PL. ?m P
P, P I
== E R :‘; L AR A e rerer—
L» T PmP'm
CONCLUSIONES

El modelo desarrollado permilid comprobar la pro-
posicion de que los parses de CA enfrentan una de-
mands infinitamente eldstica a nivel del precio inter-
nacional de cacac, nocién proveniente de la teoris y
que se fundamenta en el hecho de que su volumen de
produccion es muy reducido en relacion a la oferia
total en el mercado

La anterior proposicidn tiene varias implicaciones
de trascendencia En primer lupar el potencial para la
expansion de las exportaciones de cacao de CA es
muy grande, sin embargo &l delinir un programa de
incremento de la produccion debe tomarse en consi-
deracion que los precios de este producto son dicta-
dos por los costos de produccion de los grandes ex-
portadores. Por consiguiente, el margen de utilidad de
fos productores en los paises centroamericanos estard
determinado por su eficiencia relativa {rente a {os pro-
ducteres en los parses de alta produccidn. §i los pro-
ductores centrozmericanos son mids ineficientes que
los africanos v brasilefios, existird el peligro de que los
precios desciendan por debajo de los costos de pro-
duccion en CA afectando la rentabilidad del cullivo
Esta situacion podira eventuaimente conducir a Ia ne-
cesidad de imponer ur subsidio, lo cual es econdmica-
mente inefliciente, o a la eliminacidn de plantaciones
por parte de los agricuitores, y al fracaso del progra-
ma de expansién a mediano plazo.

En segundo lugar, es claro que si bien es cierto una
politica de expansidn de la produccidn y exportacidn
de cacaoc por parte de los paises de CA es viable, su
éxito en el largo plazo sdlo podrd asegurarse si esta
politica se instrumenta mediznte un programa de in-
cremento de la eficiencia productiva, mds que por me-
dic de un aumento en el drea de produccidn

Otra conclusién importante que se deriva del andli-
sis cuantitativo lo es el hecho de que el nivel de ingre-
so de los parses importadores tiene un efecto marcado
sobre el precio internacional del caceo, elemento que
por sus implicaciones deberia ser objeto de un andlisis
mds detazllado Por el momento, resulta evidente que
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fa variable ingreso deberia ser considerada como un
parimetro en a elaboracion de proyecciones y en la
formulacién de politicas de produccidn y exportacion
en los paises productores,

Finalmente, una implicacién no menos trascenden-
te que se deriva del estudio. se refiere ai hecho de que
los paises centroamericanos no tienen incentivo eco-
admico alguno para unirse al Convenio Internacional
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Theobroma cacac DNA: Protocols for RFLP Analysis!

ABSTRACT

This paper demonstrates the applicability of restriction
fragment length polymorphism (RFLP)} technology to 7
cacao L. and gives detailed protocols for its use. Genomic
DNA (gDNA) from two cocos trees in the Penn State Green-
house collection wis hybridized te 8 cocoa gDNA clone
(pTCI01) in Southern blot experiments for detection of
RFLPs. Two restriction endonucleases were used to digest
the plant DNA and in one case a polymorphism was identified.
The availability of methods for using RFLPs as new genetic
markers offers 4 new timesaving method for germplasm
identification in 70 cacao as perfection of RFLP methodol-
agy will allow knowledge of genctic varlability to be
determined at the seedling stage. When RFLPs are correlated
with desirable agronomic traits, improvement in breeding
programs can be expected to follow,

INTRODUCTION

NA markers, [irst described as tools for penetic
analysis in 1974 (14), and later used in linkage
studies and in monitoring genetic traits in
humans (6), are now being used successfully in higher
plants (4, 5, 7, 15, 19). The method depends upon
the ability of restriction endonucleases to catalyze
cleavage of DNA at specific recognition sites yielding
polydeoxynucleotides of defined lengths The
method has been called restriction fragment length
polymorphism { RFLP) analysis

Differenices in RFLPs are an expression of the
genetic heterogeneity encountered among individuals
ol a species; they are visualized when genomic DNA
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COMPENDIO

Este {rabajo demuestra la aplicabilidad de la tecnologia
del polimorfismo restringido de longitud de [rogmentos
{PRLF) aplicada sl cacao (Theobroma caeqo L.} y da proto-
eolos detallados para su utilizacion. El genoma DNA {(gDNA),
de dos cacaoteros de la coleccion existente en los invernaderos
de Penn State, fue hibridizado a un clone g DNA (pTC101)
procedente de los experimentos de Southern para detectar
PRLF. Se utilizaron dos endonucleasas de restriccion para di-
gerir el DNA; en un caso, se identificod polimorfismo. La dis-
poribilidad de métedos para utilizar los PRLF como herra-
mienta genética, ofrece un método nuevo y rapido para idea-
tificar germoplasma de [ cacgo pues la perfeccion de fa me-
todologia PRLF permite conocer la varizhilidad genética a ser
deferminada en I efzpa de plantula. Cuando se correlaciona
el PRLF con carscteristicas agrondmicas deseables, se pueden
esperar resultados ventajosos en los programas de {itomejora-
miento,

is digested with a restiiction endonuclease, electo-
phoresed, transferred to a solid support, and
hybridized to a labelled probe.

The use of RFLPs as genetic markers has broad
potential application in plant genetics, for individual,
varietal and parental identification, mapping and
monitoring of quantitative traits, analysis of genome
organization, measurement of genetic diversity, and
devetopment of detailed linkage maps (4, 5, 6, 7,
15, 19) Extensive mapping using RFLPs has been
done with maize, tomato, lettuce and peppers (16,
17}

Many of the proposed uses of RFLPs are identical
to previously developed approaches using isozymes
as molecular markers. Though isozyme markers have
been quite useful in atiempts to characterize cocoa
germplasm {1, 2, 21, 22, 23, 3B), their use is limited,
first because not all genes code for enzymes and
secend, because much of a plant genome is composed
of non-coding regions. In contrast, a potentially un-
limited number of RFLPs exist, which should aliow
much wider use of the molecular marker approzch to
identify cocoa strains.

Turrialba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. $19-524
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The use of RFLPs for germplasm identification in
T caceo 1. would be particularly useful to cocoa
breaders, who historically have used morphological
markers to identify cocoa varieties (3, 9, 10, 11, 12,
28, 29, 30, 32, 33, 35, 36) Such markers are often
subjective, influenced by environment, and are
generally applicable only to mature trees in contrast,
RFLPs identify genetic differences at the DNA [evel,
are not influenced by the environment, and can be
detected at very early stages of plant development,
helping to minimize the time and cost of pianting and
maintaining “‘unsuitable™ material

The purpose of this report is to give detailed
protocols for RFLP analysis in cocea and to demon-
strate the general applicability of RFLP analysis to
the cocoa plant.

MATERIALS AND METHODS
Source of plant material

The plants used in this study were growth in the
cocoa greenhouse maintained at The Pennsylvania
State University (PSU) Presently, the collection
includes 27 five-year-cld trges that originated from
seed propagation of clones EQX-100 and UF-667
For the present study PSU 3 (EQX-100 origin} and
PSU 20 (UF-667 origin) were used

DNA preparation

Total DNA was obtained from PSU 20 and PSU 3
leaf” tissue by a modification of the method of
Malmberg er af (25): | g of {resh or frozen tissue was
ground, using a mortar and pestle, to a fine powder in
the presence of either Hyquid aitrogen or dry ice in
sufficient amount to ensure that the grinding would
occur without thawing of the leaf tissue The
powdered material was added to 6 ml of ice-cold
extraction buffer (252 g urea, 035 M NaCi, 50 mM
Tris-C] pH 8 0, 20 mM EDTA, 1% Sarkosyl) in a small
beaker on ice The importance of maintaining the
tissue in & frozen state until the first centrifugation
cannot  bhe over-emphasized The mixture was
transferred to a 15 or 30 ml Corex tube, the tube was
placed in crushed ice, and the mixture dispersed with
a Tissumizer (Tekmar Co , Cincinnati, OH) according
to the following schedule: 30 s burst, 30 s wait, 30 s
burst The mixture was than centrifuged 5 min at
10 000 xg at 4°C. The supernatant was decanied and
strained through Miracloth (CalBiochem, San Diego,
C'A) Subsequently an equal volume of phenol/chicro-
form: isoamyi alcohol, 24:1 (32) was added and
mixed gently for 10 min at room temperature. and

centrifuged at 3 000 xg for 5 min. The agueous
{upper) phase was removed {making sure that none
of the interphase was picked up) and mixed 10 min at
roem temperature with an equal volume of chloro-
form: isoamyl alcohol, 24:1, followed by centrifuga-
tion The aqueous phase was removed and 1/10 vol of
4.4 M ammonium acetate, pH 5 0, plus | vol ice-cold
isopropanol were added and mixed well At this point
s white, stringy cloud of DNA formed After standing
in ice for 30 min, the DNA mass could be removed
witl: a glass stirring rod The DNA was then washed
in 75% ethanol and resuspended in 200 ui of 10 mM
Iris-C1 pH 80/l mM EDTA pH 80 (TE). This
volume usually yields a DNA concentration of about
05 gfl when starting with 1 g of leaf tissue DNA
does not always dissolve readily; usually several hours
or perhaps overnight may be necessary for complete
solubility

Preparation of partial cocoa leaf genomic library for
probe selection

Hpa ll-digested genomic DNA was ligated to Acc
fdigested pUC 13 {37) using 14 ligase, and then
transformed (8, 27) into £ coli strain DHS (BRL,
Bethesda, MD)} Transformants were plated on LB/
Amp/X-(al agar plates (8, 26, 27) to identify clones
Positive clones were {irst identilied by blue-white
selection, then screened for the presence of nserts by
extracting DNA  with a rapid plasmid isolation
procedure (8, 27) and subsequent analysis by gel
electrophioresis  Plasmid DNA  containing  useful
probes was then prepared by a large-scale plasmid
procedure (8, 26, 27, 31} Plasmids containing cocoa
DNA are designated pTC {plasmid 7" cacao) followed
by a number Numbers 1-99 have been reserved for
chtoroplast or mitochondrial DNA - A useful method
for preparing probes suitable {or plant RELP analysis
has recently been published (18).

Probe labelling

Total plasmid DNA was nick-translated {BRL,
Bethesda, MD, or IBI, New Haven, CT, kit) ina 50x i
reaction mixture containing 13 g probe DNA. 25 mM
Tris-Cl pH 7 8, 50 mM, 10 mM MgCl, 100 g bovine
serum albumin (BSA), 1 mM BTT, 500 M dGTP,
dCTP, ¢TTP, 400 M biotinylated dATP {BRL), 4 ng
DNase | and 4 units DNA Polymerase 1 Incubation
was for 2 h at 15°C, after which the labeled probe
was separated from unicorporated nucieotides by
chromatography on G-50 Sephadex. Radioactive
probes can be prepared by substituting *?P-dATP for
the biotinylated nucleotide The biotinylated probes
can be stored for approximately two years,
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RFLP analysis

Hybridization to probe. Two g of leai DNA from
PSU and 2 g from PSU 20 were digested with a series
of restriction endonucleases. Pigestion products were
separated by electrophoresis in 1% agarose gels,
stained with ethidium bromide to ensure proper
digestion, transferred to nitrocellulose sheets by the
Southern procedure (34}, and hybridized with bietin
labeled pTCIGl (see below) Leal DNA fragments
hybridizing to the probe were visualized by appear-
anice of blue bands Details of the hybridization and
visualization procedures are described below

Nitrocellulose (NC} sheets containing digested
cocoa DNA were prehybridized 3 h at 42°C in
100 l/em® of a solution conlaining 50% formamide,
$5X SSC (0.75 M NaCl, 80 mM sodivm citrate}, 5X
Denhardt’s (0.1% Ficoll 400, 0 1% polyvinyipyrroli-
done, 0.1% BSA), 25 mM sodium phosphate pi
65 and 05 mg/mi denatured salmon sperm DNA
(Sigma Chem. Co., St Louis, Missouri). Prehybridiza-
tion solution was replaced by hybridization solution:
45% formamide, 5X S8C, 1X Denhardt’s 20 mM
sodium phosphate pH 6.5, 02 mg/ml denatured
salmon sperm DNA, 5% dextran sulfate and denatur-
ed (10 min 100°C), labelled probe. Overnight hybridi-
zation was done at 42°C The sheets were then
washed twice in 2X SSC, 0 1% SDS-3 min at RT,
twice in 02X S8C, 0 1% SDS 3 min at RT, twice in
0.16X SSC, 0.1% SDS 15 min at 42°C, and rinsed in
21X SSC. Application of the non-radioactive DNA
detection system was according to the manufacturer’s
instructions {BRL). The NC sheets were washed
I min in 0.1 M Tris-Ci (pH 753015 M NaCl (buffer
1), incubated 1 h at 65°C in 3% BSA in buffer 1
{(buffer 2}, re-hydrated 10 min at room temperature
in buffer 2 and incubated 10 min with 1 g strep-
tavidin-alkaline phosphatase conjugate {BRL) per ml
buffer 1. The sheets were then washed twice in buffer
1 and once in 0.1 M Tris-Cl (pH 9.3)/0.1 M NaCY/
50 mM MgCi, (buffer 3).

Visualization of polymorphisms (BluGema,IM

BRL): To visualize hybridizations with the bio-
tinylated probe, the NC sheets were incubated in
heat-sealed plastic bags, 3 h in 330 mg nitro-blue
tetrazolium {(NBT)/166 mg of 5-bromo-4-chloro-
3-indoly] phosphate (BCIP) per mi buffer 3 The reac-
tion was carried out in the dark Yo terminate color
development, the sheets were washed in 20 mM
Tris-Cl (pH 7 5)/0.5 mM EDTA (stop buffer).

Although the manufacturess of the DNA detection
system recommend storing the sheets dry by baking
them 1-2 min at 80°C under vacuum, we observed

that this causes weak bands to {ade; we therefore
prefer to store the sheets in stop buffer in a sealed
plastic bag.

RESULTS

Selection of probes and restriction endonucleases:
A partial genomic library was constructed in the 2 7
kilobase pair plasmid pUC 13, Inserts averaging 1 kb
or less were cloned in the lac Z gene {13). Initially
several clones were selected as potentially useful
probes but only one proved to contain a low copy
number sequence (i e. a sequence occurring only once
or a few times in the cocoz genome). Clones contain-
ing repetitive cocoa DNA gave smears instesd of
discrete bands and thus couid not be used in the
search for polymorphisms Fig 1 shows that this re-
combinant plasmid (pTC101) has a cocoa insert of
approximately 400 bp

The choice of restriction endonucleases was initjal-
ly based on their cost and ability to catalyze digestion
of cocoa DNA to completion, since incomplete dipes-
tion alsc results in smears upon hybridization with
the probe The enzymes selected for analysis were
EcoRI and Hind 111

Detection of a polymorphism between two ran-
domly selected trees: Fig. 2 shows the electrophoretic
pattern of cocoa leaf DNA {rom trees PSU 3 and PSU
20 digested with EcoRl and Hind HI. A replica of the
gel was obtained by transferring the DNA to nitrocel-
lulose paper followed by hybridization to a bio-
tinylated probe (pTC101} Fig. 3 shows the resulting
hybridization pattern. When digested with EcoRl,
DNA from PSU 20 exhibits three distinet fragments
of approximately 3.8, 2.1 and 0 99 kbp. By contrast,
DNA from PSU 3 digested with the same enzyme
exhibits only two of those fragments (2.1 and
0.99 kbp). Thus one genetic difference between the
two trees can be detected by this combination of
probe and enzyme. In contrast, the trees are indistin-
guishable when the DNA is digested by Hind 11, since
both show the same hybridization pattern, with
fragments of approximately 6.5, and 1.0 kb (Fig. 3
lanes C and D). The sizes of the restriction fragments
werg calcuiated with the aid of a computer sizer pro-
gram (Map, BIONET, Intelligenetics, Mountainview,
CAY.

DISCUSSION
Our resuits indicate that this method is applicable
to 1. caceo and that a polymorphism can be detected

between two randomly selected trees. The detected
genetic variation could result from various kinds of
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genotypic alterations, for example, one or more bases
couid differ, resulting in the loss of a cleavage site or
formation of a new one; alternatively, insertions or
deletions of blocks of DNA within 2 fragment could
alter its size. For instance, digestion with Eco RI
revealed a 3 8 kbp fragment that is present in PSU
20 DNA, but not in PSU 3 DNA  This might be due
to a DNA insertion in PSU 20 that contained part
of the probe sequence. It is also possible that one of
the cleavage sites that defines the 3 8§ kb fragment is
missing in PSU 3 DNA and that the probe sequence
contained in such fragment is present in the 2.1 kbp
fragment. The fact that some hybridization bands are
stronger than others in the same DNA lzne may imply
that they contain more copies of the cloned DNA
sequence than weaker hybridization bands Or, the
weaker bands could contain only part of the target
sequence, resulting in a partial hybridization of those

AEES

Fig. 1 Preparation of probe. Experimental details of DNA
preparation are given in materials and methods, Elec-
trophoretic analysis of the clone pTCI101. 14 g of
plasmid DNA were cut with 15 U of EcolRI and
Hind HI ¢ane A) Lane B contains 1.2 g of the DNA
fragment size standard DNA digested with Hind Il
The DNA was loaded onto a 1% agarose gel, electro-
phoresed for 1.5 hr (50 MA)and stained with ethi-
divm bromide {6.0 mg/ml). Photography was done
using a Polaroid MP< camera, a 325 nm Transiflu-
minator and a red filter Film Exposure (Polaroid
type 53) was for 1.5 min

fragments, while the stronger bands could contain the
entire cloned sequence, resulting in a toial hybridiza-
tior: and a stronger signal (Fig 3 lane B).

Fig. 2 Flectrophoresis ol cocon genomic DNA 1% agarose
geb (stained with ethidivum bromide at 6 0 mg/ml)
containing 1 g PSU 3 DNA (lanes A & C), 1 g PSU
20 DNA (lanes B and D}, cut with 20 U EceRI (lanes
A and B) and 20 U Hind 1] (lanes Cand D). Lane E
containg 2 fragment size standard (DNA cut with
Hind 1) Electrophoresis was for 25 hrat 120 V
(85 mA) Phetography was as deseribed in legend to
fig 1

When we compared the sensitivity of the biotin
non-radioactive labelling system to the classical
radioactive labeiling system (data not shown), we saw
no differences The suitability of biotinylated probes
shouid lead to extensive use of this extremely sensi-
tive technigue in the cocoa growing countries, where
research facilities may not be equipped for the use of
radioactive materials The use of non-radicactive
probes as an alternative for detection of specific DNA
sequences has been discussed (20, 24)

Further work is in progress to expand the applica-
tion of RFLP analysis to the cocoa plant by preparing
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Fig. 3. RFLP analysis of cocoa genomic DNA. The DNA
from the agarose gel shown in fig. 2 was transferred
to nitrocellulose and hybridized with biotinylated
pTC101.

more probes and by using more enzymes. The tech-
nique promises to be a powerful tool for germplasm
identification in 7. cacao, to say nothing of its uses in
selecting superior trees at the seedling stage.

LITERATURA CITED

1. AMEFIA, Y.K., CILAS, C.; DIJIEKPOR, E.X.:
PATRIOT, M. 1984. Etude du polymorphisme
enzymatique chez le cacaoyer. I. Mise au point
d’une méthode d’extraction et mise en evidence
d’un locus spécifiant une esterase. Café, Cacao,
Thé 28:89-94.

2. ATKINSON, M.D.; WITHERS, L.; SIMPSON, M.J.A.
1986. Characterization of cacao germplasm using
isozyme markers. A preliminary survey of diversity
using starch gel electrophoresis and standardization
of the procedure. Euphytica 35:741-750.

3.

17.

BARTLEY, B.G. 1986. Seed size inheritance. St. Augus-
tine, Tri.; Annual Report on Cacao Research 1965.
Imperial College of Tropical Agriculture. p. 23-25.

BECKMANN, J.S.: SOLLER, M. 1983. Genetic poly-
morphism in varietal identification and genetic
improvement. Theoretical and Applied Genetics
67:25-33,

BECKMANN, J.S.: SOLLER, M. 1983. RFLPs in ge-
netic improvement: methodologies, mapping and
cost. Theoretical and Applied Genetics 67:35-43.

BOTSTEIN, D.: WHITE, R.; SKOLNICK, M.; DAVIS,
R.W. 1980. Construction of a genetic linkage map
in man using RFLPs. American Journal of Human
Genetics. 32:314-331.

BURR, B.; EVOLA, S.V.; BURR, F.A.; BECKMAN, J.S.
1983. The application of RFLP to plant breeding.
Genetic Engineering v.5, p. 45-59.

DAVIS, R.W.: BOTTSTEIN, D.; ROTH, J. 1980. A
Manual for Genetic Engineering. Advanced Bacte-
rial Genetics. N.Y., Cold Spring Harbor.

ENRIQUEZ, G.A.: SORIA, V.J. 1966. Estudio de la va-
riabilidad de varias caracteristicas de las mazorcas
de cacao (Theobroma cacao 1.). Fitotecnia Latino-
americana 3(1-2):99-118.

ENRIQUEZ, G.A.; SORIA, V.J. 1967a. Seleccidn y es-
tudio de los caracteres Gtiles de la flor para la iden-
tificacion y descripcién de cultivares de cacao.
Cacao (C.R.) 12(1):8-16.

ENRIQUEZ, G.A.; SORIA, V.J. 1967. A study of
certain leat’ characteristics of cacao (Theobroma
cacao L.) Tropical Agriculture (Tri.) 44(2):117-
123.

ENRIQUEZ, G.A.: SORIA V.J. 1968. The variability of
certain bean characteristics of cacao (Theobroma
cacao L.). Euphytica 17(1):114-120.

GLOVER, D.M. 1985. DNA Cloning. IRL Press Ltd.
Oxford, England, v.1, p. 89-100.

GRODZICKER, T.; WILLIAMS, J.; SHARP, IJ;
SAMBROOK, J. 1974. Physical mapping of
temperature-sensitive mutations of adenoviruses.
Symp. Quant. Biol. 39:439-446.

HELENTIJARIS, T.; KING, G.; SLOCUM, M.; SIEDEN-
STRANG, L., WEGMAN, S. 1985. RFLPs as
probes tor genetic diversity and their development
as tools for applied plant breeding. Plant Mol. Biol.
Rep. 5:109-118.

HELENTJARIS, T.; SLOCUM, M.; WRIGHT, S.; A.;
NIENHUIS, J. 1986. Construction of genetic
linkage maps in maize and tomato using RFLPs.
Theoretical and Applied Genetic 72:761-769.

LANDRY, S.; KESSELI, R.V.; FARRARA, B
MICHELMORE, R.W. 1987. A genetic map of

Turrialba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 519-524



524 TURRIALBA: VOL 39, NUM 4, TRIMESTRE OCTUBRE-DICIEMBRE 1989
lettuce with RFLP, isozyme, disease resistance and 28 OSTENDORE, FW. 1957 [dentifying choracters for
merphological murkers, Genetics 116:331-337 czcan clones In Reunifo do Comite Tecnico In-
ternmericang de Cacau &, 1956, Bahia, Brasil
Salvador, Bra Instituto de Cacau da  Bahia
18 LANDRY, BS; MICHELMORL, RW {985 Selection n 89-11¢
of probes tor restriction fragment length anabvsis
from plunt genomic clones Plant Mol Biol Rep
3:174-179 29 POUND, | 1.; CQPE, F.W,; CHEESMAN, EE ; BAR-

[
]

LANDRY, BS; MICHLLMORE, RW 1987 Methods
and applications of RELP analysis to plants. In
Tailoring Genes for Crop Improvement p 25-44

LANGER, PR WALDROP A A WARD, I C 1981
Enzymatic synthesis of biotin-labelled pelynucieo-
tides: Novel nucieic acid affinity probes. Proceed-
ings of the National Academy ot Sciencies ot the
Unitegd States of America 78:66033-0637

LANAUD, C.: BERTHAUD. } 1984 Mise en évidence
de nouveaux marqueurs génétiques chez Theo-
broma cacao L opar les échnigues dclectrophorese
In international Coecvon Conference (9 Togo
Atrica) Procecdings p 249.233

LANAUD, C 1986 Utilisation des marqueurs enzymati-
ques pour 'Crude péndique du cacaoyer: Theobro-
ma caceo L1 Contedle génetique ot “linkage™ de
neuf marquers enzymatiques Café, Cacno, Thé
30:259-370

LANALD, C 1986 Unilisution des margueurs ¢ngy mati-
ques pour Pétude génétique du cacaoyer: Fheabro-
ma cacas L. 11 Ewde du polymorphisme du six
systémes enzyvmatiques Calé, Cacaor, Thé (Franee)
30:271-280.

LEARY, 11 BRIGATL DI WARD, D C 1983 Rapid
and sensitive colorimetric method tor visualizing
biotin-labelled DNA probes hybridized to DNA or
RNA immobilized on nitrocellulose: Bio-blows
Proceedings of the National Academy of Scicnees
of the United States of America 80:40435-4049

MALMBERG, R.; MLESSING, J. SUSSEX | 1984
Molecular Biclogy of Plants - A Laboratory Course
Manual. NY., Cold Spring Harbor Laboratory
p 86.

