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RESUMEN

Con el objetivo de aumentar el conocimiento sobre las estrategias de defensa de la
planta de Theobroma cacao L. a la infeccion de Phytophthora palmivora, se plante6
estudiar la variacion en el metabolismo de dicha planta en los clones Scavina 6
(SCA-6) y Playa Alta 2 (PA 2), y asi el impacto que podria tener el patégeno sobre la
distribucion del contenido de fenoles, ligninas, carbohidratos y aminoacidos durante
la infeccion. Se realiz6 una recoleccion del material foliar de los dos clones de cacao
a los cuales se le aplicaron tres tratamientos: control (sin tratamiento), puncién mas
agua y puncién mas hongo para evaluarse durante 5 dias. Se realiz6 la extraccion
mediante una solucion de metanol para extraer los compuestos fendlicos solubles y
una etandlica para aminoacidos y carbohidratos, mientras que para los fenoles
ligados y ligninas se realiz6 una hidrolisis basica del material foliar que qued6 como

residuo. La cuantificacion se llevo a cabo utilizando la técnica de fotocolorimetria.

Se encontré que el contenido de compuestos fendlicos solubles aumenté en las
hojas infectadas independientemente del clon luego de aplicar los tratamientos. La
mayor cantidad se observo en el clon resistente SCA-6 y el menor contenido se
obtuvo en el clon susceptible PA-2. Se observé de igual manera que el contenido de
lignina fue mas alto en el clon SCA-6 que en el clon PA-2 y que disminuye en la
interaccién hoja-hongo. Al evaluar el contenido de carbohidratos, se encontré el
mayor contenido para el clon SCA-6 y con respecto al perfil de aminoacidos, el
contenido mas elevado fue encontrado en el clon susceptible PA-2. Estos resultados
indican que hay una participacion importante de los fenoles, ligninas, carbohidratos y
aminoacidos en los mecanismos de defensa de la planta Theobroma cacao L. frente

al ataque de Phytophthora p.
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1. INTRODUCCION
1.1. Historia.

Theobroma, “el fruto de los Dioses”, fue el nombre que le dio Linneo al arbol del
cacao, cultivo ligado como ningun otro a la historia de Latinoameérica por su origen e
importancia comercial (Ploetz, 2007; Gesteira y col., 2007), ya que a partir de sus
semillas se obtiene el chocolate y otros subproductos como la pasta, licor, la
manteca, la torta y el polvo de cacao, usados en la industria farmacéutica y en la
elaboracion de cosméticos. El &rbol se cultiva comercialmente en agro ecosistemas
tipicos de los bosques humedos tropicales, concentrandose su produccion mundial
en una banda estrecha no mayor de 20° al norte y al sur de la linea ecuatorial. Los
productos derivados del cacao son consumidos en todo el mundo y han sido
estudiados por mucho tiempo debido a las propiedades antioxidantes de algunos de
los constituyentes de los fenoles, como los acidos fendlicos, las procianidinas y los
flavonoides (Ren y col., 2003 cit. por Arlorio y col., 2005); asi como sus propiedades
anti-microbianas en contra de algunos patégenos bacterianos de alimentos y
algunas bacterias cariogénicas (Osawa y col., 1990).

Figura 1. Arbol de cacao (Theobroma cacao L.). Morfologia de la planta. Foto cedida por

Daynet Sosa.



La especie Theobroma cacao L. (2n=20 cromosomas), es un arbol de ciclo
vegetativo perenne, cauliflora, flor hermafrodita pentdmera, el tipo de polinizacion es
alégama y entomofila, su reproduccion puede ser sexual o asexual; generalmente se
puede describir como un arbol cuya altura puede superar los cuatro metros,
dependiendo del tipo y del ambiente. Su fruto cominmente es denominado
mazorca, el cual de acuerdo a la especie y variedad adopta diferentes formas,
tamanos, colores y se clasifican en Angoleta, Cundeamor, Amelonado y Calabacillo.
Al partir el fruto se pueden distinguir dos partes bien definidas: el pericarpio, cascara
0 concha que varia de espesor segun la forma o tipo de cacao y las semillas,
almendras o granos, recubiertas por un mucilago de color blanco, sabor dulce y
acidulado. (Barros N, 1981; Mejia L y Arguello O, 2000) (Ver figural).

Varios autores han clasificado los cacaos cultivados en varios grupos, teniendo en
cuenta las caracteristicas fenotipicas de la morfologia del fruto y las semillas,
ademas de la evaluacion histérica de los nombres tradicionales, la distribucion
geografica de las formas y el origen de las mismas. (Barros N, 1981). Segun estos
factores se agrupan en tres grandes grupos, Los Criollos, Los Forasteros y Los
Trinitarios, términos que inicialmente fue acufiado por los productores Venezolanos

durante la colonia a los genotipos cultivados.




Figura 2. Clasificacion botanica del cacao. a) Criollo, b) Forastero y c) Trinitario. (Tomado y
modificado de http://www.therepublicofchocolate.net)

Los Criollos son arboles de poco vigor, mas pequefio que el tipo Forastero, presenta
alto grado de susceptibilidad a enfermedades; sus rendimientos son bajos, pero se
destacan por la alta calidad de sus semillas, caracteristica por la que es reconocido
en el mercado mundial como Cacao Fino o de aroma. (Quintero M. y Diaz K, 2004).
Poseen estaminodios rosados, mazorcas rojas o verdes antes de la madurez, el
pericarpio es muy rugoso y el mesocarpio es delgado y poco lignificado. Las semillas
son gruesas de color blanco o castafio muy claro, poco pigmentadas, con alto
contenido de grasa, sin astringencia, con olor de cacao dulce y sabor agradable,
unido a un aroma delicado caracteristico de los tipos finos. La morfologia de la
mazorca presentan cierta variabilidad y se encuentran cultivares de Criollo con una
superficie casi liso, como por ejemplo los Porcelana de Venezuela. Actualmente se
encuentra cultivado en México, Nicaragua, Guatemala, Colombia, Venezuela y

Madagascar. (Barros N, 1981; Mejia L y Arguello O, 2