MANIAIIS, T; FRITSCH, E.; SAMBROOK, 1. 1982

Moilecular Cioning A Laboratory Manual NY,

Cold Spring Harbor Laboratory

MILLER, J 1972 Experiments in Molecular Genetics
NY Cold Spring Harbor Laboratory.

30

3

13

34

35

37

38.

TLEY, B.G : JOLLY, A.C.: MURRAY, DB.; DE
VERTEUIL, L L. 1986, Selection and Genetics.
Fifty Years of Cocoz Research in Trinidad and
Tobago: 1930-198C St Augustine, Tri, Cocoa
Research Unit, The University of West Indies
p 331

RUINARD, 1. 1964 Variability of various pod charae-
ters as a factor in cacao selection. Euphytica
13(1):19-23

SCHRADER, N.I.: HALLEY, BW. 1983 Laboratory
methods for hormone action and moelecular endo-
crinology. Tex., Baylor University

SORIA, VI ESQUIVEL, O 1968 Algunos resultados
del programa de mejoramiento genétice de cacao
en el TICA, Turrialba Cacao (CR)Y 13(2):19-23

SORIA, V1:QCAMPO, T PAEZ, G 1974, Parental
influence of some caczo clones on the yield perfor-
mance of their progenies Turrialba (CR) 24{1):
58-65.

SOUTHERN, &M 1975 Detection of specific sequences
among DNA fragments separated by gel electro-
phoresis, Journal of Molecular Biology (England)
98:503-517

TOXQPEUS, H 1969 The second Nigerian breeding
program. In Conference Internacional de Pesquisa
em Cacau {2, 1967 Salvador e Htabuna., Bra } Me-
morias Bahia, Bra , CEPLAC p 129-132.

VELLO, F 1965 Estudas sobre a segregagdo do carater
cor de amendoas de cacao {Theobroma cacao). In
Informe Annual 1965 itabuna Bra, Ceniro de Pes-
quisa do Cacan p. 10

VIEIRA, 1 MESSING, 1 1982, The pUC plasmids, an
Mi3 mp7-desived insertion mutagencsis and se-

quencing with synthetic universal primers Genetics
19:259-268

YIDANA, T A KENNEDY, AJ ; WITHERS, L. 1987
Variation in peroxidase isozymes of cocoa {Theo-
broma cacqo L) In international Cocon Research
Conference 10, (Santo Domingo, R D). Proceed-
mngs



Rescate in vitro de Embriones Provenientes de Semillas Aplanadas
de Cacao (Theobroma cacao)!

ABSTRACT

The aim of this study was to develop a methoedology lor
obtaining embryes from flat-shaped cacso seeds considerad
as hapleids. The hybrids EET 62 x SCA 6 and Pound 7 x
UF 613 were used, The behavior of the differentinted
embryos allowed determination of an appropriate method
for this purpose. Hybrid embryos were cultivated in a
Murashige-Skoog medium supplemented with Thiamine-HCl
I mg 1, piridoxine~ —HCI mg™', nicotinic acid | mg [,
glycine 4 mg 17, inositol 200 mg 1, glutamin 200 mg 1, casein
hydrolizate 200 mg [ sucrose 4000 mg 177, and gel rite
1500 mg 1='. The embryos were maintained at 27 + 2°C
with a 16 h photoperiod. The percentage of plantlets that
developed varied from 169 to 87%, and plants obtained
through this technique totalled 411. Of the developed
plantlets, 29 were haploids, Ploidy levels were obtained
through chromosome analysis. The growth medium used four
embryo rescue was a factor in the morphogenetic enpicity of
the sexual embryos used in this study.

INTRODUCCION

os programas de mejoramiento genético de ca-
. ca0 se basan en la produccidn de hibridos entre
los grupos criollo, forastero y trinitario {8). Los
hibridos son altamente heterocigotos debido al ori-
gen de sus progenitores Esta heterogeneidad aunada
a la incompatibilidad y a un ciclo de reproduccién
largo, han justificado la biisqueda de plantas homoci-
gotas autocompatibles y vigorosas (6). La identifica-
cion y estudio de plantas haploides de cacao y la sub-
sipuiente duplicacion de su genoma representa la me-
jor alternativa para Ia obtencion ripida de fineas o
genotipos isogénicos, permitiendo acortar el cicle de
seleccion vy obtencién de individuos homocigotos.

El interés por los haploides espontineos en cacao,
se inicio con Duvlin (4) quien publicd Ia existencia y
las posibilidades de uso de estas plantas con fines de

I Recibido para publicacion el & de {ebrero 1990

* Instituto Tecnoldgice de Cartago
% Programa Mejoramiente de Cultivos Tropicales. CATIE,
Turrialba

I Palma,® V.M. Villalobos**

COMPENDIO

Ll presente estudio tuvo como objetive definir Iz metodo-
logfa para rescatar embsiones provenientes de semillas aplana-
das de cacao consideradas como haploides. Para esta invest-
gacion se utitizaron los hiibridos EET 62 x SCA 6 y POUND-7
x UF-613. El comportamicato de los embriones diferenciados
permitié determingr un meédio apropiado para el rescate in
pitre de embriones provenientes de semillas aplanadas. El
medio consistié de las sales MS suplementado en mg/1 con:
tiamina-HCl 1, piridoxina — HCI I, deido nicotinico 1, glici-
na 4, inositol 200, glutemina 200, caseina hidrolizada 200,
sacarosa 4 000 y gel rite 1 500. Los embriones fuecon incu-
bados a una temperatura de 27 + 3°C y un fotoperfodo de
16 horas. Eb porcentaje de plintulas desarrofadas fue muy
variable fluctuando de 16 a 87% y el total de plantas obteni-
das por esta técnica fue de 411. Las embriones v plintulas
desarrolladas mostraron evidencias morfoldgicas caracteristi-
cas de plantas haploides existentes en cacao. Posteriormente
se verifich el nivel de ploidia en Jas plantas obtenidas median-
te ¢l conteo de cromosomas en hojas jévenes. El resubtado
maostrd un 2% de plantas haploides. El medio de cultive em-
pleado para el rescate de embriones influyd en diferentes
respuestas morfogénicas, observindose orgenogénesis y em-
briogénesis somitica en los embriones sexuales cuitivados,
provenientes de los hibridos estudiados,

mejoramiento. BPuvlin (5) tratdé de establecer una re-
lacidn entre ef porcentaje de haploidia v el cardcter
aplanado de semillas de cacao, cardcter de baja fre-
cuencia entre las semillas normales Lanaud (8) rea-
liz6 un andlisis enzimdtico permitiende demostrar
que la mayoria de los haploides de cacao tienen por
origen la autofecundacién del progenitor hembra. No
existen antecedentes sobre la obtencidén de plantas
haploides de cacao aun cuande Adu-Ampomah et al.
(1) cultivaron anteras para este fin. Mds adn la rege-
neracion de plantas de cacao ha sido muy limitada.
La presente investigacion pretendié estudiar fas me-
jores condiciones in vitro que permitieran el rescate
eficiente de embriones haploides y e} crecimiento
in wirro de estas plantulas hasta llevarlas a condiciones
de suelo

MATERIALES Y METODOS
El trabajo se realizé en la Unidad de Biotecnologia

del Centro Aprondmico Tropical de Investigacion v
Ensefianza, CATIE, Turrialba, Costa Rica

Turrialba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 525-529
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Medios de cultivo para el rescate de embriones

Se estudid la respuesta en el crecimiento de los ejes
embrionales de los hibridos ‘EET 62 x SCA-6" ¥y
POUND-7 x UF-613', utilizando el medio bdsico de
Murashige y Skoog (MS, 1962). Los medios se solidi-
ficaron con el gel rite Se estudiaron siete trztamien-
tos, cinco de los cuales estuvieron constituidos con
diferentes concentraciones de caseina hidrolizada y
en todos los casos con 200 mg 177 de glutamina (Cua-
dro 1) Enun segundo experimento se analizaron cua-
tro tratamientos de glutamina (en mg 17'): 0, 200,
400 y 600 vy se mantuvo una concentracion constante
de 200 mg 1™ de caseina hidrolizada En forma adi-
cional se probaron tres variantes al medijo de cultivo:
1) Sales completas MS; 2) Sales completas MS mds
agua de coco al 10% y 3) Sales completas MS mds
200 mg 1™ de glutamina y 1 000 mg 1™ de caseina
hidrolizada

Previa remocion de la sarcotesta, las semillas
se sumergieron en blanguesdor comercial al 2.5% de
hipoclorito de sodio A esta solucién se le adiciond
una o dos gotas de Tween-20 y se agitd durante 15
minutos, ltego en una cdmara de {lujo laminar, las se-
millas se lavaron tres veces con agua destilada estéril
Posteriormente se aislaron los ¢jes embrionaries de los
cotiledones y se sernbraron en los diferentes medios
Los embriones se colocaron en una cdmara de creci-
miento con un fotoperiodo de 16 horas, una tempe-
ratura de 27 + 2°C durante el diza y 23 = 2°C por la
noche. La intensidad luminica se ajusté a 2 000 lux

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados
para el primer experimeato de rescate de gjes em-
brionarios en ¢acao con diferentes concentracio-
nes de caseina hidrolizada,

Medio de cultivo Caseina hidrolizada

mg L' #=

I M3 8

2 M3* 0 4 200 mg/l de glatamina
3 MS 200 + 200 mg/ft de ghitaming
4 MS 400 + 200 mg/! de glutamina
5 M8 600 + 200 mg/l de glutamina
6 MS

4+ 1 000 mgi~* incsitol 1 000 + 280 mg/t de glutamina
7 MS

+ agua de coco at 10% ¢]

*  Los tratamientes 2, 3, 4 ¥ 5 contenian fenmgl™'): 1 de
tiamizna HCL; 1 de piridoxina; I de dcido nicotinico; 4 de
glicina ¥ 200 de inositol

** Todos los medios fueron suplementados con 200 mg/i~!
de glutamina.

El medio que fue seleccionado para el rescate de
embriones de semnillas aplanadas fue el tratamiento 3
(Cuadro 1} Se emplearon 15 ml de medio de cultivo
en tubos de ensayo de 15 cm y 2 5 ¢m vy se mantuvie-
ron en las condiciones descritas anteriormente

Cuando las plintulas desaroilaron el segundo par
de hoias, generalmente después de alcanzar una fongi-
tud de 3 2 4 cm de l4mina foliar, se transfirieron a un
medio MS diluido al 50% donde se mantuvieron du-
rante 15 dias. Luego se trasladaron al invernadero
bajo riego con nebulizaciones a intervalos de 12 se-
gundos por hora.

Para el contec de cromosomas se estudiaron dpices
del vistago de dos meses de edad, empleando el méto-
do de aplastado y usando acetocarmin como coloran-
te, se hicieron andlisis citogenéticos de todos los indi-
viduos regenerados y al contar los cromosomas en las
células de las hojas jovenes,

Para determinar el medio de cultive que permitie-
ra ¢l rescate y desarrclio de los embriones provenien-
tes de semillas planas, se utilizd un disefic completa-
mente aleztorio con cuatro repeticiones y 10 embrio-
nes por unidad experimental Las variables medidas
en cada embrién fueron las siguientes: porciento de
sobrevivencia, numero de hojas, longitud de fa limina
foliar mds peciolo (mm), longitud del epicotilo {(mm),
longitud del eie hipocotilo-radicular {mm} y ntmero
de raices laterales Estas variables se cuantificaron
cada siete dias durante los 35 dias que permanecieron
en cultivo

RESULTADOS

Los ejes embrionarios desprovistos de los cotiledo-
nes mostraron el mayor crecimiento en un medio MS
entiquecido con caseina hibrolizada y glutamina. En
los Cuadros 2 y 3 se sefialan los pardmetros evaluados
y la respuesta a los diferentes medios del cuitivo. Los
resuitados obtenidos en los embriones cultivados pro-
venientes de semillas aplanadas de cacac indican que
el porcentaje de plintulas desarroliadas fue variabie y
los valores fluctuaron de 16 a 87%

Las pléntulas haploides se identificaron por carac-
teristicas morfolégicas y mediante ¢l conteo de cro-
moscimas en hojas jovenes Esto permitié identificar
nueve plantas haploides equivalente al 2% (Fig. 1B),

Fue evidente Ia organogénesis y embriogénesis so-
mdtica en los dos hibridos estudiados en esta investi-
gacién El paso de las planias al invernadero se realizd
a los seis meses posteriores a su germinacion,dos
meses después se determind un 7% de pérdidas de
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estas planias por problemas de adaptacion a las condi-
ciones de invernadero. El total de plantas transferidas
a condiciones de invernadero fue de 411 provenien-
tes, todas ellas, de ejes embrionarios rescatados por la
téenica i vitro (Fig 1A)

Morfologia de los individuos rescatados in vitro

Las 411 plantas obtenidas a partir de ejes embric-
narios rescatados i ritro. fueron analizadas mortolé-
gicamente, las caracteristicas mds scbresalientes se
destacan a2 continuacion:

Los epicotilos fueron en general desde conspicuos
v bien formados hasta ausentes en algunos casos.
otros fueron andmalos, curvados, cortos y gruesos,
con ramificacién simpodial y brinsal y dorsiventrales.
El hipocotilo fue normal, aunque algunos presenta-
ron formas anomalas, comprimidos, dorsiventrales,
rudimentarios v engrosados Las radiculas evidenciz-

A

Fig 1 Plantas de cacao ebtenidas a partir de embriones res-
catados de semitlas aplanadas A. Muecstra de ias 411
plantas obtenidas de ecjes embrionarios germinados
in vitro y transferidos a suclo  seis meses despuds de
la perminacion. B. Caracteristicas morfolégicas de
una planta haploide (izquicrda), comportamiento
con una planta dipleide normal (derecha}

ron una variada morfologia destacando las delgadas y
elongadas, inconspicuas, vestigiales atrofiadas y no visi-
bles: los cotiledones ain cuando estuvieron presentes
en la mayoria de los casos, éstos fueron andmaloes,
peciolados, con foliolos moestrando cinco nervaduras
mayores longitudinales, estriadas o acrédromas, algu-
nos fueron carnosos, los nudos cotiledonares sin desa-
rrollo. Los protofilos maostraron formas escuamifor-
mes, basales irregulares, asimétricos y aserrados. Las
hojas superiores con ldmina de borde sinrado lobado,
normalizandose después del tercer nudo en direccidn
acrépeta. Algunas semiilas mostraron dos embriones
fusionados ontogénicamente en ei cuello de la raiz.
Otros fueron mal formados, espatulados y amorfos.
La mayoria de éstas caracteristicas fueron cambiando
en la medida que las plantas crecian en el invernadero,
hasta mostrar, en términos generales tallos y hojas re-
lativamente normales. aun cuzndo fueron pequefios

DISCUSION

Fn el presente estudio fue evidente que los embrio-
nes provenientes de semillas aplanadas de cacao pre-
sentan deformaciones principalmente en los cotiledo-
nes, limitando su germinacién en condiciones de in-
vernadero. Fl medio bdsico (MS) modificado y enri-
quecido con glutamina (200 mg 1™ )y caseina hidro-
lizada (200 mg 17F) permitid el desarrollo de estos
embriones y permitid Ia obtencidn de individuos que
en condiciones normales dificilmente lograrian desa-
rrollar hasta plantas completas (Figs. 1A v B).

La mayor respuesta de los ejes embrionales se Jo-
gro en el medio MS enriquecido con glutamina y ca-
seina hidrolizada (tratamiento 3). En apariencia, se
presentd un efecto sinergistico entre estos compo-
nentes, ya que cuando se adicionaron en forma sepa-
rada al medio, la respuesta de los ejes embrionarios
fue inferior. La glutamina, por ser una fuente de ni-
trogeno reducido, parece que funciona como agente
de transporte y almacenamiento del nitrégeno (10)
Estudios comparativos realizados sobre Ia utilizacidn
de glutamina v aspargina en embriones en forma de
torpedo, de 12 especies de plantas, demostrd sin
excepcidn el gran efecto promotor que ejerce la glu-
tamina que mostro ser superior en respuesta que la
aspargina La caseina hidrolizada, utilizads para pro-
porcionar al medio una mezcla natural de aminodci-
dos, para la nutricidn nitrogenada tiene ademds un
apareni¢ efecto promotor debido a su alta presidn
osmotica {13)

El desarrollo de embriones provenientes de semi-
lias planas de cacso, permitié caracterizar diferentes
tipos morfoldgicos que eventualmente podrian corre-
lacionarse con los tipos de haploides existentes en

Turrialba Vob. 39, No. 4, 1989, pp. 525.529
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Cuadro 2. Promedio de las variables: porcentaje de sobrevivencia, jongitud del epicotito, mimero y longitud de hojas y nitmero de raices
en ejes embrionales de cacao del hibrido EET-62 X SCA-6 cultivados in wire durante 35 dias, en 7 medios de cultivo.

Medio de
cultivo Porcentaje D Longitud D Longitud D  Nimero D Longitud D Nomero D
Glutamina de hipoc-raiz epicotito de hioja hoja raices
(mg) sobrevivencia {em)! (em) {cm)? laterales
i MS 85.0 a 39 ¢ 02 b 0.5 c 06 c 4 4 ab
2 Sales MS? 750 a 4.8 ab 13 a 16 ab 23 b 7.2 ab
3 MS + 200 775 a 51 a 16 a 32 a 28 a 9.7 a
4 MS + 400 715 a 50 Hl 13 a 22 b 1.9 b 78 ab
5 MS + 600 67.5 a 59 a 15 a 25 ab 21 b B2 ab
6 MXx* 77.5 a 50 2 02 b 08 ¢ 0.5 ¢ 67 ab
T M§ + AC 7.5 a 4 0 b 03 b 08 C 0.6 c 41 b
1. Prueba Duncan er donde los valores con 1 misma letra no difieren estad isticamente entre si (P = 0 05).
2. Longitud del peciolo mas fa lamina foliar
3. Las vitaminas, inositol v sacarosa modificados

Se adiciono 1 000 mg 1™ de inositol.

-

¢acao, mediante el conteo cromosdmico o el use de
técnicas electroforéticas Estas respuestas morfoldgi-
cas posiblemente estaban predeterminadas genética-
mente en los ejes embrionarios Se considera que las
condiciones i vitro definidas por este estudio no in-
fluyeron determinantemente en la expresién morfo-
légica ni genética de los individuos regenerados lm-
portante es resabtar el hecho de que los medios de cul-
tivo no incluyeron reguiadores del crecimiento, evi-
tando asi posibles alteraciones genéticas y epigené-
ticas, principalmente las auxinas

Lanaud (8) efectud el rescate de embriones prove-
nientes de semillas aplanadas de cacao en un medio
con macroeiementds MS diluido en un 5G%, microe-
lementos de Heller, Fe EDTA. vitaminas Morel, ghu-

cosz al 25y BA (1077 mg 1”7 ); sin embargo ¢l por-
centaje de plintulas que sobrevivieron mds de tres
meses después de transferido al invernadero (67%)
fue menor al obtenido en el presente estudio (93%)

Los resultados aqui presentados muestran una
gran habilidad morfogénica de ios embriones inmadu-
ros del cacao. Al respecto, Valverde y Villalobos (15)
estudizando pH, luz y conceniraciones de sacarosa,
demostraron esta habiiidad durante la embriogénesis
somdtica del cacao

El empleo del medio MS madificado y enriquecido
con glutamina y caseina hidrolizada permitid la orga-
nogénesis en los hibridos estudiados. Esta regenera-
cidn de plantas se obtuvo en un medio carente de re-

Cuadro 3, Promedio de fasvariables: porcentaje de sobrevivencia, longitud hipacotilo-radicular, ongitud del epieotito, longitud y nime-
ro de hojas ¥ niimero de raices en ejes embrionales de cacao del hibsido POUND-7 X UF 613 cultivados in vitro durante 35
dias, en 7 medios de cultivo.

Medio de
eultivo Porcentaje D Longitud D Longitud D Nimere D Longitud D Namero D
Caseina de hipoc-raiz epicotilo de hojas hojas rijces

{mg) sobrevivencia (em)! (cm) {em)?

1. MS 725 ab 52 C 0.6 ¢ 1.3 d 0.6 c 66 ab

2. Sales M§? 60.0 be 56 be 11 be 28 ¢ 23 b 115 a

3 MS+ 200 6049 be 6.5 aly 1.2 bea 30 ¢ 25 ab 83 ab

4. M8 + 400 523 ¢ 712 a 12 il 4.2 ab 3. i 56 b

5 MS + 600 55.0 ¢ 65 ab 1.0 be 33 be 16 ab 60 ab

6. MS* 80.0 a 60 he 0.7 bg 28 ¢ 07 c 41 b

7. MS + AC 825 a 59 be 1.7 ab 45 a 13 C 76 ab

1. Prueba Dunczn en donde los valores promedios con fa misma letra no ditieren estadisticaments entre si. (P =0 §5)

2. Longitud del peciolo mas la ldmina foliar

3. Las vitaminasg, inositol v sacarosa modificados

4. Se adiciond 1 000 mg 1-! de inositol
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guladores de crecimiento, a diferencia de Lanaud (8)
quien reportd la regeneracion de embriones somdticos
a partir de hipocotilo y cotiledones de semillas planas
de cacao, en un medio MS modificade y suplementa-
do con BA (167" mg ™)

AlGn cuando los genotipos estudiados fueron dife-
rentes, posiblemente la presencia de la BA influyd en
la sobrevivencia de los embriones

El presente estudio complementa y extiende los
resultados obtenidos por Duvlin (5} y Lanaud (8) ya
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Relacion entre la Posicion de la Semilla en Frutos de Cacao (Theobroma cacao),
su Longitud y el Didmetro y Altura de las Plantulas!

ABSTRACT

A study was conducted at La Lola, Limon Province, Costa
Rica to determine whether seed position in cocoa fruits af-
fects seed length, seedlng height and stem diameter, Seeds
were extracted from the centraf and apical areas of fruits
from ‘SPA-9", 'IMC-67", 'EET-400" and ‘UF-613" cultivars,
Seed length was determined and flat seeds were counted and
discarded, Of the remaining seeds, 20 were sown per cultivar,
Height of seedlings was determined at 23, 36, 57, 93 and 120
days, and stem diameter at 1, 2, and 3 months, 1t was found
that seeds originating from the fruit apex were shorter, and
that {Tat seeds were few and only found in the apical areas of
some fruits of the ‘EET-400" and 'SPA-9° cultivars. Given
that the position of the seed within the fruit had o specific
effect on stem diameter and seedling height, if poorly devel.
oped seeds are discarded zl the remaining ones can be sown,

INTRODUCCION

lgunos agricultores opinan que la posicién de las
semillas en las mazorcas de caczo tienen influen-
iz en el vigor de fas plintulas (?) Se ha indica-
do que las mejores semillas parz la siembra son las de
la parte media de los frutos y que las localizadas en
los extremos deben deshecharse (7, 10) Estas aprecia-
ciones se deben probablemente a que en los extremos
de los frutos de cacao las semillas son mds pequefias,
ligeramente deformes {6) vy mds fivianas (9). Dublin
(4) menciona ademds, que en ios extremos hay una
mayor presencia de semillas aplanadas o vanas {4).

Las diferencias en &l tamafio de las semillas debidas
a su posicidén en el fruto es un factor importante a
considerar, pues el tamafic de la semilla se bha relacio-

nzdo con el vigor de las plintulas, poniendo en des-

ventaja a lag provenientes de semilla pequefia (5)

Phillips vy Enriquez (11) evaluaron tres famaios de
semilla (pequefia = 1 5-2 2 ¢cm;mediana = 2 3-2.8 cm;
y grande = 2.9-3 5 cm} y encontraron un marcado

1 Recibida pars publicacion el 2 de abril 199

*  programa de Mejoramiento de Cultives Tropicales Apl
T170 CATIE, Turriaiba, Costa Rica

W Phillips-Mora*

COMPENDIO

En La Lols, Limdn, Costa Rica (40 msam 26.3°Cy 3670
mm), se determind el cfecto de la posicion de la semilla en
frutos de cacao, sobre ka longitud de la semilla y sobre el did-
metro y alturs de las planiulas. De mazorcas de los cultivares
‘SPA-9, “IMC-67", *EET-400" v "UF-613°, se extrajo ias semi-
llas de la parte central y de los extremos. Se les midid su lon-
gitud y se contd y eliminé las semilias aplanadas. De las res-
tantes se sembraron 20 semillas por cultivar. Se midio la altura
de fas plintulas a los 23, 36, 57, 93 y 120 dias y el didmetro
alos 1, 2y 3 meses, Se epcontrd que las semitlas del extremo
distal eran mds cortas y que las semillas aplanadas se presen-
taban en muy pequeiia proporcion, Gnicamente en log extre-
mos de algunos frutos def *EET-400" y ‘SPA-9". Dado que,
lz posicién en ef fruto de fa cual procedia la semilla no tuvo
efecto significativo sobre el didmetro y altura de las plintulas,
si se eliminan las semillas mal desarroliadas todas fas restantes
pueden ser utilizadas para la siembra.

efecto de su longitud sobre el didmetro y la altura de
las pldntulas. Estos pardmetros son comidnmente uti-
lizados debido a que se ha informado que tienen una
alta correlacién con la produccidn de los drboles adul-
tos (1. 8)

Hardy (9}, aun cuando encontro que las semillas
de los extremos del {ruto tienen menor pesc, reco-
mendd utilizar todas las semillas de la mazorca en
tanto se eliminen las mal desarrolladas Cardoso (3)
llegd a fa misma conclusion, debido a que no obtuve
ningun efecto de la posicidn de tz semilla sobre su ger-
minacion ni sobre la altura de las plintulas a los tres
meses de edad

Dado los criterios controvertidos con respecto al
uso de jz semilla de los extremos de los [rutos de
cacao, se hace necesario dilucidar mejor este aspecto,
lo que contribuiria a mejorar la seleccion de las semi-
llas que serdn entregadas a [os agricultores

El objetivo e esta investigacion fue determinar el
efecto de la posicidn de la semilla en frutos de cuatro
cultivares de cacao, sobre la longitud de las semillas y
sobre el didmetro y altura de las plintulas.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd en la Finca Experimental La
Lola, Limén, Costa Rica (40 msnam 265C vy
3670 mm) De nueve mazorcas de polinizacién abier-
ta de cada uno de los siguientes cv: ‘SPA-9’ ‘IMC-67",
‘EET-A400" y UF-013, se extrajo las semilias de In
parte central y de los extremos (aproximadamente
seis semiilas por extremo). Se conté y elimind las se-
millas aplanadas, v de las restantes se selecciond al
azar 20 semillas de cada posicion y cultivar, a las que
se les midio su longitud Estas lueron sembradas en
bolsas de polietileno y atendidas de zcuerdo con los
procedimientos normales de vivero, que mensuaimen-
te inclura, una lertilizacion (5 g/planta de 18-10-6-5)
y una aplicacion de fungicida e insecticida (10 g de
Kocide + 5 mi de Malathionen 3 785 1)

Se midid ta altura de {as plantulas a los 23, 30, 57,
93,106,y 120 dias, y el didmetro a los 2, 3 y 4 meses
A cada variable se le aplicod el Andlisis de Variancia y
la Prueba de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré que las semillas de la parte proximal y
media de los frutos fuvieron una longitud simifar,
pero difirieron de las provenientes del extremo distal,
las cuales fueron mds cortas {Cuadro 1) Este confir-
ma en parte lo observado por Figueiredo (6), quisn
indica, que las semillas de los extremos son mds pe-
quefias Estas diferencias en tamafio pueden deberse

Cuadro 1. Longitud promedio de semillas y cantidad de se-
millas aplanadas en tres posiciones de la mazorca
y en cuatro cultivares de cacac. La Lola, 1986,

Long. de semilla  Semillas aplanadas

(e
Posiciones
Proximal 285a'? 6*
Media 1862 0
Distal 268b 6
Cultivares
UF-613 301 a® 9
EET-400 2790 6
SPA-9 275D 6
IMC-67 254 ¢ G
1 Promedio de B0 semillas
7 Valores en cads columna con la misma fetra, no tienen di-

ferencias significativas (Duncan P = 9 05)

3 Correspende a la observacion de las semillas de nueve fru-
tosfeultivar

4 Premedio de 60 semillas

a caracteristicas intrinsicas del fruto o bien, s que Ia
extrechez usual del extremo distal de la mazorea,
afecta fisicamente el desarroilo de las semillas ubica-
das en esa posicion

Los cultivares mostraron un amplio rango en la
longitud de las semilias, siendo las mds larpas las del
‘UF-613" con 3 01 cmy las mds cortas las del ‘IMC-67
con 254 em{Cuadro 1)

Las semillas aplanadas se presentaron solamente y
en una proporcion aproximada al 10%, en los extre-
mos distal y proximal de algunos de los frutos del
‘LET-400" y del ‘SPA-9°, pero no fueron observadas
en la parte ventral de ningun {ruto, ni tampoco en los
cuitivares *UF-613" e ‘IMC-67" (Cuadro 1} La presen-
via de semillas aplanadas unicamente en los extremos
del fruto, coincide con lo indicado por Dubiin {4), sin
embargo, en la presente investigacidn se presentd
igual cantidad de semiilas aplanadas en ambos extre-
mos del fruto y no con mayor {recuencia en el extre-
mo distal como afirma este autor

La posicidn en el {ruto de la cual procedia la semi-
lla, no tuvo efecto significativo sobre el didmetro y
altura de las pldntulas de cacao {Cuadros 2 y 3) Uni-
camente en la primera medicion de altura a los 23
dias, las semillas de la parte central superaron a la de
jas otras posiciones, pero en las siguientes lectyras se
compensé el crecimiento de las pldntulas (Cuadro 2).
Para el didgmetro, no se obtuvo efecto significativo en
ninguna de las lecturas (Cuadro 3}

La menor longitud obtenida en las semillas dei ex-
tremo distal, no afecté el desarrolio de las plantulas,
a causa de que este pardmetro varid poco con respac
to a las otras posiciones. El marcado efecto del tama-
fic de la semilla sobre e desarrollo de las plintulas en-
contrado por Phillips v Enriquez (11}, se debid a la
utitizacion de semillas que diferian mucho en su lon-
gitud

El promedio de las seis mediciones de altura por
cultivar, no arrojd diferencias notables respecto a la
posicion de la semilla {(Fig 1)  El promedio de todos
los cultivares mostrd un efecto compensatorio entre
las tres posiciones de semilla (Fig 1} Igual efecto fue
observado para el didmetro de las pldntulas (Fig. 2),

Para los cultivares no se encontré una relacién di-
recta entre el tamafio de la semiila y la aitura de las
plantas  Por ejemplo, el cultivar con semilla mids
grande (‘UF-613") tuvo la menor altura promedio sl
momento del transplante {cuatro meses), en tantio
que, el cultivar con semilla mds pequea (‘IMC-67%),
mostrd una de las mayores alturas {Cuadro 2} Para
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Cuadro 2. Altura de plintulss de eacao provenientes de semillas de tres posiciones en la mazorea y de cuatro cultivares. La Lola, 1986.

Dias de edad de ia planta

23 36 57 Q3 146 120
Altura {cm}
Posiciones
Media 123a"? 21 1a NNb6a 273a 310Ga 36.0a
Proximal 108 b 0.9 N 2a 268a 319 354a
Distal 107 h 2064 221 a 2672 I3a 363a
Cultivares
SPA-9 10 7 ab? 222 2374 83a 3i27a 377a
EET-400 10 31 3b 116b 269 ab 30 8ab 350be
iMC-67 990 204 ¢ 2l6¢ 26 7h 326 36 .6 ab
1k-613 67¢ 198 ¢ 21.2¢ 258b 2950 34.2¢

Promedio de 80 plantas

tad 1) —

Promedio de 60 plantas

el digmetro el ‘UF-613" superd a los otros caltivares,
Ios cuales tuvieron un didgmetro similar entre s¢
{Cuadro 3)

CONCLUSIONES

La posicion de iz semilia en los frutos de cacao no
influye sobre el didmetro y altura de las plantuias re-
sultantes, ain cuando en el extremo distal de las ma-

Cuadro 3. Didmetro de plintulas de cacao provenientss de
semillas de tres posiciones en la mazorea y de
cuatro cultivares. La Lola, 1986.

Meses de edad de la planta

1 2 3

Didmetro {mm)

Posiciones

Media 4 1ar? 50a 57a
Proximal 39a 49a $6a
Distal 19%a 48z 562

Cuitivares

UF-613 4 7a° 53a 60z
SPA-9 41a 49b 560
EET-400G 37a 490 54b
IMC-67 38a 46 ¢ 541

! Promedic de 80 plantas

2 Valores en cada columna seguidos por la misma letrz, no
tienen diferencias significativas (Duncan P = 0.05)

3 Promedic de 60 plantas

Valores en cada columma seguidos por la misma letra, no tienen diferencias significativas (Duncan P = 0.05)

zorcas las semillas son mds pequefas Una vez elimi-
nadas las semillas mal desarroiladas, todas las restan-
tes podrian ser utilizadas para la siembra

ALTURA lem)
fy
T

Ez:; proximal
m mechia
m distal

Fig 1

SFPA-¢ EET-400 ML -67 UF-613 PROM
CLONES

Altura pramedio de pléntuias de cacao provenientes
de semiilas de cuatre cultivares ¥ tres posiciones en
la mazorca (presnedio de seis lecturas) La Lols,

1986
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DIAMETRD (mm ]

Fig

1

proximal

EHE e 1
(7 giscas

4,0

5.04

4

20

201

10+

sA4-¥ EET-400 IMC-67 UF-813 PROM
CLONES
2. Digmetro promedic de plintulas de cacuo provenien-

tes de semidlas de custro cultivares ¥ posiciones en la
mazorea {promedio de tres lecturas). La Loia, 1986
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World Cocoa Marketing Systems, Problems and Priorities:
An Importer’s Perspective!

ABSTRACT

The current attitude fowards cocoa and the cocoa market
in the majority of exporting countries is archaic and must be
modified through the introduction of more customer-oriented
marketing policies, if revenues derived from cocoa exports
are to be enhanced and farm income is to be improved, The
price history for cocoa is discussed and the fundamental
forces in price formation are identified. Various options in
marketing cocoa and primary cocoa products are suggested.
More attention must be paid to immediate post-harvest pro-
cessing and quality control, farm and storage sanitation, indi-
vidual contract performance and greater reliability of trans-
portation. The need to diversity production and make it
more price-responsive, as well as improving accessibility of
overseas markets, is explained. Methods for training marketing
personnel are suggested, and the long-term prospects of cocoa
production and consumption are explored.

Purpose of the paper

After a perioé of chronic undersupply, the cocea
market 1s now undergoing a period of relatively low
cocoa prices, which is generally projected to continue
over the next few seasons While it is impossible to
forecast the prices for cocoa in the worid market, the
siructure of current world production and world con-
sumption indicates a peried of ample physical stocks
in terms of yearly usage These stocks and the rela-
tively slow response of consumption to lower price
levels will effectively prevent prices from increasing
substantially over the forthcoming seasons

Moreover, international or unilateral action to
push prices to higher levels is unlikely to be taken,
given the lack of funds available to the International

1 Received for publication 26 March 1990

*# President. The Cocoa Merchants’ Association of Americn,
Inc., United States of America The opinions expressed in
this paper are the author's own and do not necessarily
coincide with those of the Cocoa Merchants’ Association
of America, Ine, which has no pesition on such issues as
beans' versus products’ exports and future cocoa prices
While Mr. Scheu is a Registered Commodity Trading
Advisor with the U 5. Commodity Futures Trading Com-
mission, nothing in this paper shali be construed as an
offer to buy or sell commodities

JJ. Scheu®

COMPENDIO

Si se pretende auwmentar las divisas generadas con las ex-
poriaciones de cacno y mejorar los ingresos de los producto-
res, habrd que modificar 1a actitud anticuada que actualmente
se tiene con respecto alb eacao v su mercado en la mayoria de
los paises exportadores del producto, introduciendo pokiticas
de comercializacion dirigidas al consumidor. En este trabajo
se resefia ln trayectoria del precio del cacao a través de los
afios v se identifican los factores principales que inciden en el
establecimiento de los precios. Asimismo, se plantean algunas
opciones para la comercinfizacion del caeao y de sus deriva-
dos y sc hacen varias sugerencias, cnirc otras, prestar muds
atencion al procesamicnto del cacao inmediatamente después
de la cosecha, a las condiciones sanitarias en fa finea y al
almacenamiento, asi como al comportamiento de contratos
individuates y ai mejoramiento del transporte. Se explica la
necesidad de diversificar s produccidn, haciéndola mas sensi-
bie 4 cambios de precio, y la de mejorar el acceso a mercados
en ¢l exterior, Se recomiendan métodos para la capacitacion
del personal de mercadeo y se analizan las perspectivas a largo
plazo para la produceion y el consumo de cacao,

Cocoa Orpanization, the current disarray among its
members, the difficulties in finding a successor agree-
ment, and the financia! state of the major producing
countries

Thus, barring a major_crop disaster, producers will
have to come to grips with the need to optimize cocoa
revenues under conditions of low world market prices.

This paper will examine current internal marketing
systems in the major producing areas and describe
some changes which might usefully be considered by
these countries’ producers to control further depletion
of public funds and enhance both producer and fiscal
benefits derived from cocoa exports, and to lessen
the dependence on a single crop

The historic background of current exporters’ mar-
keting policies

[t is generally common for cocoa exporting coun-
tries to follow a marketing policy of distribution
based on the concept of astrong demand from abrozd
and the need to allocate tight supplies to the most
responsive market, at prices and terms of sales pri-
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marilty oriented towards the exposting country’s fiscal
and shipping policy needs This philosophy is more
pronounced the higher the rank of the country takes
on the list of exporters

A short review of the commodity’s price history
may be helpful at this stage because it will set the
background apgainst which the marketing systems
were developed, and it will also suggest what changes
may be opportune

lronically, although cocoa has followed a pattern
of more seasons with falting rather than rising prices,
it is still being marketed as if it were a scarce com-
modity. This phenomenon has its roots in the period
when cocoa was, indeed, a commodity in short supply
Although the cocoa market has often been touted as
a “free market.” it should nof be overiooked that its
historv is one of ubiquitous government intervention
in the producing countries internal marketing.

This intervention was originally aimed at providing
a market for the commodity when normal commer-
cial activity was suspended during World War Il In
the period immediately following the war, the market-
ing philosophy was strongly influenced by a prevailing
mood of socialism in Western Europe

As the European economy recovered from the war
and cocoa could again be shipped freely to the major
consuming markets, the stocks accumulated during
wartime were guickly used up, and the then current
production was no longer able to cope with an ex-
panding demand, particularly as the crops in West
Africa were hit by the swollen shoot disease The
resulting shortage caused prices to reach unprece-
dented highs of $1 300 per metric ton in 1954 dollars,
or, assuming z 4.5 percent per annum inflation rate,
of $6 300 per metric ton at current rates. These levels
provoked strung buyers’ resistance, which effectively
reduced world demand for cocoa,

As West African production recovered in the face
of declining consumption, world cocoa supplies again

becarmne abundant, and prices dropped to levels of

$130 per metric ton in 1965 dollars, or 5700 in
current values

Low market levels encouraged consumption, and
prices advanced again in 1978 to 55 500 per metric
ton in 1978 dollars, or $9 327 in current dollars, only
to drop again to the $1 100 range which we are cur-
rently experiencing (the values are approximate spot
values in U.S. dollars for typical Grade | West African
cocoa beans, basis ex dock U.S )

Attempts to control world market prices have failed

During the initial period of major price increases
and subsequent decline after World War 11, there were
several unilateral attempts to control prices; when
the second cycle of ups and downs occurred, the In-
ternational Cocoa Agreement was in place.

Clearly, neither unilateral attempts at price control
nor international intervention to prevent price fuc-
tuations were successful For example, the 1957
attempt by Brazil's CACEX to withhold cocoa suc-
ceeded at first in reversing & period of falling prices,
but it also set the stage for the cocoa glut which devel-
oped in the early 1960s. In the process, Brazil also
lost millions of dollars, ended up having to discount
cocoa butter exports to the U.S.S R, and had to des-
troy cocoa cake which had gone bad, causing enor-
mous financial losses to the international trading
COMMIUNitY

Ghana sold a major part of its crop to an interna-
tional non-cocoa trading house with the undersianding
that the surplus wouid be disposed of through un-
conventional channels, but the deal fell apart in 1965,
the cocoa reappeared on the traditional market, and
this failure caused the market to drop further. In
more recent history. the Ivery Coast’s attempts 1o
control important blocks of tonnage, also through the
use of restrictive contracts with trade houses, had the
same result.

Because of the repeated critical shortages of cocoa
beans in the past and because of the complexity of
the uliimate demand for cocoa in the consuming
countries, cocea processors and chocolate manufac-
turers tend to take a very lopg-term view in their pro-
curement policies. It is not uncommon for these in-
dustries to have commitments for up o two years in
the future Clearly, a major chocolate manufacturer
with an established consumer franchise must be certain
of his supplies, so that he can maintain his presence
on the shelf

Except for Nigeria, which dismantled its Cocoa
Marketing Board three years ago, the larger West
African countries still generally foillow cocoa market-
ing philosophies typical of the former colonial regimes
They consider the task of finding buyers as being one
of allocation rather than one of business-minded mer-
chandising

Unfortunately, the actions taken by the ivory

Coast —reserving large gquantities of its crop for
exclusive marketing by one or two large trading

Turrizkba Vol. 39, No. 4, 1989, pp. 5§34.541



536 TURRIALBA: VOL. 39, NUM 4, TRIMESTRE OQCTUBRE-DICIEMBRE 1989

houses— in effect destroyed a very efficient distribu-
tion network This network provided a multitude of
outlets which were competitive with each other. It
performed efficiently in {inding customers for bvory
Coast cocoa, while, at the same time, it assured the
buvers of reliable quality deliveries and diversified
shipment and payment terms

Ivory Coast’s decision had another result which
the pianners did not anticipate As the set-aside of
lvory Coast cocoa came about relatively early in the
crop season, world cocoa bean processors became
concerned about the continuity of their bean supplies
They therefore looked actively for a replacement,
which was available in the form of Malaysian cocoa;
this source was reiatively unknown in the markets,
and suffered from a reputation of supplying small
beans with high acidity. The [vory Coast action
changed all that, and Malaysian cocoa is now much
more readily accepted by the bean processing indus-
try. In addition, many trade houses. having been
effectively blocked out of the market by the Ivory
Coast, thus found ancther fucrative field of activity

We see, then, that in the fage of often erratic mar-
keting philosophies of the producing countries, cocoa
bean processors cannot normally assure their antici-
pated supplies by approaching exporters directly.

On the other hand, exporters must face the uncer-
tainties of the current and future crop, the economic
measures yet to be taken by their governments in
such matters as export levies, exchange rates and sup-
port for the local processing industry, and possibly
uncertain shipping schedules, For example, how can
one expect that an exporter in Brazil is making a
long-term binding shipment commitment considering
the situation in which that country finds itself today

The role of international cocoa trade

The task of bridging the gap between the needs of

the industry and those of the exporters falls to the
international cocoa trade {t is thanks to the mer-
chant-importers’ community that exporters can sell
when it is in their best interest, which most often is
not at the time when the industry needs to buy.

Likewise, thanks to the international cocoa trade
the industry can contract for its cocoa needs at a time
and on termswhich would be impossible for exporters
to provide

The function of the merchants’ community is thus
essential, but it can only be performed if the opportu-
nities to transfer price risks continue to exist and con-

tractual obligations between individual sellers and
buyers are respected. Therefore, the existence of a
futures markets for cocoa beans has become vital for
the survival of the internationai cocoa trading com-
munity  The futures markets allow the transfer of
price risks from distributoss, who are not willing to
assume market risks, to outside investors, who are.
Because of this risk-transfer aspect, practically all
cocoa sold from origin to the industry is direcly or
indirectly linked to the use of futures markets.

The economic benefits of futures markets in the
marketing of major commodities as a distribution
cost-lowering device has been demonstrated amply
elsewhere. In addition, the availability of a futures
market tends to mitigate long-term price fluctuations
rather than accentuating them, as is commanly be-
lieved, while in the short term, even daily, fluctuations
help to attract investors” funds to the market

Another vital requirement for the survivat of a
viable international cocoa trading community is the
strict observance of contractual obligations entered
into individually between buyers and sellers In that
respect, the introduction of standard contracts issued
by the various national cocoaz trade associations and
the modalities set in place for the resolution of dis-
puies have been very helpful

Cocoa differs fundamentally from other tropical
or subtropical produce. It has no competition from
production in the consuming countries as i$ the case
of synthetic rubber or oil crops. 1t is a complex food
and flavor ingredient and not a simple beverage such
as coffee and tea Indeed, while approximately
two-thirds of the bean equivalent in tonnage is being
used by the world’s chocolate industry, the remaining
one-third, which ultimately is converted into cocoa
powder, is an important flavor ingredient for food
industries including baking, dairy, non-chocolate con-
fectionery and biscuit manufacturing

Another typical aspect of cocoa, which it shares
with some of the more exotic spices, is the fact that
it has historically been produced in the tropics and
consumed in the temperate climatic zones {Mexico
and other Ceniral American countries, Western Samoa
and Jamaica are notable exceptions). Only recently
has there been a significant change in this tendency,
in the form of an expansion of Brazil's internal con-
sumption However, we would suspect that southern
Brazil, which enjoys a temperate climate, is the major
contributor to this increase in domestic consumption,

The price elasticity of cocoa is inversely propor-
tiona} to its flavor related use. For example, during
the period of hiph cocos bean prices in the late 1970s
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the demand {or cocoa powder greaily exceeded the
demand for cocoa butter, which is used almost exclu-
sively in the manufacturing of chocolate

At that time, cocoa butter became a by-product
in the manufacture of cocoa powder, with prices re-
acting accordingly For example, while cocoa cake,
the raw material for the manufacture of powder, is
normally sold at a fraction of the price for cocoa
beans, it reached prices of a multiple instead, and
high quality cocoa powder was reportedly traded at
$9 000 per metric ton, or at $14 600 per metric ton
in current values In contrast, the same powder is cur-
rently being sold for less than S1 200 per metric ton

This phenomenon is explained by the fact that the
amount of cocoa used as flavor in a finished product
represents relatively little in terms of percentage of
the overall cost. Even if the price of salt, for example,
should quadruple, there would be little affect on its
overail demand, because the cost of salt in a single
meal is negligible. On the other hand, a drop in salt
prices will not necessarily mean that people will use
more because ifs price is lower

Cocoa flavor is unique, and it is not easily substi-
tuted, which only reinforces this aspect of lower price
elasticity. Various attempts have been made (o
quantify cocoa’s price elasticity. We tend to view
these atiempts with suspicion given the general
quality and trustworthiness of international cocoa
statistics. Indeed, they may have led to guantifications
and projections that are unyelizble

While chocolate consumption is strongest in the
coolest and most affluent parts of the globe. the con-
sumption of cocoa and chocolate-flavored products
other than chocelate tends to be greater in the warmer
and less economically privileged markets

Consequently, demand for cocoa butter and cocoa
liguor is strongest in northwestern Europe, while the
United States tends to be a net user of cocoa cake

It has been amply demonstraied eisewhere that
world cocoa consumption is responsive to economic
conditions in the consuming countries, climate and
price levels. The first two factors tend to change
slowly, but there is also a lag in consumers’ response
to prices, as cocoa bean usage depends not only on
the demand for chocolate

While consumption is thus relatively stable. pro-
duction tends to show greater variations from season
to season. There has been a strong increase in produe-

tion primarily from the Ivory Coast and the Far Fast.
These areas produced the quantities shown in the
following Table 1.

During this time, estimated world consumption
has increased from 1 6300060 metric tons to around
2 200 000 metric tons, which is an average percentage
annual increase of 3 I percent Given these parame-
ters, it was inevitable that a major erisis developed;
following are the fundamental reasons for it.

It should be obvious that it is not possible for
world-wide demand for a food product of peneral
consumption with the complex outlets of cocoa to
develop a 16 6 percent annual growth rate over six
vears. In fact, 5.1 percent is a respectable increase
and is in excess of the combined population increase
and economic growih in the covca-consuming coun-
trigs

An additional consideration is that even the large
cocoa-consuming counsries have not reached their
full potential in per capitz consumption. The country
witls the highest per capite consumption is Switzerland
with 429 kgfvr  West Germans consume  only
274 kg of cocon beans per year, the U S. 1 98 kg. the
USSR, 072 kg, and Japan 067 kg/yr. While one
should not expect that the Jspanese will turn into
Swiss overnight, these figures clearly illustrate that
the world has not reached its saturation point as far
as cocoa bean consumption is concerned

Contrary to other iropical food commodities,
cocoa has also received recent goed reviews on its
health aspects, notably in the area of dental caries
prevention, the suppression of the lactose allergy
factor, and its suspected bepeficial affect on bloed
cholesterol

Such considerations are difficult to quantify. They
make it impossible, therefore, to forecast either the
magnitude or the timing of the next bullish cocoa
bean price cycle, but they also provide justification
for the belie! that such & trend wili be forthcoming
When it comes, producers should be ready for it

Table I,  Cocos production in thousands of metric tons.

Average
annual rate
1982/83 1988/89  of increase

(50)
Ivory Coast 353 BOG HEIRS
Malizysia 70 230 219
Indonesia 9 64 372
The three countrics 434 1096 16.6
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Criteria for a new marketing policy

it is always good commercial policy to find out
what the customer needs and then give it to him. The
more these needs are filled, the more willing the
customer will be to pay a fair price It is suggested
that current marketing practices by the producing
countries do not generally cater to the most impor-
tant neads of the customers

If. then, a modification of the marketing philoso-
phy in the producing countries becomes necessary,
what aspects should be considered, and what objec-
tives should be set?

Barring a major crop disaster, one must face the
probability that cocoa prices are not going to improve
rapidly to the levels experienced in the late 1970s
Smaller cocoa-exporting countries must address the
question of how they can survive in a climate of in-
creased competition from very large and potentiaily
low-cost producers, at a time when their reserves for
price stabilization. il any. are dwindling

Given the above crileria, an exporting country
would want to establish a long-term production and
exporting policy which would address the following
options:

e Export cocoa beans

@ Process the beans locally into cocoa liguor

e Process the beans into cocoa butter and cocea cake
e All of the above

Once & decision has been made on which of these
options should be adopted., a channel of commerciali-
zation from the farm to the exporter or the domestic
processor, and a channel of export marketing for the
beans andfor the products must be developed

Here again, the country has various options:

¢ Allow individual private enterprise to purchase
cocoa from the farmers at the market price of the
day and let these enterprises sell the beans —or the
preducts, if a domestic processing industry exists—
for export at world market prices

@ Allow the above systerm, but introduce an internal
stabilization device to shelter the producer from
the fluctuations in the world market for cocoa

@ Establish 2 central marketing body which purchases
the cocoa from the producers at a predetermined

and stable price and have the same body market
the cocoa at world market prices.

@ A combination of some or gl of the above.

Bean exports versus product exports

There has been great attention paid to the trans-
formation of cocoa beans into primary products, so
as to recapture the “‘processing margin” for the ex-
porting country and to provide opportunities for in-
dustrial investment, technology transfer and employ-
ment

As we described above, there is a certain logic that
cacoa beans should be transformed into cocoa cake
to be exported to the U.S and into cocoa butter, to
he exported to Europe, rather than having the beans
sent to either destination and then shipping the less-
desirable product across the North Atlantic

However, an unbiased analysis of zll the factors
involved wili reveal that such processing activities are
generatly economically less interesting than the simple
export of cocoa beans, particularly in the smaller
producing countries The manufacturing process of
transforming cocoa beans inte cocoa liquor, cocoa
cake and cocoa butter is relatively simple, and no
great fransfer of technology is involved, as these
machines respond more readily to good foremanship
and ad hoc processing modifications than to the latest
technological improvements Rather than cutting edge
technology, strong emphasis on sanitation and an
efficient operation is the key {o success

The efticiency per dollar invested increases with
size of operation Therefore, the most efficient cocoa
processing plants are units which grind in excess of
50000 metric tons of beans per year. and are located
in the hub of European consumption, where factory
inventories can be minimized and delivery to cus-
tomers is made in bulk form literally overnight These
plants can add capucity on an incremental basis at a
fraction of the cost of processing one ton of beans at
& new processing plant to be instalied in a small pro-
ducing country Moreover, to be economical, a cocoa
processing plant must be operated on a three-shift-a-
day and fifty-weeks-a-year basis Bean supply for
such an endeavor in a small country with seasonal
crop availabilities would simple not be there

It should also be borne in mind that the marketing
of cocoa products is infinitely more complex than the
marketing of raw beans, as sanitation aspects, particu-
larly in processing, product specification, consistent
availabifity of the merchandise, and greatly decreased
fungibility are important ingredients in the marketing
mix.
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On the other hand, if there exits a2 good {or even
modest) domestic market for cocoa products in the
producing country or in the immediate economic
sphere of influence, then the economic feasibility of
installing a small processing facility to meet this local
demand can be more easily demonstrated. It could
be attractive to add production for export on an in-
cremental basis to take advantage of existing excess
capacity. Such a facility would also be available for
the processing of inferior cocoa, which while stili
sound, may not meet the export grade quality levels,
for example, because of bean size By eliminating
these beans from the market at an economically
attractive price, the development of a black market
and subsequent adulteration of export qualities can
be effectively prevented

The point is that, at least in cocoa. the concept of

capturing the processing margin by cocoa producing
countries is not a firm and fast doctrine. but must be
explored on a case-by.case basis. Ample experience
with such endeavors exists elsewhere, and in every
instance these industries depend on either a strong
internal demand for their product, or on tax advan-
tages and other disguised direct and indirect govern-
ment subsidies, while they reduce rather than enhance
the country’s foreign exchange earnings capability

Given the political realities existing in every coun-
try, realities that will differ from case to case, the
considerations in the evaluation of the advantages and
disadvantages of each of these options cannot all be
purely economic Indeed, as all of the above options
are currenily in existence in the cocoa-producing
countries, it is interesting to observe which priorities
were addressed in the choice of these systems, and
how these systems have {ared over time in the witches’
cauldron of the workd cocoa market.

However, regardless of the option chosen by a
country, one of the first priorities clearly must be the
reduction of production and marketing costs and the
diversification of farm income In those areas where
cocoa cultivation has been modified from the tradi-
tional high shade-low farm input growing method io
a systemn of low shade-high fertilizer and insecticide
input, the return to the former practices may be con-
sidered In a period of increased concern ahout the
overflow of farming chemicals into the public water
supply, the danger of chemical residues in the pro-
duct, and the depletion of the world’s tree canopy, a
return to the classical cocoa culiure may be ecologi-
caily beneficial and particularly well-suited 1o smailer
subsistenice farmers

Likewise, the diversification of present cocoa
acreage into additional crops, preferentially with a
different cropping pattern than cocoa, may have the
added attractive aspect of using farm labor on a full-
time yearly basis These complementary crops may,
in some instances, even be used as shade, and thus
increase the overall farm income per acre. Successful
recent introductions of such practices involving
rubber have been reported from Brazil, while inter-
cropping with coconut, for example, has a long tradi-
tion in the Pacific Islands

In an environmenl oi increasing population and
concomitant demand lor more {resh feod, the pro-
duction of locally marketable crops, including small
farm animal husbandry, should also be considered

In other words, as a measure to stabilize {arm
income, we favor diversification over systems of price
supports during low price periods and excess payments
during periods of high cocoa prices In a minimally
controiled economy, producers will find it advan-
tageous to adapt quickly to buyers’ needs Crop diver-
sification also allows the price to fulfill its task,
namely to allocate resources where they are most
urgently needed. Thus, a drop in cocoa prices could
induce farmers, particularly small family farms, to
spend more time on raising pigs, bananas, beans or
cassava, thereby reducing the supply of cocoa and in-
creasing the supply of more urgently needed com-
modilies.

If we consider the alternative of firmly locking
cocoa farmers into a marketing board system, where
prices remain stable over a period of seasons, cocoa
price would have no effect on the supply side of the
equation, and economic distortions will inevitably
resull. As experience in many countries has amply
shown, these economic distortions then pgive rise fo
an entirely new set of economic and political problems,
the solution of which often exacerbate rather than
assuage a complex situation

Unfortunately, in ranking priorities in the identi-
fication of objectives to be met by the applicable in-
ternal marketing systems, the buyer's need has often
been removed from the exporters’ direct area of in-
fluence znd has been subrogated to internal political
objectives and or to ideclogical considerations.

The justification often given for the existence of
price stabilization mechanisms in the producing coun-
tries is the perceived need by the “small, primitive”
farmer to be relieved of the worry caused by an un-
predictably fluctuating income, and te pretect him
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from the exporters’ predatory commercial and credit
practices in purchasing his cocoa. We rather suspect
that these comments are ad lominem arguments
rather than supportable facts, and are, therefore, in-
clined to discount them

In practice, some couniries, such as the Ivory Coast
in 1985, 1986, 1987 and 1988, the income earned by
the cocoa farmers was unrealistically high, thus leading
to a vast overexpansion of production at a time when
the world market had aiready begun to fall Conse-
gquently, the lower world market prices were not
allowed to exert their deterrent affect on production
until it was too late,

[n other countries, the difference paid to the
farmer and the revenue oblained by the central mar-
keting authority was such that, even during periods of
high world cocoa prices, there was no incentive for
the farmers to produce more Thus, the world market
prices did not encourage incressed output in this par-
ticular area, but they did apen incentives for newco-
mers to cocoa in other areas of the world using ad-
vanced technology and apggressive marketing tech-
niques to fill the gap.

It should also be noted that, regardless of the spe-
cific needs of the cocoa-producing and exporting
community, significant incentives or deterrents can
be created through management of domestic currency

In theory, all domestic marketing systems are
meant to optimize income for the producers. In prac-
tice, they often create instability, uncertainty, lessen
the incentive to produce high-quality material, impede
long-term marketing strategies. interfere with the use
of the cocoa exchanges. alienate buyers, and divert
revenue to areas unrelated to cocoa

In the determination of a new marketing strategy
for cocoa, the responsibility for current low prices
should be faced realistically. While it is easy to blame
the international chocolate industry {quite unjustly)
for not doing enough to expand demand. the well-
documented slow response to lower prices and relative
price inelasticity of cocoa must be accepted o be an
economic fact of life. Indeed, if it were possibie to
expand conswmption more iapidly, the processing
industry surely would have done so in the quest for
additional profits

{Cocoa has historically shown a cyclical price be-
havior. There is nothing in the curreat situation
which indicates that this cyclical nature has disap-
peared, although the pericds between the highs and
lows may be longer than in the past. A contributing

factor may have been the actions taken by the various
producing countries, as discussed above, and by the
existence of the International Cocoa Organization's
buffer stock, which appears to act as a psychological
price depressant in the eves of many

The prospect of lower cocoz bean prices is an in-
centive to place cocoa production and marketing on
a more sound commercial basis. Wasteful practices
should be eliminated. and a more customer-oriented
marketing philosophy and more professionalisim must
be applied to the selling of cocoa There are ample
opportunities for exporters to familiarize themselves
with the workings of the international cocoa market
With very few exceptions, exporters tend to shy away
from the use of the international commodity ex-
changes, either out of fear of the unknown, or because
of the closely related belief that these exchanges are
casinos, which they are net This attitude is simply
wrong, harmful and, above all, costly Moreover, it is
easy to correct. if the will to do so exists

Among the more practical measures to be adopted
is greater reliability of contract performance and im-
proved quality control. Receiving cocoa on the docks
in Amsterdam or in Norfolk should not be g surprise
party. where nobody knows what to expect Shipping
practices, preshipment storasge conditions and post-
harvest treatment and sanitation must be improved

Bean size must be standardized. extraneous matter
and waste must be eliminated, and grading and fumi-
gation certificates must be authentic, if the exporter
is to optimize his return Furthermore. the still-shock-
ing record of maritime claims must be significantly
improved

Admittedly, these are difficult concepts to adopt
during periods of lower prices It is at this time,
however, when the buyers are in a position to choose
the best offer, that they will favor those origing and
exporters which give them more value for their
money. This choice does not exist when cocoa is in
short supply

Another important aspect in improving an ex-
porter’s ability to optimize his return is the relation-
ship he is able to build up over a period of time with
his buyers. Tt is for this reason that the Ivory Coast
action of favoring one or two big trade houses at the
expense of literally dozens of smaller firms is tragic,
because it has eliminated the country’s access to a
multitude of special selling opportunities which can
only be taken advantage of by specialized and estab-
lished trading firms
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Experience has shown that, in cocoa, bigger is not
necessarily better While there may be less glamour in
selling smailer quantities (at modest profit margins,
but with clearly definable and affordable risks) than
in the movement of big blocks which attract global
attention, many years of experience have shown that
is is the professional operator with a good, solid
knowledge of the market who will eventually prevail

A cocoa exporter would, therefore. find it of great
advantage te identify such a firm or firms. which
may be agents or importers. and establish a personal
relationship. Young people with the potentizl of be-
coming export managers should be allowed to work
over a peried of thne in the overseas offices of cocoa
importers and dealers, bothin the U S and in Europe
Many [irms are guite ready {o accept such trainees

Mowever, perhaps the most important change re-
quired is a change in the attitude of both seller and
buyver Exports and importers form part of the same
distribution chain —one cannot exist without the
other. The cost of distribution of a commodity is as
important as its production, as the ultimate formation
of price is at the processor’s factory door. In the
competition with other producing countries, the ex-
porter with the most efficient cost structure wiil be
the one who can provide his supplier — the farmer -~
with the highest revepue. Transportation and other
distribution costs, such as insurance, finance and
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Relagdo Cacau/Chocolate Derivada dos Produtos Chocolatados Exportados
pelo Brasil, 1970-1985!

ABSTRACT

Exports of Brazilian chocolate products have been
growing at u steady rate over the years. However, the
proportion  of cacao  contained in  these products
remains unknown. The current study will discuss the
nature  of  the products exported as chocolate and
define  the cacaofchocolate  ratio. The methodology
employed for the different types of chocolate aggre
gation is u discussion of the nature and subsequent
adoption of the conversion factors employed by  the
International Cocoa  Organization (1CCO). The data
refer to the period 1970 to 1985 and were obtained
from CACEX puoblications. After a  review of the
literature dealing with chocolate and its classification
{according to the Brazilian Commodities Nomencla-
ture — NBM), only some of the products classified
in this publication as chocolates were selected, With
the subsequent application of the conversion factors,
a prowing tendency of cacao utilization in chocolate
manufacturing  was observed, This has led to the
conclusion that Brazilian policies on export incentives
should take into account the cacao/chocolate ratio in
export products with 2 view to establishing objec-
tives, together with 1 means of assuring the improve-
ment of rules and standards in  line with chocolate
production laws,

INTRODUCAO

Importincia e objetivos

s exportacOes brasileiras de manufaturados tém
crescido a elevadas taxas nos ultimos anes Den-
re os produtos manulaturados, o chocolate
vem-se destacando com o crescimento de suas expos-
tagoes Isto, além de agrepar valor s exportagoes,
pode contribuir para uma menor dependénciz do
Brasil em refacdo 45 flutuagoes dos pregos internacio-
nais do cacau, principal componente para # fabricagao
de chocolate € um dos produtos primdrios mais im-
portantes da pauta de exportagoes do Brasil

i Recebido para publicagiio ef 13 decembro 1984
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RESUMO

As  exportagnes  bragileiras de  produtos de choco-
late vém se destacando com um crescimenio percen-
tual a0 longo dos anos, No entanto, é a refagio do
contedde de cacsu  embutido nestes produtos descone
hecida, Com isto, © presenie estudo procura discutir
a  nitureza dos  produtos  exportades como  chocolate
e determinae 4 relacio  cacaufchocolate  nas  expor-
tagles  brasileiras de  produtos chocolatados. A meto-
dologin usada para  agregaciio  dos  diversos  tipos de
chocoiates ¢ a discussio da matureza destes e posterior
adogio de fatores de conversio utilizados pela 1CCO
{International  Cocoa  Organization). Os  dados  refe-
rem-se a0 periodo 1970 a 1985 e foram obtidos de
publicacdes da CACEX. Apos revisio de literatura a
respeito de criticas e divergéncias do chocolate e sua
classificaciio  sepunde a NBM  {(Nomenclatura Brasileirz
de  Mercadorias), optouse- pela  seleclio  de  apenas
sipuns  (tens classificados como  chocolate. Com &
exclusic dos itens restantes na Hsta, ¢ posterior apli-
caglio dos fatores de conversio, percebe-se uma  ten-
déncia crescenie do uso de cacau na frabricagio de
chocolates  exportados, por  isso, as politicas  brasilei
ras gue incentivam 2 exportacio de choeolate devem
ter em vista a relagdo cacsu/chocolate nos produtos
de exportagio como forma de delinear oy  objetivos
u serem alcancados, bem como uma maneira de fisca-
lizar o cumprimento as normas e padroes estabeleci-
dos em lei para produgao de chocolate,

Em termos conceituais, o chocolate € tido como o
produte advinde do processo de manufatura adequa-
do. a partir da mistura de wm ou mais ingredientes,
tais como farelo de cacau ou ‘‘cocoa nibs”, massa
ou pasia de cacau, também chamado *cocoa liquor”,
manteiga de cacau. agucares, produtos ldcteos e in-
gredientes opcionais de acorde com as normas € tipos
desejados de chocolate (9, 10)

Conforme a proposicdc de normas e padrdes técni-
cos para a producao de chocolates no Brasil, elabora-
dos sob a determinacaoe da Portaria 91/84 do Ministro
da Agricultura, e ainda, ndo sancionada, encontra-se a
seguinte tipologia para os chocolates brasileiros:

A. Chocolate amargo e meio amargo
B Chocolate ao leite
' Chocolate ao leite desnatado
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. Chocolate ao creme de leite.
. Chocolate em p6:
E.1. Chocolate em pd.
E.2. Chocolate em pd de alto teor de gordura.
E.3. Chocolate em p6 solivel.
. Chocolate cobertura.
. Chocolate granulado ou em flocos.
. Chocolate Fondant.
Chocolate branco.
Outros tipos de chocolate.
J.1. Chocolate para dietas especiais.
J.2. Outros produtos que contém chocholate
(xarope de chocolate, chocolatados e mistu-
ras & base de cacau para bebidas).

m o

“mxaom

A linhagem dos produtos finais encontrados no
mercado brasileiro, segue classificagao semelhante a
existente no mercado internacional, ou seja: as barras
ou macigos, com ou sem introdugdo de passas, nozes,
castantha de caju, etc; os “fillings” (produtos reche-
ados), os quais vem galgando projegao internacional
através do volume produzido; as pastilhas, etc.

O consumo de chocolate no mercado internacional
apresentou, nos ultimos anos, uma tendéncia relativa-
mente constante, enquanto persistiu uma tendéncia
crescente no volume produzido. Dentre os principais
paises consumidores de chocolate, a Suica tem-se
destacado como maior consumidor per capita de cho-
colate, tendo apresentado, no periodo 1973/82, um
consumo de 9.7 quilogramas/pessoa/ano. A pesar do
aumento no consumo interno de chocolate em alguns
paises, como, por exemplo, no Brasil, Austria e No-
ruega, nos demais, o consumo per capita ficou mais
ou menos constante ao longo do tempo. O consumo
médio per capita dos maiores consumidores de choco-
late, no perfodo 1973/82, foi de 4.7 quilogramas/
pessoa/ano (6).

Nos altimos anos, o Brasil tem aumentado substan-
cialmente as exportagoes de chocolate, passando de
S mil toneladas, em 1978, para 33.8 mil toneladas de
chocolate exportadas, em 1984. Esse fato tem contri-
buido duplamente para a economia brasileira: em pri-
meiro lugar, porque agrega valor ao produto exporta-
do, contribuindo também para o aperfeicoamento
e desenvolvimento de novas tecnologias de produgao
de chocolate; em segundo lugar, porque o aumento
do consumo interno de cacau pelas industrias choco-
lateiras pode levar a uma diminui¢ao da oféerta de
cacau brasileiro no mercado internacional, o que
possibilitaria um aumento das cotagoes do cacau
brasileiro nas bolsas de mercadorias de Nova lorque
e Londres.

As exportagoOes brasileiras de chocolate e de outras
preparagoes alimenticias que contenham cacau, sao

regidas pela Resolugao CBN-45 de 07.12.79 do Mi-
nistério da Fazenda, constando da posigao 18.06 da
Nomenclatura Brasileira de Mercadorias — NBM.

A necessidade de se estudar a relagdo cacau/cho-
colate, tem seu fundamento no fato do chocolate ser
um produto cujo ingrediente bdsico é o cacau. Dessa
forma, quanto mais cacau existir no produto final,
deixa-se de usar, por exemplo, suceddneos da man-
teiga de cacau, aglcar, etc.

A relagao cacau/chocolate nos mercados europeus
(Fig. 1), apresenta-se com uma tendéncia decrescente,
a0 passo que no Japao mantém-se com uma tendéncia
ligeiramente positiva, ou seja, aos poucos vem utili-
zando mais derivados de cacau na fabricagao do cho-
colate. Os Estados Unidos mantém-se na mesma pro-
por¢do da relagdo cacau/chocolate ao longo do perio-
do observado.

O fato de a relagdo cacau/chocolate vir diminuindo
em alguns parses € um sintoma de que cada vez mais
se utilizam agucar, recheios diversos e sucedineos
para os derivados de cacau, objetivando uma redugdo
no pre¢o final do produto, visto que um dos insumos
mais caros na fabricacao do chocolate € o cacau e seus
derivados. Para exemplificar esse fato, a Organizacdo
Internacional do Cacau (11) destacou que: ‘“‘as medi-
das tomadas pelas industrias chcolateiras para reduzir
os custos de produgao, devido principalmente aos
precos dos insumos, foram:

a) combinar os precos de compra dos produtos adqui-
ridos previamente;

b) considerar a utilizagao de sucedineos ou equivalen-
tes da matéria-prima, pois particularmente no que
se refere & manteiga de cacau, um aumento no

RATLO CACAU/CIOCOLATE

—— IAPRO

U

ALBGANR
ESTADOS UNIDOS

INGLATERRA

Axs

64 65 46 87 65 69 TO 71 7T 73 Y4 1378 77 7 79 G0 M 82 83 M

Fig. 1. Evolugdo da Relagio Cacau/Chocolate em 04 Merca-
dos Selecionados, 1964 — 1984,

Fonte: Andrade (2).
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preco do cacau em améndoas daria novos incenti-
vos 4 utilizacido de outros tipos de suceddneos;

¢) substituir os componentes do cacau utilizados na
fabricagao do chocolate por outros ingredientes,
como nozes. frutas secas, efc; utilizar uma maior
proporgdo de recheios que contenham produtos
gue nao sejam o cacau; ou simplesmente reduzir
dentro das prescricoes estipuladas pela lei, a por-
centagem dos componentes de cacau”

A andlise dessas exportagdes levou a se tentar uma
separacio de alguns produtos que estdo distoande
com a conceito de chocolate. Neste sentido, {oi feito
critica ds exportacoes de chocolate dessa posigdo e,
segundo Barroco {5), ums nova interpretacio e aloga-
cdo dos diferentes tipos de produto qualificaria
melhor os indices a serem obtidos

Este fato poderia levar a se ter mernsuragoes dessa
relagic com maior exatiddo, obtendo-se indices mais
confidveis & respeito das quantidades de cacau absolvi-
das pelas industrias chocolateiras brasileiras na fabri-
cagao do chocolate

Assim sendo, o presente estudo teve por objetivo
destacar os itens, dentre os da Posicdo 18.06 da NBM
e que se enquadram no conceito de chocolate, 2 fim
de, usando de uma metodologia adequada e defini-
da, determinar a relagio cacau/chocolate nas exporta-
goes brasileiras entre 1970 e 1983

Metodologia

O processo para determinacdo da produgio brasi-
leira de chocolate é o simples somatdrio de todos os
tipos de chocolate produzidos internamente kste
tipo de metodologia, apesar de ser usada em alguns
paises, introduz um viés na obtengdo do volume finzl
de produto, pois mascara o uso efetivo de cacau e
seus derivados no produto chamado chocolate, além
de agregar aindaz, o volume dos diferentes tipos de
produtos como oleaginosas. frutas etc, introduzidos
na massa de chocolate Tal constatagdo torna-se bas-
tante expressiva, no momento em que se analisa o
comportamento dos diterentes produtos existentes
no mercado nacional e internacional, principalmente
porque os produtos recheados apresentam-se com um
volume considerdvel na producio dos diversos tipos
de produtos

Qs “fitlings” ou recheados vém aos poucos ocupan-
do iugar de destaque nas compras dos consumidores
e conseqlientemente na produgao das inddstrias Sur-
giram basicamente da necessidade de baratear o prego
dos produtos contendo chocolate, frente aos atuais
custos de producdo, wind vez que € praticamente im-
possivel reduzir preco dos produtos tradicionais, a
ndo ser infroduzindo no processo tecnolégico o uso

de sucedineos da manieiga de cacau, ou reduzindo o
peso no produto tinal; {Tendéncia, Tunho de 1984).

As estatisticas relativas ao consumo de cacau em
améndoas e de derivados de cacau pelas indidstrias
chocolateiras sdo de modo geral, elaboradas (quando
ndo se dispoem de estatisticas especificas). tomando-
se como base o volume total de chocolate produzido,
aplicando-se posteriormente um unico {ator de con-
versdo de valor 040, segundo 2 FAO (8), a fim de
transformar chocolate em sua equivaléncia em termos
de cacau em améndoas

No entanto. este fator desconsidera os vdrios tipos
de produtos conceituados como choecolate, cuja com-
posicdo € bastanie diversa, principalmente no teor de
cacau imbutido

Assim, o procedimento correlo para a agregagio
dos diversos tipos de chocolate exportados visando
a elaboracdo de estatisticas, é a adocéo criteriosa dos
fatores de conversao utilizados pela ICCO, combinan-
do com informagdes fornecidas pelas industrias brasi-
leiras de chocolate Com isto, tem-se, segunde 2
1CCO. os seguintes fatores:

Barra e Cobertura . 050
Recheados . . . . . . .. 030
*Milk Crumb”™ . ‘ Q.15
Qutros Produtos de Chocolate . 035

Destes, os dois dltimos nao sdo utilizados na pes-
guisa por ndo serem adequados &s caracteristicas do
chocolate produzido e exportado pelo Brasil no pe-
riodo analisado. Para completar os fatores apresenta-
dos. optou-se por um fator de ¢ 70 para o chocolate
em po e um outro de O[5, para o item “quaiquer
outro produto de chocolate”, devide & pressuposigéo
de que existe um contedde bem pequenc de cacau
imbutido nos mais variados produtos af alocados.

Apesar de correto, somente poucos paises fazem
uso desses fatores preconizados pela ICCQ, para efei-
to de cdlculos estatisticos, devido 4 necessidade de
dados especificados por produto

Por outro lado, ao observar-se as normas de NBM
— Posigdo 18.06 no Quadro 1, percebe-se claramente
que alguns produtos distoam do conceito de chocola-
te Em vista disto, seleciornou-se 0s produtos da sub-
posicac 02, itens 01 (chocolate em pd), 02 (choco-
late granulado), 03 (chocolate em pastilha, barra ou
tabiete), 04 (chocolate em pasiz) e 99 {qualquer
outro} assim como da subposicdo 04 ftens 02 {bom-
bons e balas), 04 {nogado) e 06 {amendoim confei-
tade com chocolate) Os outros itens da posigao
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foram propositadamente deixados de fora por serem
totalmente incompativeis com a definicao de choco-
late

Apds a aplicacdo dos fatores de conversio, por
cada série de produto, calcuiou-se a relagio cacau/
chocolate a cada ano Esta reiagio [oi ponderada pelo
vso dos fatores Também, foi calculada a relacdo
cacau/chocolate ponderada, apds a exelusic do item
99 da subposicao 02, ou seja, qualquey outro tipo de
chocolate, pois verificou-se que esta posi¢ao represen-
ta wma parcela considerdvel das expoitagoes brasiiei-
ras sem, no entanto, estar totalmente compull've! com
o conceito de chocoiate

A série de dalos utilizada, abrange os anos de 1970
a 1985 e os dados foram obtidos da publicagio “Co-
mércio Exterior, Exportagdo — Mercadorias por Pai-
ses e Portos”, da Carteira de Coméreio Exterior do
Banco do Brasil — (7)

RESULTADOS

Da andlise do Quadro 2, observa-se inicialmente o
considerdvel sumento nas exportacoes brasileiras de
chocolates de todos os tipos, entre 1970 e 1985
Esse aumento, representou 64 vezes o valor inicial,
ou seja, passou de 194 toneladas em 1970, para
12 500 toneiadas em 1985 O produte que mais se
exportou foi aquele que corresponde ao item 99
da posicao 1806 da NBM - qualguer outro tipo
de chocolate, que correspondeu 4 915 do total
exportado no periedo analisado. A seguir, sobres-
safram-se: bombons e bolos de chocolate. 5 8%
chocolate em pastitha. barra ou tablete, 1 5% ¢ o
chocolate em pd, com vm percentual de 1 3%

A participagio de alguns produtos na pauta de
exportacdo ¢ recente a partir de 1980, como por
exemplo: chocolate pranufado, chocolate em pas-
tilha, barra e tabletes e chocolate em pasta

Os resultados procedentes da aplicagdo dos falores
de conversio cacau/chocolate, sobre os dados do
Quadro 2, podem ser vistos e analisados conforme
apresentados no Quadro 3 Observa-se uma variagdo
muito grande e positiva no percentual de cacau em
améndoas exportado sob a forma de chocolate no
periodo analisado, aleancando 1 700% Este avmento
demonstra a variabilidade de uso de cacau em amén-
doas nos produtos finais dos chocolateiros ¢ que
foram exportados pelo pais entre 1970 e 1985,

Apesar de se ter considerado um fator pequenc
0 15 para o item “qualquer outro tipo de chocolate”,

Quadro b, Classificagiio e caracterizaglio de chocolate segun-
do @ Nomenclatura Brasileira de Mercadorias

(NBM).
Cadigo Mereadoria
Pasicio  Subposi¢lo
e item
1806 0000 Chocolate e outras preparagoes

alimenticias que contenham cacau.

01.60  Cacau em po, agucarado
0260 Chocolate

1 Em pa

42 Granulado

a3 Em pastitha, barra ou tablete

04 Im pasta

99 Qualguer outro

03 00 Preparacdes par i alimentaciio in-
fantil ou para usos dicléticos ow
culindrios, & base de farinha, ami-
dos, féculas ou extrato de malte,
contendo 50%ou mais de cacau

04 00 Preparacoes agucaradas {produtos
de confeitaria)

01 Daoce de leite

62 Bombons ou balas

83 Caramelos

04 Nogado

05  Geléias ¢ pastas de (rutas

06 Amendoim confritado com cho-
colate

99 Qualquer cutro

Fonter NBM, CACEX

contoyine explicade na metodologia, este apresentou-
s como o mais representativo dos oito 1tens selecio-
nados para estude

No cileulo da relagao ponderads cacau/chocolate,
para todo o periodo, percebe-se que houve tma len-
déncia crescente de uso de cacau nos chocolates até
0 ano de 1980, revertendo-se apds, numa tendéncia
negativa, ou seja, uma lendéncia a se colocar menos
cacau em améndoas na fabricagdo do chocolate Este
fato pode ser explicado através dos seguintes fatos:
I} maior produgio dos produtos recheados (filled)
pela lendénciz de consumo do mercado; 2) uso de
produtos sucedineos ¢ 3) major percentual de agucar
efou sucedineos

Chama-se atencdo (Quadro 3) que o ano de 1970 8
atrpico, ou sejz, foi o ano que praticamente sé se
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Guadro 2. Quantidade de chocolate exportado de diversos tipos, [970—-1985,

Unidade: kg

Tipos Choceolate Chocolate Chocolate Chocolate Qualquer Bombors  Amendoim
em granulado  em pastitha, em autro tipe ou confeitado Nogado Totat
pé barra ou pasta de halas com anteal
Anos tablete chocolate chocolate
19740 171 697 16 414 - - & 342 - - 194 453
1971 - - — - 384 4690 - - - 384 460
1972 - - - - i 185 742 - - - 1 185 742
1973 - - - - 4934 033 - - - 4 934 633
1974 481 208 - - - 8362 387 454941 - - 8 889 536
1975 i77612 - - - 17622 80¢ 53192 1160 - 17 8534 765
1976 31 497 - - 19533 528 135639 1375 - 19702 039
1977 26172 - - - 36 973 021 116 221 546 - 37 115660
1978 78402 - - - 315 847 327 435 229 - 621 913
1979 94 D69 - - - 514 867 501 825 - - 1119761
1980 198 241 182 188 941 104 217 1034 185 1723340 - - 3269 106
1981 B6 413 1 404 387 3N 258437 1657627 1855729¢ o - 4 246 563
1982 51 811 212 226 976 1252 1197 698 667 157 222 - 2145 383
1983 115 368 433 358 994 26 724 € 331 483 568 867 1695 1200 7404 174
1984 49 457 733 434 198 23315 i1 277663 Q98 727 2504 10 144 12796 741
1985 148 600 1 643 401 374 80677 10980 485 903 833 5 907 - 12522 14}
Total 1 710 547 4 669 1 997 874 494 622 122325442 7§03 830 13038 11 344 134 377780

Fante: CACEX, Coméreio Exterior Exportaciio — Mercadorias por Paises ¢ Portos, 19701985

exportou chocolate em pd No entanto, esta lendén-
cia abservada, {oi decorrente do signiticativo peso do
item de maior expansividade nas exportagoes (“‘qual-
quer outro tipo de chocolate™)

Quando se exclui este item do cdlculo, nota-se exa-
tamente o oposto, ou seja, existe uma tendéncia nega-
tiva <o uso de cacau na {abricacio dos chocolates ex-
portados até 1979, mudando logo a seguir para uma
tendéncia positiva {Quadro 4} Estas novas relagoes
cacau/chocolate caleuladas ficam bem proximas do
que vém ocorrendo nos principais paises consumido-
res. ou seja, “ratios” proximos de 0.36

Esta mudanga assinalada para o cdleulo do Gadro
4, demonstra a vantagem da metodologia da 1CCO,
guando adaptada e complementada para sua aphi-
cagdo s caracteristicas do chocolate brasileire, em
comparagao com a melodelogia até entio recomen-
dada pela FAO (Food Agricultural Grganization}, que
aplica um dnico fator de conversao, no valor de 0.40
sobre a guantidade {isica do chocolate

No Quadro 4, vé-se que na anilise onde se compu-
tam todos os itens selecionados, apresentaz um fator
ponderado total de 0.17 no perfodo, ao passo que,
quando se exclui o item “qualquer outro tipo de
chocolate™, encontram-se um fator ponderade total

de 038 no periodo Para efeito de comparagdo, a
diferenca entre o fator de conversdo da FAO (0 40)
e o fator penderado da [CCO, quando complementa-
do e adaptado para o chocolate brasileiro (0.38), re-
presenta em termos guantitativos, 158 toneladas de
cacau em améndoas exportadas ne periodo em estu-
do

[essa forma, pode-se dizer que a andlise feita ex-
cluindo-se o item explicado, ou seja, “‘qualquer outro
tipo de chocolate” demonstrou estar mais préxima da
realidade chocolateira mundial, e, por isso, parece
ser a melhor para aplicagoes e estudos futuros.

CONCLUSAO

Apesar das limitacoes do estudo, principalmente
no que se referiu 4 exclusio de alguns itens da Posi-
¢do 18 06 da NBM, pois estes ndo apresentaram uma
afinidade com o conceito de chocolate, e, portanto,
estavam em desacordo com a classificagio da NBM
segundo critica de Barroco {3), tem-se por conclusao:

1} A metodologia de cileulo da ICCO quando adapta-
da e complementada objetivando a elaboracao da
relacio cacaufchocolate é mais realista que a da
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Quadro 3. Quantidade de cacau exportado sob z forma de chocolate, segundo {atores de conversto, 1970-1983,

Unidade: kg

Tipos Chocolate  Chocolate  Chocolate  Chocolate Qualquer Bombons  Amendoim
em granulado  em pastilha, em outro tipo ou confeitado Nogado Total
po barra ou pasta de balas com anua

Anos tablete chocolate chocolate

Fuator de

conversio .70 0.50 (.30 {150 315 .30 .30 0.30 -
1970 120 188 8 207 - - 1903 - - 130 298
1971 - - - - 57 669 - - - 57 669
1972 - - - 177 861 - - - 177 861
1973 - - - - 740 105 - - - 740 105
1974 336 B46 - - - 1254 358 13782 - - 1 604 986
1975 124 328 - 2643420 15958 348 - 2 784 054
1976 22048 - - 2430029 40 692 413 - 2993 182
1977 18320 . - - 5545953 34 866 164 - 5559303
1978 54 B8 - - 47377 G8 231 69 - 170 558
1979 65 B48 - - - 77230 150 548 o - 293626
1980 138 769 91 94 47] 32109 158 128 517402 - - 960 570
1981 Gk 489 702 193 696 139219 348 644 556 587 - - 1 189 337
1982 36 268 136 113 488 636 179 655 260 147 67 - 530 387
1983 80 758 217 179 497 13362 49 722 170 660 329 369 1394 905
1984 34620 307 217099 11 658 1691 649 299 618 751 3043 2 258 80S
1985 104 020 823 200 687 40 339 1647013 271 156 1775 - 2265813
Total 1197383 21336 998 938 247313 18348813 2341150 3916 3 403 23 151 459

Fonte: Cileulos da Pesquisa

dod rdda cacau/enocolate Lri\' H [
Quadro 4. Relacdo ponderada cacau/chocolate derivada do

choeolate brasileiro exportado, 19714835,

Relagldo cacas/chocolate

Anos Todos os itens® Excluindo-se o
subsrtem

“Qualquer ontro tipo

de chocolate™

1970 G 67 967
1971 0158
1972 015
1973 615
1974 418 961
1975 015 0.60
1976 013 037
1977 615 037
1978 627 040
1979 026 024
1980 429 0.36
1981 028 0.36
1982 025 037
1983 019 041
1984 018 037
1985 018 040
FFator ponderado 017 038

Total do periodo

Ver Quadro 3.

Fonte: Cdlculos da Pesquisa

FAQ, pois pondera os diversos tipos ¢ padroes de
chocolates produzidos e exportados.

2) As Politicas Brasilelras que incentivam 2 exporta-
¢do de chocolate, como forma de oferecer uma al-
ternaliva para o escoamento da produgde brasileira
de cacau. devem ter em viste a relagdo cacau/cho-
colfate, como uma manekra de se ter certeza de que
v objetive serd atingido, e, alé mesmo, como uma
{orma de iiscalizar os industriais quanto 4 obe-
diéncia as normas ¢ padroes estabelecidos em lei
para a producio de chocolate

3y A classificagdo da NBM para os produtos chocola-
tados, ndo vem espelhando a realidade, ou seja,
virios produtos slocados na Posicdo 1806 nada
tém o ver com o conceito de chiocolate Portanto,
urge uma reavalisgdo das normas de classificagdo
da NBM.

4} A demora em se publicar as normas e padroes
téenicos para a producao de chocolales no Bra-
sil vem acarretando prejuizos para 0s consumido-
res e chocolateiros

5} E necessdric que se [orme um grupo interministe-
rial objetivando & elaboragio de normas e padroes
1écnicos para a produgio de “Produtos de Fanta-
siz" no Brasil, ou seja, produtos que estao sendo
processados e comercializados com o nome de cho-
colate, sem contudo, ser chocolate Esta prdtica
demonstra uma distorggo de mercado caracterizan.
do-se desse modo um “abuso” contra os consumi-

dores.
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Una nota sobre ¢l cacao Lacandon

Entre las variedades mds aberrantes de cacao, seen-
cuentra la descrita con el nombre de “*Lacandon’™ por
Faustine Miranda {4), quien iz encontrd en Caribal
Lonjd, Chiapas, en la selva lacandonz Cuatrecasas (1),
en su revision faxondmica del género Theobroma, 1o
describe como 7 cacoo spp cacao forma lacando-
nense, distinguiéndola por las caracteristicas del fru-
to Aunque éstas son de interés, lo que mds ilama la
atencion en Iz descripeion de Miranda es el porte, que
califica de casi trepador; como él dice, seria tnica en
el género. Ei tronco de unos 12 ¢m de didmetro por
6 m de alto, tiene ramas extendidas que se agoyan
en otros drboles, dando la impresion de que sin
ese soporte el drboi no se sostendsia

Luis Silier, antes Jefe del Departamento de Cacao
del Ministerio de Recursos Naturales de México, ha-
bhia encontrado otros drboles de cacao en las cercanias
de las ruinas mayas e Bonampzk, famosas por las
pinturas de las paredes. No habia encontrado flores ni
frutes. En junio de 1982, Siller, el autor y unes téc-
nicos de la estacion experimental de Tapachula viaja-
mos a esa region de Chiapas, y encontramos en el
asentamiento de Sinai, Municipic de Ococingo, nu-
merosos drboles silvestres en flor. Este sitio estd sobre
ta carretera que conduce de Palenque en Bonampak, y
estd como otros asentamientos, en un drea en queé se
tala ia seiva para cultivos y potreros Los drboles eran
abundanies en ese sitio y tenran una florescencia pro-
fusa en los troncos y las ramas principales. Las {lores
son blancas, con los pétales angostos, mds parecidas al
“Lagarte” que a las de los cultivares comerciales Neo
habia frutos los drboles presentaban las caracteristi-
cas descritas por Miranda, con troncos entre los
10-15 em de didmetro y tallos hasta de 15 m, gue no
liegaban hasta la altura de los drboles mds elevados
La selva lacandonz en esta regién fluctua entre los
20-25 m de altura v los drboles, de muy diferentes
especies, tienen las copas a una alturs uniforme
Como lo seftald Miranda. la selva lacandona es tupida
y por consiguignte oscura Se pudo ver que los drboles

6 BARROCO, HE; MENEZES, T A S, 1987  Aspectos
fisicas, ecandmicos e politicos do chocolate brasi-
leito, 1976--1982  Brasilin, Bra, CEPLAC Série
Fstudos Fcopdmicosno 10 92 p

7. CACEX. st Comércio Exterior, exportacio: Mercado-
rias por paises ¢ pertos Séric 19761982 Rio de
Faneiro, Bra

8 FAOQ 1957 Algumas notas de cconcmia mundial de
cacau em medidas de estabilizagdo Roma, [talia
12p

g TAQ 1978 Recomended international standard for
chocolate Roma, ftalia 37 p

10 ICCO 1976 Estudio de la capseidad de produccidon v
consumo de cacao Lendres 21 p

i1l KCCO 1978 Obstaculos a la fabricacion de produtos
alimenticios gue contengan cocos v chocolate

de cucao en ese ambiente no tenian ramas en la parte
inferior, y en la superior las horquetas tipicas de esta
especie estaban reducidas a una o dos ramas largas,
de tas cuales, a su vez, una vertical forma una horque-
ta similar Asi, el {ronco delgado vy largo parecia mds
bien un bejuco grueso, con nudosidades donde esta-
ban las horquetas, y que trepaba apoyado en otros
arboles, pero que no tenia diferencia sustancial con
el hdbito de crecimiento simpodial tipico del cacao
Esto lo pudimos observar mds claramente en ejempla-
res que crecian solitarios en los potreros, donde los
colonos los habian respetado zl cortar la selva. En
estos drboles era fdcil distinguir el tronco formado
de ramas ortotrépicas, y en las horquetas las pocas
ramas laterales que salen de ellas muy cercanas al
tionco

Este es evidentemente un cacao silvestre, come lo
sugiere Miranda Aunque la selva lacandona estuvo
peblada extensamente por los Mayas, como lo com-
prueban las ruinas numerosas que se encuentran el
ella, es posible que los indios de esta regidn. no nece-
sariamente los Mayas. domesticaran el cacso a partir
de una o varias de estas poblaciones silvestres Hasta
aliora, esto es mds aceptable que suponer que el culti-
vo del cacao fuera traido de América del Sur, donde
también se conoce silvestre, ya que la evidencia histd-
rica y arqueoldgica prueba que el cultivo prehispinico
del cacao se extendid desde el Sur de México hasta un
drea que corresponde aproximadamente con fa fronte-
ra actual entre Costa Rica y Panamd (1, 3). Jorge
Ledn
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Notas y Comentarios

La evolucion por endosimbiosis: una mujer y su teoria

Al comentar, hace algin tiempo, que algunas trans-
ferencias de genes se habian descubierto en especies
diferentes (Cf Turrialba 36:548) y que esto estaba
relacionade con otra herejia en la teoriz evoluciona-
ria, la evolucion por endosimbiosis —sostenida hace
afios por una mujer, Linn Margulis— dife que esta teo-
ria estaba recibiendo confirmacidn en diversas inves-
tigaciones, principalmente, en la evidencia convincen-
te de que los cloroplastos fueron, en un principio,
bacterias independientes Este es el relato ofrecido en
aquella ocasidn.

Durante casi 20 afios, Lynn Margulis ha seguido la
pista & una intuicion bédsica suya gue la ha conducido
2 una visidn radical de los procesos evolucionarios.
Esta corazenada consistia en colocar a la simbiosiz en
el centro de ia evolucidn de plantas y animales. La
mds significativa diferencia en biologia, sostiene ella,
no es entre plantas y animales, sino entre organismos
tales como las bacterias que no tienen un nicleo ce-
lular {los procariotas) y los organismos hechos de cé-
lulas en las que los cromosomas estdn sujetados por
membranas nucleares {ios eucariotas). Su tesis es que
las células procariotas son fas verdaderas unidades in-
dividuales de la biologra. Los ladrillos de los organis-
mos mads altos, fas células eucariotes —sostiene Mar-
guiis— comenzaron, en realidad, como comunidades
de microbios. Las céiulas eucariotes son comunidades
hechas con vestigios de microbios.

Las primeras céluias eucariotas, sostiene Margulis,
fireron formadas por encuentros simbidticos entre di-
ferentes clases de bacterias. Estos encuentros forma-
TON Organismos compuestos que eran mds “aptos”
evolutivamente que los donadores ancestrales toma-
dos separadamente

Margulis comprende que su posicion era herética
Conoce lo mucho que tropieza con la idea tradicional
de la evolucidn, como resuitado de la lucha entre dife-
rentes clases de vida, cada una de las cudles puede
trazar su ancestro hasta una unica célula progenitora.
En este libreto mds convencional, ung historia de la
evolucion por “filiacion directa”, la simbiosis no
juega ningun papel.

Sus estudios universitarios en Chicago la hicieron
enamorarse de la genética; estando interesada en fa
evolucion, crefa que la genética era la ruta para estu-
diar el proceso profundamente A la edad de 19 afios,
se caso con Carl Sagan, en 1957 Sagan erz un estu-
dianie graduado en astronomra, en Wisconsin (Sagan
despuds se hizo famoso con sus programas cientificos

en la television) Margulis se enreld en un programa
de maestriz en la Universidad de Wisconsin, en
Madison, teniendo como tutores a Hans Ris, Walter
Plaut y James Crow Ally encontrd el fendmeno de la
herencia no mendeliana, casos de transmision genética
que no podisn explicarse por las reglas mendelianas,
por las que cada progenitor hace una contribucion
igual a su prole La importancia de estos casos que
implicabanr que los genes podrian también residir en
el citoplasma, fuera del nucleo, a ella le parecia auto-
evidente por lo que la sorprendid la relativa falta de
interés de sus colegas. Recuerda que el distinguido ge-
netista, Boris Ephrusi, le hizo un juego de palabras,
diciéndole que habia dos clases de genética, “nuclear
and unclear” (nuclear y confusa) El mensaje era sim-
ple. Se suponia que los genes residian exclusivamente
en los cromosomas, por lo que los fendmenos de he-
rencia no mendeliana eran aberraciones inexplicables,
sin razdn para estudiarlos

En 1964, con un grado de maestria v un hijo de un
afio, siguié a su marido a Berkeley y se enrold en el
programa de doctorade en genética. Por ese tiempo,
estaba segura de que lz herencia no mendeliana impli-
caba la existencia de genes no-cromosdmicos, o cito-
plismicos, genes que no eran parte de los cromosomas
en el nicleo de la célula. Pero, en 1960, no se habia
identificado todavia ninguno de estos genes. Sus pro-
fesores trataron de guiarla a proyectos de investiga-
cion mds convencionales

La primera evidencia convincente sobre la presen-
cia de DNA en orgénulos extracromosémicos, tales
como mitocondrios y cloroplastos, provino del labo-
ratorio de su profesor de Wisconsin, Hans Ris. En
1962, Ris y su colega Walter Plaut, publicaron unos
microgrdficos electrénicos que mostraban lz presen-
cia de DNA en los cloroplastos del alga Clilamydo-
monas. Estos cloroplastos eran también bastante pare-
cidos a las algas azui verde. Ris concluyd que eso era
plausible, por lo menos, para sugerir que los cloro-
plastos, que son elementos replicadores avténomos
mas generalmente conocidos como plastidios, habian
comenzado con fa incorporacion simbidtica {endosim-
biosis) de algas azules verdes, conocidas ahora como
cianobacterias.

la idea era vieja, introducida ya desde 1893 en
Alemania por Andreas Schimper y expandida en 1903
por K.C. Mereschkovsky en Rusia. Pero, era otra de
las ideas que habian caido en descrédito con el afian-
zamiento de la genética moderna. La evidencia de Ris
puede no haber parecido mucho, pero, ayudd a con-
firmar las opiniones de esos dos citdlogos de vuelta
del siglo, que Margulis ya habia llegado a creer. El mi-
croscopio electrénico de Ris y la biologia molecular
de los novecientos sesenta hicieron ahora posible fijar
la atencién en la idea de la simbiosis
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Margulis decidid entonces dedicarse a la tarea de
autenticar nto sélo ia interpretacion de Ris sino ia su-
gerencia, ain mds audaz, de que la simbiosis interce.
lular con bacterias es una caracteristica universal de
las células vegetales y animales. Se propuso encontrar
los origenes bacterianos de la primera célula eucario-
ta: sus plastidios, tales como los cloroplastos, vy sus
mitocendrios, las unidades citopldsmicas que proveen
la energia Margulis estaba determinada a comprender
atn esa cualidad de la célula eucariota que esa fa vez
su mds distintiva y enigmdtica caracteristica: el proce-
dimiento por el cual la célula reproduce su nicleo du-
rante la divisidn celular, conocida como mitosis.

Para efectuar esta ardua tarea, Margulis tuvo difi-
cultades Acababa de salir de lg escuela de graduados,
divorciada y con dos nifios, sin ningiin empleo univer-
sitario, v poco que perder. Tomé un trabajo en un
provecto de la Natural Science Fundation para desa-
rrollar programas de ciencia en las escuelas elementa-
les y dedicd todas sus horas libres a una investigacién
que produjo el primer articulo de esta etapa, “On the
origin of the mitosing cells” (J. Theor. Biol.; 1967).

Su primer libro aparecié en 1970 (Origin of Euka-
ryotic Biology, Yale Univ Press) Para entonces, se
habia casado con N.T. Margulis v habia sido nombra-
da profesora asistente de biclogia en ia Universidad
de Boston. Para esa €poca, habia reunido evidencia
en apoyo de la hipdtesis de que tres clases de orgdnu-
los, cloroplastos mitocondrios y ceatriolos (corpiiscu-
los que se mueven a polos opuestos en la division mi-
t6tica), eran todos reliquias de lo que fueron una vez
bacterias de vida independiente. Los cinetosomas, que
forman la parte basal de los cilios, se consideran es-
tructuralmente hermanos de los centriolos.

La historia que Margulis ha creado pieza por
pieza, sugiere gue las células eucariotas no emergieron
simultdneamente sino como resuitado de una serie de
encuentros simbiGticos. En el primer caso de encuen-
tro, una célula hospedante, quizds parecida a la mo-
derna bacteria Thermoplasma, fue atacada por una
bacteria que respira (ella sugiere la bacteria Bdellovi-
brio como posible candidata). Conel tiempo, a algunas
de éstas, ahora células duplex, se les unid un tercer
spcio, la clanobacteria fotosintetizadora. Los hospe-
dantes sobrevivientes continuaron evolucionando en
copiuncién con sus nuevos asociados, produciendo
células pre-eucariotas con mitocondrios y cloroplas-
tos, Antes, tales céiulas complejas habian formado fu.
siories simbidticas con bacterias de rdpidos movimien-
tos que Hegaron a ser los progenitores de los centrio-
fos Candidatas para estos socios son las ubicuas y al-
tamente moviles espiroquetas. Las nuevas células
compuestas aprovecharon el aparato locomotor de
estas veloces bacterias, primero, para sus propios mo-

vimientos en el agua y después, para movimientos
dentro de las células. Eventualmente, las células reclu-
tzron partes de ias espiroquetas reproductivas para
una funcién enteramente nueva Las espiroguetas lle-
garon a jupar un papel crucial en ia segregacion de
cromosomas {su movimiento a los polos de la célula),
durante las divisiones celulares que conocemos como
mitosis. Todaviz mds tarde, las espiroquetas estuvie-
ron en e centro de la evolucidn de la meyosis, las di-
visiones celulares que forman las células sexuales. En
su mds reciente libro, The origin of sex (Yale, 1986),
Margulis ¥ su hijo Dorian Sagan sostienen que la ad-
quisicion de las espiroquetas estd relacionada con el
origen del sexo,

La historia continda. La aceptacién o confirma-
cion de sus teorias estd viniendo poco a poco. Se con-
sideran como “probadas” el origen de los mitoco-
drios y cloroplastos Todavia no hay mucho apoyo a
sus ideas sobre el origen de la movilidad y la mitosis,
pero, hay unos pocos descubrimientos que las han
fortalecido, al estudiarse las proteinas de estos orgd-
nuios. Pero, el progresc de aceptacidn de sus ideas,
aunque lento, es visible con el pasar de estos afios.
Sus hallazgos, mucho de ellos en los pantanos cilidos
de Baja California, en busca de indicios de bacterias
primitivas, han dado resuitados que confirman sus
ideas. Estas estdn resumidas en tres libros recientes:
Five Kingdoms, con la colaboracion de K V. Schwartz
(W, Freeman, 1982), Origin of Sex (Yale UP,
1986) v Microcosmos {Summit Books, New York,
1986), ambos escritos con Dorian Sagan, su hijo.

Sus ideas son ahora mds respetadas y han estimula-
do investigaciones en paleontologia y biologia mole-
cular. En 1983, fue elegida como miembro de la Na-
tional Academy of Sciences, ¥ se ha incrementado el
numero de estudiantes de posgrado que desean traba-
iar con ella. En 1980, la National Academy of Scien-
ces celebrd la primera conferencia interdisciplinaria
sobre “Origenes y Evolucidn de Orginulos Intracelu-
iares Eucariotas™. Apoyada por un creciente niimero
de colegas, una nueva Sociedad de Endocitobiologia
fue fundada en Alemania en 1983 y comenzo a pu-
biicar una revista. Como dice una comentarista, “Po-
cas ideas bioldgicas han atravesado tan decisivamente
ia brecha entre el ridiculo v la respetabilidad como la
evolucién por endosimbiosis” Esta opinion es de
Evelyn Fox Keiler, del MIT, en Boston, autora de una
biografia de otra mujer visionaria, Birbara McClintock
(Ct. Turrialba 33:420) Ella presenta la carrera inte-
lectual de Marguilis en un articulo en New Scientist
{3-VII-B6, p. 46), mientras gue Geoffrey Kite, en el
mismo nimero {p 50), desde el punto de vista de la
biologia molecular, examina en detalle la evidencia
que hace irresistible, por lo menos, une de los hilos de
su teoria, que los cloroplastos fueron una vez bacte-
rias libres
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La vision de Margulis ha crecido con la aceptacidn
de sus ideas, abarcando campos cada vez mds amplios
—algunos creen que demasiado amplios— uniendo
fuerzas con otro cientifico de gran visién, James Lo-
velock, quimico atmosférico britdnico, creador de la
“Hipdtesis Gaiz”, quien sostiene, en cierto sentide,
que no es la Tierra la que sostiene a la Vida, sino que
la Vida sostiene a la Tierra. Pero, aste es un tema
fuera de fa biologia celular que nos llevaria a campos
como la astronomia y la geofisica, y que podemos de-
jar para otra ocasion, después de la reunidn sobre el
tema que tendrd lugar en San Diego, California, en
1989 A G4

El pastoreo ayuda a la conservacion de la naturaleza

Después de haber excluido a los caballos. ganado
vacuno y al bufaio de las reservas naturales, se estd
apreciando ahorz que el pastoreo, después de todo
puede no ser tan malo En algunas reservas, se estdn
introduciendo herbivoros de nuevo para ayudar & pre-
servar una rica variedad de plantas Los conservacio-
nistas estdn invitando a los agricultores a enviar nue-
vamente sus animales a pastorear en reservas hume-
das. Como dice un comentarista, los caballos silvestres
estdn salvando a la conservacidn, en el borde mismo
del abismo en gue estaba cayende

Esta posicion difiere de lo que ha preconizado,
hasta ahora, Ia mayoria de las organizaciones naciona-
les e internacionales que consideran, con cierta razén,
que ios animales domésticos son un peligro para la
vegetacion natural, empobrecen la tierra y ahuyentan
z los angulados silvestres {animales de pezufia) que
han evolucionado con el ambiente natural. La ausen-
cia de los animales domésticos puede permitir que re-
gresen los angulados silvestres para restablecer su an-
tiguo equilibric en las plantas de lz regidn. En teoria,
esto estd bien. Pero, la ausencia del ganado puede
arruinar una reserva si log humanos han eliminado va
animales siivestres como elefantes y bufalos, que co-
men las plantas mds toscas y dsperas, o los venados,
que mantienen en raya a las plantas mds tenaces. Hay
varios ejemplos, ya sea en lugares tropicales o en
zonas himedas templadas, en que la eliminacion del
ganado ha creado problemas. Por eso es que la Unidn
parg la Conservacion de la Naturaleza (IUCN), en su
reciente libro, Managing Protected Areas in the
Tropices, califica una de sus conclusiones con fa expre-
sion “En la mayorra de los casos, el permitir ef pasto-
reo por el ganado doméstico. . ", lo que indica que
Ya reconoce que esie principio, en algunos casos, no
es aplicable.

lajian Gordon, del Macaulsy Land Use Research
Institute, en Penicuik, Midiothian, Fscocia, y Patrick

Duncan, director de Iz Station Biologuique de |z Tour
du Valat, Camargo, Francia, con guien trabajé Gor-
don hasta hace poce, han expuesto algunos de los ca-
sos mds salientes en los que la eliminacion de los ma-
mifercs herbivoros, tanto silvestres como domésticos,
fia puesto en peligro la vida natural de la zona (New
Scientist 117{1604):54)

Ll egjemplo que mids detalian es el de Camargo, un
distrito det delta en fas Bocas del Rddano, de cerca de
800 kildmetros cuadrados, unz vez famoso por sus
flamencos, es una de las dreas humedas que han sobre-
vivido en Europa Ln ese conjunto de pasturas de
agua dulce y salobre, los animales determinan la es-
tructurz y composicidn de las comunidades vegetales.
Cuando estan ausentes o son escasos, los islotes de
juncos predominan, ast como los pdjaros que habitan
en esas cafias. Al pastar mds ganade o caballos, se
crean camas de totoras del tipo Scirpus, o espacios
abiertes de agua que son ricos en plantas acudticas
subterrdneas, ideales para que muchas aves acudticas,
como pequefias parzas, Lgrefta gazeita, y miles de
patos y de garzitas calvas, Fulica atra, vengan aqui a
invernar.

El gjemplo mds trdgico es el del Keoladeo Nationai
Park, un World Heritage Site, en Paratpur, India, don-
de 13 poblacidn de aves ha declinado repentinamente.
Para ella hay varias razones, pero, la expulsién del ga-
nado parece ser la mds importante, Koladeo es ia dlti-
ma fortaleza para invernar de la grulla siberiana (su
poblacion occidental), Grus leucogeranus, siendo uno
de los mds importantes refugios de aves silvestres en
Asia. En afios recientes, las grullas han visitado el par-
que con menos frecuencia y las parzas, garzetas, gru-
llas, cigiiefias y pelicanos, casi han desaparecido. En
1982, cuando Keoladeo lue creado, las autoridades
del parque prohibieron el pastoreo por vacunos y bu-
falos acudticos Lla policia hindu se hizo presente
para sacar a los pastores y en la luchz murieron ocho
personas. Salim Ali, el fundador y padre de la conser-
vacion en la India, documentd lo brusco de la deci-
sion y recomendo a las autoridades del parque rein-
troducir al mismo rebafios de bufalos para saivar al
parque. Las autoridades hicieron casc omiso de esas
advertencias; Ali murid hace poco sin ver ningung
medida para evitar el mal. El resuitado ha sido que,
desde 1982, el parque ha sido invadido por gramineas
acudticas preferidas por los bifalos ¥ los vacunos Dos
pastos, Paspalum distichum y Vetiveria cizanioides,
han sido las mds invasoras. Estas han reducido el drea
de asgua abierta y por consiguiente, la vegetacion su-
mergida que necesitan las aves acudticas. Los peces
que comen muchas de las aves, también han dismi-
nuido. El ideal, en lo que se refiere a la conservacion,
serfa introducir herbivoros silvestres. n Eurepa, esto
es imposible, porque las especies mds grandes, los va-
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cunos v caballos silvestres, se han extinguido. Algunas
especies, como los venados, no son aconsejables por-
que tienen cierta debilidad por los campos de culti-
vos. De alli el valor de los herbivoros domésticos.
Hasta ahora, han ayudado a conservar pastos en luga-
res imedos en las partes bajas de Inglaterra, en los
pantanos salados de Holanda y en los juncales y to-
torales de! Sur de Francia En algunos lugares de
Europa, particufarmente en Helanda, estd de moda
introducir crias “ancestrales”, animales que estdn
cruzgndose hacia atrds, para obtener caracteristicas
antiguas, para reconstruir el uro {Bos printgeniuy) de
Furopa, del que descienden los animales domésticos
sctusles {(Bos tawrus). Lo mismo se puede decir de
fos caballos antiguos, como los tarpanes (Equus ca-
ballus gmelinf), et principal antecesor del cabalio ac-
tual, que vivia antafio en estado salvaje en el Sur de
Rusia y en las estepas de Asia Occidental, siendo ex-
tinguido en 1780. Los iltimos descendientes directos
de la especie se hallan hoy en Polonia, en el desierto
de Gobi, ademds de jos cruzados con el caballo
Przewalski (Equus przewalski), el Ginico caballo verda-
deramente salvaje que todavia sobrevive. Esas crias
reconstruidas, sin embargo, a menudo sufren proble.
was de salud, por lo que es mejor usar crias mds do-
mésticas que se han adaptado a un ambiente particu-
lar

Por eso, se prefieren los animales que, por criarse
en lugares especiales, grandes v abiertos, como el toro
de lidia espafiol v el de la Camarga francesa, han con-
servado en gran medida el caricter del tipo ancestral
El toro de lidia, criado en zonas amplias y aistadas, se
podria utilizar para que pastoree en los pargues na-
cionales Quizds esto podria ahuyentar a los cazadores
furtivos que han existido desde los tiempos medioeva-
les, en que buscaban sus presas en los cotos del sefior
feudal

Un ejemple del uso de estos bovinos criados casi
en Hbertad se estd aplicando en ciertos lugares de
Gran Bretafia, donde hay muchos lugares apartados,
modos de cria y razas muy antiguas. Ln la Isla de
Rhum, Reserva Nacional de las Nuevas Hébridas, la
cual fue comprada por un organismo de conservacion,
fue dedicada a reproducir especies animales en vias
de extincidn. En estas ricas pasturas maritimas, con
su fauna especial, Martin Bell encontrd que, entre
1957 ~fecha de la compra— y 1970, la riqueza y
diversidad de su flora habian declinado dramdtica-
mente, debido en especial a la disminuida presidn del
pastoreo y a la incapacidad de los ciervos rojos
(Cervus elaphus bactrianuy) de parar la invasion de
dos pastos de grandes y espesas macollas, Molinia
caerulea y Nardus scriptus En consecuencia el Conse-
jo de Vigilancia del parque decidié introducir un re-
bafio de vacunos de tierras altas, una de esas razas in-
glesas de pelos largos en iz cara, en la parte sudeste de

la ista  Un reconocimiento botdnico reciente muestra
que el ganado ha invertido la pérdids de variedades de
plantas a} eliminar esas gram(neas dominantes El ga-
nado procedente de las alturas permanecerd en la isia
para mantener este beneficioso régimen de pastoreo

Hay ahora muchas reservas naturales en Europa en
donde los herbivoros domésticos viven en armonia
con la conservacion de animales AGn la mariposa azul
grande, Maculinen arion, cuya extrafiz simbiosis con
una hormiga fue interrumpida cuando se eliminaron
las ovejas que pastaban en una determinada zona eco-
logica, desaparecid de Inglaterra, ahora puede hacer
su regreso con la ayuda de los animales de pastoreo
Los conservacionistas han liberado unas pocas azules
grandes suecas vy estdn usando ganado, caballitos ena-
nos {ponies) y conejos para manejar e} medio ambien-
te. AGT.

Vacuna contra una garrapata del ganado vacune

Investigadores en Australiz han desarrollado la pri-
mera vacuna qgue se conoce contra la garrapata del
ganado vacuno, Boopliius microplus, este pardsito
causa dafios valorades en millones de délares en los
hatos de Australiz y de América Latina

Varios cientificos del Commonawealth Scientific
and Industrial Research Organization (CSIRO), en
Cambersa, desarrollaron la vacuna junto con un equi-
po de la firma Biotechnology Australia, la compafiia
biotecnologica mds grande de Australia. Se espera que
la vacuna esté a la venta dentro de unos tres afios, o
sea, en 1992

El equipo de investigadores ha identificado una
proteina elaborada por el mismoe dcaro, la que esti-
mula una respuesta de inmunidad en el ganado. Tam-
bién, han aislado el gen que codifica la proteina Los
investigadores, dirigidos por Tony Jehnston, de la Di-
visién de Produccidn Animal Tropical, comenzaron a
trabajar en el proyecto en 1980, En 1983, aislaron
con éxito anticuerpos producidos por el ganado, los
cuales atacan los intestinos de la garrapata cuando
ésta se alimenta con [a sangre de los vacunos

Del estomago de la garrapata purificaron la pro-
teina, o antigeno, que produce la reaccidén inmune
en el ganado vacunade. El aislamiento de la proteina
especifica es un proceso de varias etapas, que empieza
con moler ¥ centrifugar los dcaros para exiraer las gli-
coproteinas pegadas a sus membranas celulares. Estas
son entonces terminadas de separar con un detergente,
cromatografia y otros métodos de fraccionamiento
Peter Willasden, quien encabeza el equipo, es la per-
sona que la escrito el informe sobre los detalles de la
labor realizada.
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Cada experimento involucrd entre 40 y 50 mil ga-
rrapatas, recogidas con pinzas, una a una, dei cuero
de las reses. El antigeno producido por estas pasrapa-
tas fue suficiente para vacunar solamente tres reses
Los investigadores estuvieron entonces en capacidad
de estudiar la estructura de la proteina e identificar
el gen de la gavrapata que la codifica El gen fue luego
reproducido vegetativamente {“clonado™). en grandes
cantidades, por Biotecnology Australia y usade para
producir la vacuns antigarrapaticida.

Varios equipos de técnicos en diferentes partes del
munda, han tratade de crear una garrzpatz gue desa-
rrofle el sisterna inmune en ganado y ast, capturar una
parte del mercado mundial que es potencialmente
enorme. Solamente en Australia, una tercera parte del
ganado estd infestado con garrapatas, las cuales pro-
ducen pérdidas de 150 miliones de délares australia.
nos {A%) al afio. En la América Latina, la industria
garadera pierde mds de mil millones de délares austra-
lianos al afio (I USS = 1.13 AS en febrero de [989)
[as garrapatas son también responsabies de fa trans-
misién de otras enfermedades en Australia. incluyen-
do la babesiosis y anaplasmosis, dos formas lgeramen-
te diferentes de fiebre, ambas trasmitidas por garraps-
{as.

El equipo investigador australiano estd ahora tra-
tando de desarvoltar una vacuna similar para combatir
las diferentes especies de parrapatas que infestan el
ganado de Africa. Ei equipo espera tener una gran de-
manda comercizl por las vacunas. lo cual significaria
una reduccidn significativa en el nivel de plaguicidas
usados actualmente en el control de las garrapatas
Estos plaguicidas tienen el inconveniente de dejar re-
siduos toxicos en el campo.

Seflalamas, por uitimo, que las técnicas empleadas
por los cientificos australianos son Jas mismas que de-
sarrollaron los presentes ganadores del Premio Nobel
de Fisiologia y Medicina de 1988, las cuales ya hemos
comentade en Furrialba. La tendencia ey, por consi-
guiente, no crear medicinas al azar y probarlas prime-
10 con animazles sino estudiar fa composicidn Intima
del nicieo del animal enfermo, del vector de la enfer-
medad y de los anticuerpos formados como respuesta
por el organismo enfermo. La misma industria {farma-
ceutica se ha dado cuenta de que esiz ruta es la que se
debe apoyar en sus inversiones A Gorbitz{

Algo mds sobre los libros en rastica

Ahora que los litros de consulta v los diccionarios
estdn pricticamente fuera del alcance de los investiga-
dores latinoamericanos que quieren tener siempre
algo z la mano y evitar vigjar continuamente a las bi-
bliotecas, es bueno recordar que hay siempre los “li-

bros de belsillo”, sobre los que he escrite comentarios
en publicaciones del HCA

Entre elios, destacan “The Fontana Dictionary of
Modern Thought™, comentado en Desarrollo Rural en
las Américas (DRELA) 10:71 1978, el cual pone al
dia las enciclopedias, en cuanto a conceptos y térmi-
nos mds modernos, como “doble hélice” y “‘ciberné-
tica™. Siguio fuego “The pocke Economist”, comen-
tado en DRELA 16:150. 1984, el que ha sido recien-
lemente reimpreso con dos compafieros, “The pocket
accountant” y “The pocket banker” publicados en
ristica y en una caja de carton para tenerlos juntos a
la mano

Después, han seguido: el compaiero biogrdfico del
diccionario Fontana del pensamiento modemno y
otros que he mencionado er publicaciones del HCA
Algunos, adquiridos como libros de bolsillo, a precios
camados, incluyen diccionarios de medicina, de pin-
tores {(Art and artists} y de santos; este ultimo nos
sbrio el santoral incluyendo a algunos que tienen im-
porlancia en ia Europa no espaficla (encontré dos
santos Adatberto, uno de Magdeburgo vy otro de
Praga) Estos se sumaron a los libros de bolsillo ad-
quiridos hace aiios, sobre geograiia, geologia, ecolo-
gia, fitopatologiz, lo mismo que los “Thesaurus™,
dicclonarios ideologicos que, en espaiol, tienen sus
equivaientes en las obras de Casares y de Martin
Alonso. los que desgraciadamente no existen en edi-
ciones baratas. Los “thesaurus” son valiosos en las
traducciones porgue presenfan allernativas al agrupar
cada vacablo con sus ideas afines

Ahora que tos precios de los libros han subido en
tode ¢l munde, es bueno dar cuenta de algunos libros
en sustica que han aparecido recientemente:

I. The history of scurvy and vitamin C que falia
algo en su titulo Una ldstima, porque este libro de
Kenneth Carpenter (Cambridge UP, 288 p), es un
aparente relato del “litigo del mar®, el escorbuto, que
hizo tan llenos de peligros a los vigjes largos que hicie-
ron los grandes navegantes del Renacimiento y cuya
resolucion tuve una gran importancia para ia agricul-
tura mundial. {as teorias sobre su causa fueron mu-
chas, duraron mucho y eran erréneas, a pesar de que,
desde los primeros viajes de descubrimiento, se obser-
vo que los limones, naranjas y frutas frescas lo cura-
ban, al parecer, milagrosamente. Los personaies en la
historia van desde Vasco de Gama hasta 2] Capitdn
Scoft

La obra {ue resefiada, en su edicidn original, mu-
cho mds cara, en Turrdalba (vol 37, p 273), por
Dennis Pules
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La enfermedud no fue desconocida ni o es, en
tierra tirme Aparecié en California, durante ia fisbre
del oro y en los afios ochocientos ochenta, en nifios
que eran alimentados con sustitutos de la leche ma-
terna  FI descubrimiento de la vitamina C es uno de
esos esfuerzos que se leen como una novela policial
El autor es imparcial sobre las ideas de Linus Paulig.
gl cientitico que gano el premio Nobel de Quimica de
1954, v de la Paz en 1962, de que la vitamina C, en
dosis masivas, controla el resfriado comin, la esquizo-
frenia v algunas formas de cincer

2. Why big fierce animals are rare (Pelican, 224 p}
es otro titulo que le hace un flaco servicio af libro,
aunque hace mucho mas [dcil el trabajo del disefiador
de la portada Paul Collinvax es un amable y entrete-
nido conversador con el lecter. Va mucho mds alld de
io que se deduciria del titulo de su coleccion de ensa-
yos; por ejernplo, hay una excelente y reconfortante,
nasracion sobre ¢l didxido de carbono en fa atmosfe-
ra. La voz en el cerebro del lector es iz de un amigo,
culto v sin pretensiones diddcticas, gue le hace sentir
a uno la complejidad de la vida en la Tierra y su pre-
ciosidad

3 Al parecer, uno puede percibir alge del senti-
miento que sintié el Duque de Gloucester cuando
Edward Gibbon e envio su libro sobre la caida del
imperio romane: “Otre condenado libre gordo y cua-
drado”, al aparecer sorpresivamente The making of
the atomic bomb (Penguin, 886 p.), de Richard
Rhodes Se podria pensar que ya hay muchos libros
sobre el nacimiento de la bomba y su uso en ciudades
japonesas. Mds inquietud puede seguir al quedar claro,
desde a primera pdgina, de que nada iba a quedar ca-
ltado v que se iba 4 discutir cada detalle y personali-
dad de tos individuos involucrados

A pesar de esto, el libro resulta una lectura fasci-
nante y teatadora, como una novela policial, lo que
parciaimente es el producto de una laboriosidad
verdaderamente espectacular Con este libro en nues-
tra biblioteca, uno posee todo le que puede desear
saber sobre el tema y mucho mds. . por ejemplo, el
tarnafic del pecho de Einstein. Hay un diagrama de
las principales caracteristicas de la primera bomba
nuclear Su simplicidad de construccion presenta un

extraordinarin contraste con la ardua investigacion
que se necesito para conseguirla y a la controversia
poiftica y moral en que la humanidad ha estado desde
que se le dejo caer Rhodes revela cada paso de ia ruta
en que maniohramos tedos, hasta el borde de la extin-
cion.

4 (Otro libro que ha aparecido recientemente es
“Great experiments in physics”, editado por Morris
Shamus, (Constable, 1988, 370 p ), un fascinante li-
bro que todo cieatitico y profesor deberiu tener ala
mano, pues estdn aill todos los grandes cientificos,
desde Galileo y Newton hasta Einstein y Rutheford.
Escrito en lenguaje sencitlo y con abundantes notas
marginales, su lectura es bastante Huminadora Por su
originalidad. me remito a la resefia gque sobre esia
edicién ha hecho Michael Rowan-Robinson, del
Queen Mary College, de Londres, y que astamos pu-
biicando en Tureialba. Lo original de esta reseiiz es su
afdn polémico de resaltar oy obsticulos gue tuvieron
que afrontar los grandes creadores de la fisica, desde
Galileo. quien tuvo que renegar de algunas de sus
ideas o pena de excomunion (y de lo que esto signi-
ficaba en esa época), hasta Einstein, sobre las hipdte-
sis cudnticas de Plank. Rowen-Robinson ha tenido la
paciencia de buscar en viejos archivos y localizar los
manuscritos de revisores y de la constante oposicion
que se ha ejercido, hasta nuestros dias. a las nuevas
ideas cientificas Creemos atil dejar que sea el propio
Rowan-Robinson quien presente esos interesuntes en-
tretelones scbre la publicacién de trabajos cientificos

5. Stephen lay Gould, en su libro “Time's arrow,
time's cycle” (Pelivan, 222p ). expresa que la génesis
del libro descansa en el mismo conflicto e interaccion
de metdforas ({lechas de historia v ciclos de immanen-
¢ia) que inflamaren el descubrimiento de un tiempo
proluado en la geologia Asi, uno debe saber que estd
ante un escrito que exige atencion En un nivel, estd
ia historia del descubrimiento de que {a Tierra tiene
millones de afios de edad v no la edad de los candoro-
sos cileulos de la Biblia En otro nivel, es una discu-
sion de ideas de tiempo, lineal o ciclico. Como dice
también el autor, ambos o ninguno puede ser cierta
Después de acabar el libro, uno se queda pensando y
comienza de nuevo a leerlo El estimule para hacer
esto es innegable. Adalberto Gorbitz 3
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A NUESTROS LECTORES

El dia 19 de agosto de 1989 fallecid en San
José, Costa Rica, el ingeniero agrénomo Adal-
berto Gorbitz Russo, de nacionalidad peruvana,
quien fuera editor de la revista Turrialba en el
perfodo 1960 a 1980 En esas dos décadas, don
Adalberto le dio prestigio internscional a nues-
tra revista, colocindola entre las piimeras del
mundo y, muy posibiemente, en el primer lugar
en Armérica Latina,

Al retirarse en 1980, los directores del lICA
lo designaron como miembro del personal emé-
rito de fa institucién (18 de julio de 1980) v
también lo declararon Editor Emérito de la revis-
ta Turrialba, 2 la cual dedicara tantos esfuerzos
en los anteriores veinte afios Desde entonces,
fue asiduo colaborador de esta publicacidn; su
principal aportacidén ia hizo precisamente en la
seccion Netas y Comentarios, Las notas que se
publican en este nimero de Turrialba fueron las
ultimas que escribiera el ingeniero Gorbitz. A
pesar de que sus fuerzas {isicas ya estaban muy
disminuidas, su vigor mental v su constante de-
seo de colaborar a su querida revista estaban en
la mejor forma; estas notas reflejan su erudi-
cion, capacidad de andlisis ¥ fino humor M G.J

Resena de Libros

FINKEL, HJ 1986, Semiarid soil and water conser-
vation USA CRC Press Inc Boca Raton 126 p

I'n las regiones semidridas, la conservacién del agua
es mis importante todavia que en aquellas con mayor
disponibifidad de este esencial elemento  Amplias
dreas semidridas son utilizadas para labores agricolas
en dilerentes partes del mundo, incluyendo a la Re-
gion de América Latina. Esta publicacidn, escrita por
un experto, con décadas de experiencia en este campo
—especiaimente en el Mediterrdneo— puede ser de
gran utitidad para estas regiones

Después del primer capitulo de tipo introductorio
un segundo capitule. el mds amplio del volumen que
analiza la hidrologia de estas regiones con una amplia
discusion de sus caracteristicas meteoroldgicas. Se
aprovecha la amplia informacién sobre una cuenca
hidrogrifica localizada en Israel para usarlz como
ejemplo ilustrativo de los métodos que se recomien-
dan cuando existen estas condiciones.

En el tercer capitulo se analizan los procesos de
ergsion de suelos en condiciones semidridas El capi-
tulo es de enfoque prdctico, sugiriendo formulas para
lacer céleulos

Las medidas agronOmicas adecuadas para la conser-
vacion de suelo y el agua se discuten en el cuarto ca-
pitulo Se consideran aqui diferentes métodos de cul-
tivo, la aplicacién de coberturas vegetales y otras for-
mas de conservacion del suelo.

En el quinto capitulo se analizan las pricticas de
manejo ¢e pastos y bosques, en las tierras altas del
Mediterréneo . Se discuten lay particularidades ecologi-
cas de este medio v se sugieren {écnicas de uso acor-
des con el mismo. Este capitulo iiene la bibliografia
mds completa de} texto, con 50 referencias

El capitulo sexto discute Jas obras de ingenieria
que son necesarias, después que se han tomado las
medidas agronomicas mads sencillas y menos cosiosas
El autor, scertadamente, insiste en que para que sean
eficientes, las instalaciones de ingenieria deben seguir
adecuadas medidas agrondmicas Se discuten téenicas
para establecer diferentes formas de canales y zanjas
de diversion

En el caprtulo sélimo, se estudia la construccion
de terrazas y de bancas en estas condiciones ecologi-
cas, prefiriendo las terrazas de tipo de absorcidn, para
aprovechar mejor el agua escasa

F1 capitulo octavo se refiere a la recuperacidn de
agua y las medidas de ingenieria que son necesarias
para este propdsito. Se discuten los principios de dige-
Ao, las téenicas para recuperar agua y el aprovecha-
miento de las corrientes temporales que existen

I'n el noveno capitulo se examina en forma breve
el control de circavas.

El ultimo capitulo se dedica a la erosion aedlics, 2
cual es considerada como una de las smenazas mayo-
res de la agricultura en la region mediterrdnea. Este
proceso, se estudia con algun detalle, asi como los
factores de suelo gue lo afectan y algunas prdcticas
gue lo reducen.

El volumen concluye con un indice de materias.

Este libro es una introduccién ripida a estos pro-
blemas. Para su pleno aprovechamiento, se requiere
tener algunos conocimientos bdsicos de ingenieria
agricola. Es una obra prdctica, que refleja muchos
afios de experienciz del auwtor, particularmente en
condicicnes similares al drea del Mediterrineo, gue
ocurren en zonas bastante expendidas de América



556 TURRIALBA: VOL. 39, NUM. 4, TRIMESTRE OCTUBRE-DICIEMBRE 1989

Latina El volumen se recomienda para aqueilas perso-
nas que estudian o manejan suelos en regiones se-
midridas del mundo,

ELEMER BORNIMISZA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

COMPENDIO DE Agronomia Tropical Ed por el
Enstituto Interamericano de Cooperacién para la
Agricultura; Ministerio de Asuntos Extranjeros de
Francia San José, CR., IICA Tomo 2, 693 p.
{Coleccion Investigacion y Desarrollo no. 13)

Hace cuatro afios se publico el Tomo I de esta in-
teresante obra, que el {ICA v el Ministerio de Asuntos
Exteriores de Francia han hecho posible en un esfuer-
zo conjunto.

Se trata de una traduccion y adapiacién del “Me-
mento de agronome”, publicado por el Minjsterio de
Cooperacion del gobierno francés y que constituye un
vademédeum para el agricultor o el estudioso de agri-
cultura tropical.

La intencidn original erz la de publicarlos en tres
volimenes, pero finalmente 1a obra se ha completado
con este volumen o Tomo

El primer toma cubrié una gran variedad de temas:
economia agricola, estadistica, informdtica, contabili-
dad, teledeteccidn, agrometeorologia, topografia, sue-
los, riego, maquinaria y construcciones ruraies

En este segundo tomo se incluyen casi todos los
cultivos alimenticios tropicales, varios cultivos indus-
triales, y especias También se incluyen algunos temas
penerales como son fa fertilizacién v Ja produccion ve-
getal, v algo sobre cdlculos y unidades para la produc-
cion agricola

Una obra de esta naturaleza no puede ser el trabajo
de una sola persona. Han trabajado en ella muchos
téenicos, v en la traduccidn y adaptacidn también co-
laboraron muchos otros. Pero lo interesante es preci-
samente que, a pesar de eso, &l libro tiene unidad y
uniformidad, es homogéneo Usa un lenguaje ficil y
comprensible Desde hiego, a veces se utilizan térmi-
nns que suenan raros para el entendido. Por ejemplo,
se usa el término “produccidn vegetal” cuando en rea-
lidad se hace referencia a la “reproduccion vegetal”.
Se le llama “organismos especializados™ a las semilias,
estacas y otras partes reproductivas de las plantas. Por
cierto, se usa lz palabra “sierpe” que, aungue se refie-
re correctamente a los vastagos que brotzn de las rai-
ces, no es una palabra muy usada con ese sentido en
América Tropical. Hay otras pequefias cosas que no
son de mucha importancia; por ejemplo, se dice que

ta “caballeria” en Guatemals equivale a 64 hectdreas,
cuando en rezlidad son 64 manzanas. A la “vara” se
le asignan O 836 ¢m cuando en realidad son 0,836 me-
tros. Se usa la expresion “pesos y medidas” cuando
corrientemente en el campo se habla de “pesas v me-
didas”

Pero estos detalles no le restan ningin valor a ia
obra, pues ei corazdn de este volumen lo constituye fa
descripcién de una larga lista de cultivos tropicales.

Para cada cuitivo, en forma sintetizada, se da el
nombre cientifico o botgnico, los nombres comunes
mds conocidos, los propésitos del cultivo, las varieda-
des que se conogen, las condiciones ecologicas que re-
quiere, Iz marnera de manejarlo, iz forma de cosechar-
lo, fas plagas y enfermedades conccidas. Desde iuego,
la extensién o tratamiento que se da a esa informa-
cién varia con el cultivo. Por eiemplo, la pifa se des-
cribe en 13 paginas, mientras que todo lo gue se pue-
de decir sobre nance ocupa una pagina

Para cada cultivo se ofrece una ilusiracion o dibujo
v aqui debe decirse que en la gran mayoria los dibu-
jos que se utilizan han sido facilitados por el Dr. Jorge
Ledn, de su obra Botdnica de Cultivos Tropicales
(1987, IICA) Estas ilustrzciones enriquecen notable-
mente el libro

Los cultivos se agruparon en cuitivos alimenticios
{alimentos bdsicos, hortalizas y vegetales), cultivo de
frutales, cultivos indusiriales y culiive de especias,
Son cerca de 135 cultivos que se han incluido apreta-
damente en un libro de casi 700 pdginas Esto incluye
un indice de materias y un listado de cuadros vy fipu-
ras, todos muy ttiles

Al sacar esta publicacion, el ICA estd haciendo
ura contribucién muy valiosa para el hombre de cam-
po, el estudiante y el agronomo, que ahora cuenta
con ung obra de consulta ripida en donde encontrard
lo mds efemental sobre las dudas que puedan surgirle.
La impresion es nitida, bien hecha y cuidadosa, El pa-
pel usade pudo haber sido mds grueso y evitar asi
ciérta transparencia que se nota en algunos momen-
tos

Aparentemente con este tomo se termina la obra
Ei tercer tomo iba a tratar el desarrolio pecuario y los
sspectos econdmicos de las explotaciones de anima-
les, pero una traduccién al espafiol va no verd fa luz
publica, al menos por el momento.

CARLOS E. FERNANDEZ
HICA — SEDE CENTRAL
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BURGER, A. 1985 Food economics. Akademiai
Kiado, Budapest, Hungria.

Me permito haver un breve anilisis de los diecinue-
ve capitulos del libro escrito por la Profesora Burger,
de nacionalidad hingara Cads capitulo es brevemen-
te analizado por separado.

Capitulo 1

Apreciaciones sobre la situacidon mundial optica
realista y algunos tonos ideolégicos. Pareciera haber
convergencia en [os problemas y lo mas curioso, en las
soluciones. Apoyo implicito a los conceptos de eco-
nomia de escaia y eficiencia productiva y sdministra-
tiva

Capitulo 11

Conceptos muy conocidos, algunos un tantc obso-
letos, pero interesantes de recordar. Pebido a su siste-
ma de economia centraimente planificada, recogen y
mantienen un buen namero de datos agregados por el
sistema, que son a veces de utilidad

Capitulo 11}

Mantiene importancia en el desarrolio industrial y
en conceptos de modelos, algunos de los cuales ya
han sido objetados en las economias occidentales.
Dentro del esquema politico del autor, sus observa-
ciones sobre desarrolio econdmico son interesantes,
pero muy poco novedosas. Las reflexiones sobre la
mano de obra nos agradaron. A la luz de lo que ocu-
rre en el bloque occidental los problemas de organi-
zacién y manejo de fa preduccién son tan importan.
tes v se soslayan

Capitulo IV

Revision breve de los modelos de Besarrollo de
Max Keynes, Harrod y Domar, Kalecki, Kaldor y
Leontief muy breve para ser util, también Cobb-Dou-
glas. Podria haberse eliminado totalmente.

Capitulo V

Me recuerda los viejos trabajos de Johnson y Me-
llar sobre el papel de la agricultura en el desarrolle.
Nada original, con algunas interpretaciones, dentro de
la doctring de Jz autora; no merece ser un captiulo

Capitujos VI, VII, VIII y IX

Estos capitulos son el corazdn del libro, el trata-
miento de la inversion, capital, mano de obra y tierra
es claro, conciso uno puede discrepar del enfoque, pe-

10 es un tratamiento profesional y nos gusta mucho.
Hay una gran cantidad de riqueza metodolégica en
ellos que, desde el punte de vista diddctico, pueden
ser utites a cualquier profesor de economia agricota

Capitulo X

Muy buen resumen pero muy corto; podria haber
explicado mds los aspectos de sustitucién y combina-
cion entre factores En este caso, los ingredientes son
mejores que el producto final

Capitulo X1

Buen capitulo, pero muy corto, sobre los ¢riterios
bdsicos de 1a planeacién. La scccion ultima sobre pla-
nes agropecuarios es totalmente insuficiente en deta-
lle y profundidad. Deberia ampliarse.

Capitulo XH

Sobre politica de precios es sorprendente hace
tiempe que ne habiamos leido un tratamiento tan
sensato y equilibrado de los problemas de los precios
planificados. Este deberd ser un capitulo requerido a
todo economista que no crea en la validez del mereca-
do y de la oferta y demanda

Capitulos XIII a XVI

Sabre politica fiscal, crédito, oferta y demanda,
nos parecieron débiles; algunos los de politica fiscal v
crédito, excesivamente cortas e irrelevantes. Los de
oferta y demanda son una sintesis, quizds no muy exi-
tosa de capitulos semejantes en cualquier libro de tex-
to de microeconomia

Caprtulos XVIE XV y XIX

Se refieren a condiciones netamente hingaras y sus
adaptaciones de algunas ideas occidentales. Desafortu-
nadamente, ¢l tratamiento es demasiado corto para
ser util

En resumen, se podria decir que el libro es un
buen documento que condensa la experiencia de la
Profesora Burger, o sea, que hace honor al objetivo
del libro en el prefacio Tiene capitulos brillantes y
otros que requieren mucho trabajo de pulimento

En general, lo mds agradable del libro es constatar
que el mercado, atn en Hungria, es un excelente me-
caniismo regulador y racionalizador; sin duda alguna,
que lo diga ella, tiene mds mérito que si lo decimos
los que creemos en él.

JUAN ANTONIO AGUIRRE
IICA-OFICINA EN HONDURAS
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PANDEY, RK. A farmer’s primer on growing soy-
bean on riceland. International Rice Research Ins-
titute and International Institute of Tropical
Agriculture.

Este libro tiene un titulo muy apte porque, mds
que un libro técnico, es unaz guia para agricultores
Cada pdgina tiene un dibujo en blanco y negro para
ilustrar un concepto. El texto es minime y no entra
en un ningtin tema con profundidad Se trata de un li-
bro para extensionistas o agricultores semianalfabe-
tos.

Desafortunadamente, las prdcticay ilustradas rela-
cionan ¢l cultive de sova en forma muy general v no
se enfocan los problemas especificos de sembrar soya
después de arroz, lo cual es un aspecto de mangjo de
gran importancia y dificuitad No se hace mencidn a
ciertos problemas, como producir soya en terrenos
mal drenados, en suelos pesados, donde habrd proble-
mas de toxicidad de hierro v de manganeso LEn ver-
dad, es simplemente uns guia para cultivar la soya
Por lo tanto, este libro debe ser de poco interés para
cientificos, agricultores y extensionistas en América
Latina, en donde el cultivo de soya es mds mecaniza-
do que en Asia Los problemas de interés cientifico,
relacionados con la adaptacion de soya a terrenos mal
drenados, casi no son mencionados

DONALD KASS
CAFIE, TURRIALBA

PROCEEDINGS OF THE INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON RED SOILS 1986 Editado por
el Instituto de la Ciencia del Suelo de la Academia
Sinica, Beijing, China. 785 p.

Este volumen presenta 33 trabajos sobre suclos ro-
jos de los tropicos y subtropicos. preparados poy cien-
tifices chinos, quienes, hace mds de treinta afios, exa-
minaron los sueios del sur del pais y de unos veinte
investigadores invitados

Los trabsjos se presentan en tres partes que se de-
dican a la génesis y clasificacion de estos suelos. 4 sus
propiedudes y a su manejo

La primera parte incluye 10 trabujos entre los cua-
tes se resalta uno de Buol y Sinchez sobre los suelos
rojos de las Américas. otro de Cochrane sobre los sue-
los rojos tnorgdnicos en las Américas, seguido por unc
sobre Oxisoles de Eswaran er ol vy otro de Van Wam-
beke sobre el use de los datos de clima del suelo, en
taxonomia de los suelos de los tropicos

La segunds purte también incluye 10 trabujos de
tos cuales siele se realizaron con los suelos de China

Los trabajos de enfoque general se refieren a fa re-
tencion de cationes de los suelos rojos de los tropices,
con las cargas superficiales de estos suelos y al efecto
de la materiu orgdnica en eflos

Tedos les trabajos presentan biblivgratias que in-
cluyen mucha informacion tnicsmente presentada en
idioma chino y por o tanto, poco zccesible a los in-
vestigadores de otrus paises

La tercera parte estd dedicada al manejo de suelos
y s la mds extensiva: tiene 13 trabajos, de fos cuales
cinco fueron prepurados por expertos internacionales.
Los dos primeros tratan sobre los abonos nitrogena-
dos y fosfaricos para los suelos tropicales v son de
gran interds para los lectores de América Latina, ast
como el trabajo de Lal sobre el manejo de la superti-
cie def sueto pura k conservacion de agua y el control
de erusion También es de considerable interés el
trabujo de Miyake sobre caracterizacion y manejo de
suefos rojos. con ejemplos de Brasii y de Tailandia,

il volumen finaliza con I descripeion detatlada de
17 sitios y sus suelos; esos sitios fueron visitados en
una excursion posterior a la celebracion del Simposio

Este volumen es una buena contribucion a la bi-
hlivgratia subre suclos tropicales presenlandoe aspec-
tos generates Gtiles asi como uaa introduccion a los
stelos det sur de China. los cuales son miuy poco co-
nocidos fuera de este pais. Se recomiends la obra 3
los interesados en el estudio de Oxisoles y de Ulliso-
fes

ELLMER BORNEMISZA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

PUIG, H.- BRACHO, R 1987. Instituto de Ecologia,
México, D.F 1986 p

El estudio del bosgue mesofilo de montufia, en el
Estado de Taumalipas, México, es una contribucién al
conocimiento de un ecosisierna seriamente amenaza-
do por la tala indiscriminada de sus drboles. Afortuna-
dumente, en la region de Gomez Farias, ain guedan
algunos relictos de vegetacion que no ha sido muy
intervenida, debido, principaimente, a la inaccesibili-
dad de las dreas boscosas v a la poca presion demogri-
fica La regidn estudiada comprende una extension
aproximada de 144 000 hectdreas. Los estudios reali-
zados inciuyen temas relacionados con lu estructura y
compuosicion floristica, productividad, fenologia, es
trategias de regeneracion y formacion de cloros en fa
vegetacién primaria En particular, se ha obtenido in-
formacion sobre Ia influencis de la temperatura y la
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luz en las primeras etupas de crecimiento de un arbus-
to que crece en el solobosque. Hofflnania strigiflosa
Hermsl, de la familia de las rubidceas

Los tres primeros capriulos se relieren a fus genera-
lidades de la region de Gomez Farjas, localizacion,
edafologia v clima EF caprtulo cusrlo estd dedicado
al bosque mesolilo de montafa, tema principat del
estudio. ¢l cual se ubica entre Jos 800 y 1 400 metros
sobre el nivel del mar Se trata de un bosque mixto.
con cuatro eslratos y que s¢ caracteriza por la presen-
cia de especies como Liguidambar stvraciflua, Quer
cus sartorii y O germana. Clethra pringlei. Magnolia
schiedeana. Podocarpus reichiei. Cercis canadensis v
Acer skurchii

Fn el capitulo quinto se muestran tos resuftados
de dos afios de estudio sobre n fenologra v dindmica
de la produceion de hojarasca de las vcho especies
arboreas seleccionadas y su contribucion relativa u la
vcomunidad vegetal

Los capitulos sexto vy sétimo se relacionan con el es-
tudio de la regenerucion natural dei bosque y his per-
turbaciones naturales por Ia cardua de los drboles Ly
informacidn que suministran 2stos dos capitulos es
importante y bisica para un manejo adecuado del
bosque mesdlilo de montafia

El dltimo caprtule, en Torma detallada. huce refe-
rencia a b influencia de s temperatuig v Lo intensidad
luminosa en la germinacion de la especie Hofjarnia
strigiffosa, un arbusto de la familia de las rubidceas
que crece en el sotohosque de fa region estudiada

EEMO MONTLENLERO
SAN JOSLE, COSTA RICA

FASSBENDER, H W.: BORNEMISZA. E 1987 Qui-
mica de suelos con énfasis en suelos de América
Latina. 2 ed. rev. IICA, CR. Coleccion Libros y
Materiales Educativos no. 81. 420 p

Fl Servicie Uditoriat del HUA, en su vol de promoe-
tor del desarollo apricola de fus Amdricas: reciente-
mente ha publicado la obra titulada Quimica de Sue-
tos de fos autores Passbender y Bornemisza. dos pro-
{esores con prolundo dominio en la materia y gue son
ampliamente cenocidos en el mundo cientiTico latino-
ansericanty

Lste libro es upa version completa de Ta primeras
edicion  Sus 420 paginas se dividen en 12 capiiuios
muy bien estructurados: ai final de cada uno de elios
se presenia un breve resumen y las respectivas refe-
rencias bibliogrdficas sctuatizadas que sustentan el

corlenido: ea esta forma el tibro es ficil de leer e invi-
ta al lector a profundizar su conocimiertlo en cual-
quier tema de su interés particular. El libro no es sdlo
sobre Quimica de Suelos; es fa aplicacion de la quimi-
ca o la fertilidad y ol mancjo de los suelos.

Lo el Capitulo ] se discuten los componentes inor-
ginicos, partiendo de la composicion quimica de Is
rocas se establece relacion con la camposicion quimi-
ca del suelo y desde la edaflizacion de Jos materiales
primarios va haciz lo translormacion en minerales
secundarios. tanto cristalinos como amorfos ki lec-
lor no podri profundizar ni en la guimica de fas arcl-
flas ni en su identificacion Tampoco, en fa quimica
de los Andisols por haber sido este nueve orden
recientemente estublecida {1986}

En el Capitulo 2 se discuten los compenen-
ies orgdnicos ¥ organominerales de la fase solida del
suelo y se relacionan los procesos de mineralizacton y
humificacion. La presentacion de tos disefios de los
micleos y compuestos orgdnicos hacen que tales
fendmenos sean comprensibles. Se demuestra fa gran
varfabilidad del contenido de muteria orginica en los
diversos ecosistemus, por consiguiente. la interpreta-
cion cuantitativa también es local Una contribucion
muy positiva es la relucion C/N con ¢l pH . esto abre la
posibifidud de establecer conclusiones entre el conte-
nido de materin orginicy con los grandes grupos de
suelos y sefiala pautas para el manejo de la materia or-
ginica en los diversos sistemas de produccion.

Bl Capitule 3 aporta informacién sobre fas loses
Irquida y gaseose del suele y se discute ta dindmica
del equikibrio Se Hustra cl potencial redox Lh, tedri-
camente v como innovacion, su desplazamiento por s
clectronegatividad pe v establece relacion con el pH
Lieva o una aplicacion el £l en suclos agricaolas nime-
dos, concepeidn de interés para determinar la utiliza-
cion de las tierras humedas en relacion a los cultivos

Ll Capitulo 4 presenta con claridad uno de los te-
mas mids dificiles de explicar: los procesos del inter-
cambio Wdnico a pesar de la complejidad de los fend-
menos y de las complejus reacciones, pavticularmente
en suelas con cargas varinbles Se analizan las soter-
mas y fenomenos de adsorcion y sus expresiones ma-
temiticas Se  discute el intercambio idnice en
Andesols y se encuentra que hay depedencia del ph
Un valioso aporte es ba relocion de la cupacidad de
Cargy Zero con b lixiviscion de nutrimentos. demos-
trando el muncjo de esta propiedad pars mantener la
fertilidad y cuds importante es ¢f proceso de cambio
y de adsorcion especifica de aniones en ks fereilidad

Ll Capitulo 3 discate conceptos asctualizados sobre
fu reaccion del sucle Demuestra el efecto acidificante
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de ciertos tertilizantes en regiones tropleales Funda-
menta el por qué del pH en agua, en KCI N y en Ca
Cl. 001 My los laclores gque alectan o medivion
Al discutir el encaludo de los suelos en ambientes
tropicales recomienda hacerlo con base en el Al-inter-
cambisble

En el Capitulo 0 se discute la gran extension que
ocupan los suelos salinos y sodicos. y s muestia el
procesy active de desertificacion Se itustra fu corace
terizacion de los suelos sfectados por sales y los pro-
cedimientos de recuperacion

Se podria considerar uny seguada parie del libro
del Capitulo 7 al 12 se establecen en cada uno de
ellos  relaciones entre guumicy y fertilidad de los
macro ¥ micrenuttimentos. Se analize ¢l ciclo geo-
quimico del nitrogeno lostoro y potasiv los conte-
nidos y Formas como se encuentran en los sucios: ol
ciclo de cada unw de cllos en el suelo: ef ciclo de
etlus en ecosistemas tropiceles de Amcrica Latina:
la relacion del nitrogeno y potasio en sistemas de
produccion: las  transformaciones de fertifizantes
nitrogenades v potdsicos y sus reseciones en el suelo
Sabre el calcio v magnesio se unuliza ¢l ciclo geoquis
mico: su contenido en los suelos asi como el del
azufre contenido y furmas existentes en suelos tro-
picales y progesos dirdmicos de transtormacion

Se ratiflics que el contenido de nitrogeno en suelos
derivados de materiales volcdnicos es generaimente
ms alto que en otros, debidoe a fa formacion de osga-
aominerales que impiden ia mineralizacion. Ls ilustra-
tiva la relacion simbidtica del nitrogeno y el ciclo de
nitrogeno en ccosistemas pluviales y de subanas: ¢l
clecto del fuego sobre ef nitrogeno de Tos restos vege-
tales: en el sistema de produccion agricola en los sis-
temas de produccion forestal y se discute s interac-
ciones NPK

Se dua a conucer kb potencialidad de fostatos gue
tiene Amdrica Latina: se interpreta las relaciones del
fosforo entre el suelo y la plunts Se discute el ciclo
del fosforo en ecosistemas forestules y en diversos
sisternas de produccion: se analiza la eficiencia y el
manejo de fertilizantes fostutados y algunos resulta-
dos experimentales obtenidos con estos materiales

Se demuestra que el contenido de potasio en los
suelos estd relacionudo con su fuente de urigen
(feldespatos v micas) Se indicy que las formas dispo-
nibles del potasio pueden estudiarse con purdmetros
fisicoquimicos de intensidad y de capacidad, estable-
cigndose relaciones suelo-planta Se explica la fijacion
y pérdidas y se pone énfasis en ¢l ciclo del potasio en
ecosistemas tropicales y en sistemas de produceion, el

gfecte de la tala y la quema sobre las bases del suelo y
lus transformaciones de los fertilizantes polidsicos v
SUS rEACCiunes €n el suelo

Se releciona el contenido de azufre con el vrigen y
evolucion de fos suelos. la correlucion del S-total y el
S crginico Parg  caracterizacion del § orgdnico se
emplea la refacion C/N/S-orginico v que ¢l valor para
C/S es similar del C/P: generalmente. dste s de 1002
200 Se demuestra que o dindgmica de transformacion
y mineralizacién del azufre es similsr a la del nitroge-
no y se explica lu oxidacion vy la reduccion y el movi-
micnio v la absorcion

Se demuestra que el contenido def calcio y magne-
siv depende del material originario y del grado de
meteorizacion Se explican las pérdidas de ambos ele-
mentos en los tropicos y su similaridad con el ciclo
del potasio, pero. sin gue hays liacion Se ilustra el
equilibrio entre lag formas de calcio y magnesio y su
importancia comu correctores de acidez del suelo

Se discuten. en forma conjunts, los elementos me-
neres v oligoelementos B, €L Cu Te, Mn. Moy Znise
demuestia que su contenido en ¢l suelo es indepen-
diente de los materiales originarios y que coanto ms
evolucionade sea un suelo acusa mds deficiencias El
B. Mo v Cl se presentan como aniones y el Cu. Za,
Mn vy Fe como cationes Un diagrama ilustea los pro-
ceses reguladores de lag transtormaciones de los oligo-
elementos cationicos en ¢ suelo y se demuestra el
aligoelemento cambiable en relacion ai pH del suele

No se ha demostrado iz esencialidad de Co, i, Se,
pero se sefinln cudn importantes son estos clementos
en la nutricion animal

En forma grdfics se flustran los principaies fucto-
res que afectun fa contaminacion de los suelos y de
plantas y ios fendmenos que influyen sobre una sus-
tancia contaminante

AMARO ZAVALETA
PRMC--CATIE, COSTA RICA

VANE-WRIGHT, R.I; ACKERY, PR 1985, The
biology of buiterflies London, Academic Press,
429 p {Symposivm of the Royal Entomological
Society, no. 11).

Para alguien no especializado en entomologia, esta
seric de publicaciones de la Royal Eatomological
Society. infciada en 1961, es impresionante por pre-
serar un cimulo de investigaciones, en todas partes
del munde. v en diversos aspectos de Ia clencia, a to
que se suma el gran volumen de trabajos que aparecen
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en las revistas cientificas, generales o especializadas
Cabe anotur, ademais, que en los dltimos afios ha cre-
cido el énfasis hacia el comportamiento de los insec-
tos, a diferencis de las diez reuniones anteriores, en
las que predominabun temas como polimorfismo de
los insectos (1961), reproduccion {1964), abundancia
{(1968), ultraestructura (1970}, refaciones insecto-
planta {1973}, vuelo (1976), desarroilo (19761, diver-
sidad {1978}, y citagenética (1980)

En 1984, las dos reunivnes fueron, una sobre la
bivlogia de las mariposas {la primera dedicada # un
solo orden de insectos), contenida en este volumen, vy
otra sobre comunivacion en los insectos, la que apare-
¢io en otro volumen Teniendo en cuenta que ef volu-
men que comentumos contiene muchos trabajos sobre
comportamiento. esto refleja el crecimiento de las in-
vestigaciones sobie costumbres y peculinridades de la
vida antmal, fas que para B Royal bntomological
Sociely tuvieron un antecedente en lu tercers reunion
{1966), gue {rald precisamente sobre el comporta-
mignto de fus insectos

La —etologia™, términu creado por lus eccétogos
para el estudie comparativo del comportamiento
(befravioner ), como apurece desde hace tiempo en los
diceionarios de ecologia v en los diccionarios de idio-
ma de Oxford, fue considerada como un inocente y
divertido entrelenimiento de algunos cientilicos, sin
ser considerado como importante por el grueso de la
comunidad cientifica Recordemos que von Frisch,
uro de Jos fundadores de la etologia, tuvo gue aban-
donar su trabajo en {a Universidad de Munich por una
violenta discusion con el Director de fa Chiniva de la
Vists, sobre la capucidad de los animales invertebra-
dos y fos peces de percibir el color A Konrad Lorenz
se le ridiculizd por sostener que la stcologra animal era
fijada genéticamente, ya fuese adguirida o innata
Con los afios, esa oposicién cambid conforme se pu-
blicaban lus resullados de las investigaciones. lo que
celmind con el espaidiarazo que recibio la etologia al
concederse ef premio Nobel de Medicina y Fistologia
de 1973, a Karl von Frisch. @ Koearad Lorenz v a Jan
Tinberger

Ed crecimiento de lu etologia en los ultimos afos
ha sido enorme, lo que se ha reflejado en la literatura
cientifica y en fa dispersion de especialistas por tudo
el mundo, abservando lss costumbres y modos de vi-
da de toda clase de animales En los tropicos han inva-
dido los bosques y sabanas, y auspiciados por organis-
mos tales como la National Geographic Sodiety, han
fotografindo y filmado (8 escondidas de los propios
animates) como son sus costumbres Esto se puede
apreciar en la television, en documentales gue nos
muestran como se vortefin y copulun leones. tigres,
avestroces, ranas, ete, en lo que podria considerurse

como una interesante pornografia cientifica animal
Estos grupos son también los que mds presion ejercen
parg la conservacion de la naturaleza, liegando hasta
interferir el desarrolto det pais que los hospeda Un
caso reciente [ue el desafojo de un grupo de gente que
tuvaba oro en uno o dos torrentes del Cerro de Corco-
vido al Sur de Costa Rica, lo que acab6 con una posi-
ble fuente de produccién minera, de la que carece
este puis. En el presente libro hay informes de varios
estudios que se realizan sobre mariposas en ese lugar
Aqui puede sefalarse que esas personas expulsadas
no talaban drbol ninguno y solo lavaban ia arena de
un lorrente para lograr algunas pepitas de oro Hay
olros casus parecidos en nuestros paises, gue nos
hacen reflexionar si vale o pena exagerar tanto la
conservacidn. a expensas de una paciente mineria o
de lu ganaderia, pero ese es asunto que sale del dm-
bitu de esta resefia

El Tibro estd dedivado al Profesor E.B Ford, autor
de los cldsicos “Butlerflies™ (1945) y “‘Moths”
{1955), quien cumplia 8G afios, v asistid e intervino
en lus discusiones del Symposium La obra consta
de 33 contribuciones, distribuidas en 8 secciones quie
van desde sistenuitica, poblaciones y eomunidades,
alimentacion, sexo y comunicacién, migracion, %
conservacion. Las secciones con mds contribuciones
son la de sexo y comunicacion y la de predacion,
parasitismo y defensa (seis trabajos cada una). seguido
de una sobre migracion y variacidn estacional (cinco
trabajos)

Algunos de los trabajos forman de actividades
en progreso en Costa Rica, que es el dnico pais que
figura como tal en el indice de materins Ademis,
con olra paginacion, sé citan trabajos hechos en el
Parque de Corcobado. en la Peninsula de Osa. en el
Sur de Costa Rica, donde L.k Gitbert realizé sus es-
tudios sobre bivlogia de lus comunidades de maripo-
sas Ally estuvo con otros como T LB Mallet, quien
habva trabajado sobre el comportamiento social de
la mariposa Heliconius xanthodes en Colombiz, es-
pecie del mismo género, Heliconius, con el cugl
Gilbert vy sus alumnos han trabajado en ocho espe-
vics distinlas en Sirena, Parque de Corcovado

Otros trabajos realizados en Costa Rica son sobre
alimento de las mariposas (Seccion 7), v son citados
por M C Singer, de la Universidad de Texas Se trata
de Ta ecologia de la planta hospedante, Passiflora, de
las mariposas del Noroeste de Costa Rice (Heliconius
otravezyde J T. Smitty

El libro contiene varios dibujos, cuadros y grificos
gue ilustran fos resultados de los estudios, ast como
algunas fotografias. En el centro, se han sgregado
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unas laminas en color, cuatro de ellas correspondien-
tes a lus especies de Heliconius de Corcovado

BT libro estd muy bien hecho v es un placer tenerlo
en las manos Hay wna bibliogrstia cumulativa, que
abarea todes lus trabujos. fo que constituye una nove-
dosa y Gti} iniciativa Se sfiaden al linal de cada refe-
rencia. entre corchetes, el niimero del capitulo en el
que se huee lu cita, lo que hace posible upreciar que
algunos trabajos son cHados en cuatio o mds capitu-
los Tiene zdemds un indice sistemitico. no solo de
los jepidopteros sino ambién de predatores y conen-
sales de olros ordenes, y de plantas hospedantes. kn
el texto principal se han omitido los nombres de los
autores y de los nombres cientificos, los cudles upare-
cen en este indice sistemitico Tambidn se sefiulan en
et indice. y para cuda especie. el nontbre de lu familia
y se sefialan fus sublamilias con nimeros exponencia-
les entre puréntesis que corresponden a una lista gque
antecede al indice sistemdtico Por titimo. hay un
indice de materias comun y corriente Todo esto faci-
lita enormemente el use de este libro como obra de
consulta

Me he delenido @ comentar estos ndices poigue
bic estado preocupudo en los Qltimus ados por muchos
libros universizarios que han aparecido en Costa Rica,
gue no tienen indice de materias lo que les resta
grandemente su valor como obras de estudio v de
consulta  Asi. a ura introduccion g la flora de Costa
Rica. que tenin lus numbres lecales de fus especies
que presentaba como tipos en cada division botinica,
tuve que dedicarle lurgas horas en hacer un indice
sistemitico. con esos nombres vulgares, para poder
utilizarlo como obra de consulta Y asi hay varios
casos ms, vy de mds de una editorial universitaria.
Tamnbién, una ohra de historia. tal como una bivgra-
fia de Don José Figueres, aparecida en 1987, no tiene
un indice onomistico ni de materius, falla que ha sido
sefialada por mds de un comentarista en los digrios de
Sun José

Libros como este deberian quizds ser examinados
por las personas que vcupan cargos de editores en lus
universidades Quizds asi comprendun cémo se elabo-
ra alge distinto a uny novela o panfleto politico, es
decir, una obra de estudio y consulta.

ADALBERTO GORBITZY
EDITOR EMERITO [IHCA

PROBERT, M E.; FERGUS, 1F; BRIDGE, BJ.;
McGARRY, D.; THOMPSON, CM.: RUSSELL,
J.8. 1987 The properties and management of ver-
tisols. CAB International, Wallingford, Oxon, OX
108DE, United Kingdon. 36 p.

Este pequefio volumen, preparado por el prestigio-
s0 equipo de suelos de CSIRO en Australia, no queda
atrds de su titulo y en la realidad, presenta un buen
resumen sobre las propiedades de estos suelos Los
vertisoles, aunque no son suelos muy corrientes, ocu-
pando un poco menos del 2% de las tierras, se carac-
terizan por su uso agricola intensivo, pues en ellas hay
suficiente agua, En lz América Tropical se estimna que
hay unos 20 10° hectdreas de vertisoles, de los cuales
un porcentaje alto se usa intensivamente

El volumen se dividié en cinco caprtulos, de tama-
fios diferentes, de ios cuales el primero es una breve
introduccion

El segundo capitulo se dedico a la pedologia, 2 la
distribucion de estos suelos y a las condiciones muy
especificas bajo los cuales se torman

Las propiedades fisicas y quimicas son el tdpico
del tercer capitulo, el segundo mds jargo def volumen;
se analizan aqui las relaciones suelo-agua, especiales
de tos vertisoles y la estructura de su superficie Ade-
mds se examina la minerologia, el contenido de mate-
tia organica y el astado del nilrégeno, del fosforo y
brevemente, de los otros nutrimentos como del Sy
los oligoetementos

El cuarto capitulo analiza la dificil tarea del mane-
io de los vertisoles. Se analizan diferentes sistemas de
munejo <e fincas, el efecto de la erosion, de las practi-
cas de cultivo y de la salinidad

Ei texto concluye con un breve capitulo donde se
resume la informacidn, se indican fattantes de conoci-
mientos sobre diversos Lépicos y se enfatiza la apre-
ciable variacion que existe entre diferentes vertisoles

Se termina el velumen con una amplia bibliografia,
especialmente frente en la mformacion de Australia y
Asia, con referencias de Africa pero con poco mate-
rial de Suramérica La bibliograita, en especial, parece
no haber sido considerada aunque existen trabgjos de
importancia.
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La bibliogratiz incluye mds de 250 trabajus y es
as1, posiblemente, la bibliografia mds amplia sobre
este {Opico

Se estima que este volumen. coeditado por CAB e
IBSRAM, es una contribucidon muy wtil & la bibliogra-
fia y deberd {ormar parte de las colecciones de rele-
rencia de fas bibliotecas agricolss de Latino América

ELEMER BORNEMISZA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

VAN BIEST, A {ed ) 1987. Plant and soil interfaces
and interactions. Martinus Nijhoff Publ. Dordtecht,
Netherlands. 270 p

Este volumen representu un esfuerzo particular de
fos editores de la revista Plant and Soil, quienes se
reunieron para celebrar el velumen Noo 100 de esta
unportante publicacion: con esa ocasion. preserttaron
trabajus en cinco divisiones. dedicadas a temas de
considerable interés pura la revista Se presentaron 24
trabajos en los campos de la nutricidn de plantas, fer-
tifidad de suelos. fijacion bioldgica de nitrageno. bio-
logia de suelo y actividad de ratces e hidrobjologia
Estos trabajos incluyen puntos de vista muy originales
v resumenes actuzlizados en dilerentes campos Mis
de la mitad de ellos (i3 trabajos) se ocupan de los
campos de [a nutricion mineral y fertilidad de suelos.
mieniras que biologia de suelos y actividad de raices,
incluyen seis trabajos {(una cuarts parte del volumen)
Los capitulos tienen buenas bibliografias aungue éstas
no sean exhaustivas y representen especialmente tra-
bajos estrechamente relacionados con cada capitulo

Este libro presenta los avances recientes, en dile-
rentes campos, en los que investigan los editores de
Phant and Soi y as:, constituye un resumen muy ac-
tualizado sobre estas hineas de investigacion.

Se recomienda este volumen a los profesores de
escuelas de posgrado v especialmente, a investigadores
en fertilidad de suelos.

ELEMER BORNEMISZA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

SZEGEDI, J. (ed.) 1987. Proceedings of the 9th In-
ternational Symposium  on  Soil Biology and
Conservation of the Biosphere. Academiai Kiado,
Budapest, Hungria, 2 v. 945 p.

Este importante encuentro de especialistas de re-
nombre mundial se realizé en agosto de 1985, con la

participacién de unos 160 investigadores de unos 30
paises, tanto de clima templado como tropical. Fn es-
te simposic se discutid la situacidn actual en lo refe-
rente a Iz influencia de la agricuitura moderna sobre
las propiedades bioldgicas y bioquimicas de los suelos,
con entasis en su fertilidad  Las actas del evento cien-
tifico constituyen dos voldmenes y probablemente
son el documento mds completo sobre la influencia
de los diferentes agroguimicos subre los procesos bie-
[dgicos en el suelo Las presentaciones individuales
son particularmente interesantes ya que muchos de
los trabajos de {a Furopa Oriental se publican en re-
vistas que son poco accesibles en América Latina. Se
presentd tmbién una buena revision de los trahajos
hechos en Cuba en este campo

Los dos volumenes se dividen en ocho subdivisio-
nes de las cuales la primera se dedica al efecto de los
fertilizantes sobre los procesos bioldgicos en suelos.

La segunda subdivisidn, considerablemente s
corta que la primera, examina la interaccién entre pla-
guicidas y organismos en el suelo. Desalortunadamen-
te, con excepcion de un trabajo realizado en Egipto,
tos demds trabajos se refieren a experiencias efectua-
das en fa region templada.

La tercera subdivision, una de las mds largas ya que
ocupa aproximadamente una quinta parte de la obra,
se dedica a la importancia de la fijacidn bioldgica del
nitrégeno Este tdpico, aunque solamente relacionado
marginglimente con el tema central, fue tratado en 23
trabajos tanto del tropico como de las regiones tem-
pladas. Son muy interesantes los informes poco fre-
cuentes que se inciuyen acerca del efecto de diferen-
tes contaminantes del suelo sobre la fijacidn bioldgi-
ca de N La mayoria de los trabgjos mantiene un alto
nivel cientifico, unido a un enfoque practico, lo cual
constituye una caracteristica muy deseable pero no
muy comun en la fiteratura especizlizada

Los trabajos en Iz cuarta subdivisidn examinaron el
papel de los organismos en el suelo, referido a ia dind-
mica de la materia orgdnica Ln esta parte se presenta
informaciéa, tanto de indole agricola como de suelos
forestales procedentes de la zonaz templada v de los
trépicos, especialmente de Cuba . Esta seccidn conclu-
ye ef primer volumen, el cual es un poco mds extenso
gue ef segundo

La quinta subdivision, con fa cual se inicia el se-
gundo volumen, examina el papel de los organismos
presentes en los suelos sobre los procesos pedogéni-
cos Aqui se ha dado énfasis especial 2 la rehabilita-
cidn de suelos regiones mineras v a suelos con conta-
minacion petrolera
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La sexta subdivision, aunque breve —de apenas
ocho trabajos— es dedicada al campo novedoso del
papel de los organismos en el suelo como parte de la
ecologia global del mismo. Se incluyen varios trabajos
sobre suelos forestales, los cuales. en todo este volu-
men. reciben mayor atencién que en la generalidad de
las publicaciones sobre suelos

Las interrelaciones entre la actividad biologica en
el suelo y sus propiedades son el topico de la sétima
subdivisién

El volumen concluye con ia octava subdivision, de-
dicada a las relaciones entre plantas superiores y los
organismos en el suelo, una seccidon muy breve ya que
este campo es afin muy novedoso

El aditor de las actas de este simposio merece un
reconocimiento especial por haber presentado todos
los trabajos en buen idioma inglés y por haber impar-
tido a la obra un caracter uniforme. bien organizado

Un indice de materias que ocupa 16 pdginas y un
indice de autores, ambos muy dtiles para localizar los
diferentes topicos del libro, constituyen ef comple-
mento del texto de esta magnifica obra de referencia

Esta publicacidn ofrece muchas ideas a todos los
que estamos involucrados en la ciencia del suelo y no
solamente a los microbidlogos. Lsie revisor cree que
la adaptaciéon de muchas de las téenicas expuestas
en esty obra 2 las condiciones tropicales, podrd contri-
buir 2 que se logre una mejor comprension de los sue-
los existentes en los paises latinoamericancs ¥ a su
maneio mds eficiente, en una forma menos destructi-
va, para asl asegurar una agricuitura continuada vy efi-
ciente, en un ambiente sano

El libro deberia estar disponible en las bibliotecas
que apoyan la investigacidn y ia docencia de posgrs-
do, en las dreas de biclogia y fertilidad de suelos.

CLEMLR BORNEMISZA
UNIVERSIDAD DI COSTA RICA

INTERNATIONAL POTASH INSTITUTE. 1986,
Nutrient balances and the need for potassium
Proceedings of the 13th IPL. Congress. Bern, Swit-
zerland. 299 p.

Los resimenes del Congreso No 13 del Instituto
Nacional de iz Potasa, realizado en 19806 fueron titu-
lados “El balance del potasio y sus necesidades” kn
la primera sesion de este Congreso, tres autores resu-
men los balances de NPK en diferentes regiones clima-
ticas y sisternas de produccian, tal cual fueron discuti-
dos en los coloquios de 1983 (regiones dridas y semid-

ridas), 1984 (zonas templadas) y 1985 (regiones tro-
picales himedas) Lo mds sobresaliente de estos traba-
jos puede resumirse de la siguiente manera:

~ En zonas dridas el movimiento de potasio estd en
funcion directa de la mineralizacién del nitrogeno.

— En zonas templadas los procesos que mds relevan-
cia tiepen son la pérdida de nitrogeno por denitri-
ficacion y volatilizacion, las de potasio por lavado
y fijacion irreversible y la de fertilizante fosfatado
por envejecimiento

Ei consumo de fertilizantes en zonas tropicales se
ve mds afectado por factores socioecondmicos (fal-
ta de erédito, falta de infraestructura, ete) que por
factores téenice eddficos

La sepunda sesion del Congreso enfatiza los facto-
res de imporlancia que afectan el balance del potasio
{:a foima positiva la disponibilidad de este elemento
se ve incrementada por la adicion de fertilizantes
quimicos u orginicos y la liberacion de potasio de los
minerales primarios; los factores que disminuyen la
dispunibifidad del elemento son la exportacion de K
come producte vendido {cultivo), y el lavado, 1a fija-
¢ion v la erosion del suelo con potasio. Varios autores
coinciden en que ¢l mayor sistema radicular de las
gramineas en relacion a fas dicotiledoneas, les permite
a las primeras absorber potasio nw intercambiable del
suelo, en particudar cuando su concentracion oscila
entre 20-50 mg- K int kg™' de suelo. También se
cunsidera que sistemas de cultivo con varios estralos
radiculares extraen y utilizan el potasio mads eficien-
temente que los monocultivos Este hecho permite
explivar el porqué de la mayor respuestd a la fertiliza-
cion potdsica con leguminosas de grano en vez de
arroz, maiz y pasturas

En la sesion tres, se discute el etecto de los cam-
Bios en los sistemas de produccion sobre el balance
del patasio en el suelo La elevada concentracién del
patasio en e estiércol acumulado en sistemas de esta-
bulacién de animales en Holanda afectz la redistribu-
cidn de este elemento en el campo. Asi mismo, el sis-
tema de cultivo en fajas (citricos, uvas, etc.) con pas-
turas intercaladas, permite cortar el pasto e incorpo-
rar los residuos en las faias, aprovechando la habilidad
de las gramineas para absorber K, el cual sirve como
fertilizante

La cuarta sesion se concentrd en la fertitizacion
con potasio parz mantener el nivel dei elemento en el
suelo bajo diferentes sistemas de finca. Se discute los
resultados encontrados en ls Estacion Experimental
de Rothamsted desde 1843, considerdndose que la li-
beracién de K gs relativamente constante en el tiem-
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po, aunque menor en suelos arenosos que franco-arci-
llosos. Un factor importante que afecta fa distribu-
cion del potasio en el sistema es su concentracion en
subproductos (estiéreol, desechos de la extraccicn de
aztcar, almidones, o proteina de remolacha. papa vy
lucerna, respectivamente), cuyo uso debe satisfacer
las demandas del sistema agricola, asi’ como evitar la
contaminacitn con afluentes ricos en nitrogeno

En iz ultima sesion se discuten la exportacion de
nutrimentos comao parte del producto vendible entre
paises desarroliados y en desarrollo, ast como la cone
tribucioén relativa de los diferentes producios que se
comercizlizan en cuanto # su contenido de potasio.
La situacion varia entre regiones del globo encontrin-
dose gue hay una exportacion nets de nuirimentos de
los paises en desarrollo hacia los mds desarroilados

Curjosamente, los productos que menos pérdida de
nutrimentos causan a los paises exportadores son los
frutales perennes, cultivos altamente recomendables
de acuerdo al uso potencial de los tropices kumedos.
No obstanle que en estos trabajos no se consideran
especies maderables, es de importancia mencionar que
drboles de alto valer zcondmico exportan menos nu-
trimentos que otras especies maderables de poco valor
econtmico

El texto es una excelente contribucion a la litera-
tura del potasio y deberia de formar parte de las bi-
bliotecas de suetos de los centros de investigacion en
nutricion de cultivos y de técnicos especializados en
el tema

ALTREDO ALVARADO
CASILLA 1983
COCHABAMBA. BOLIVIA





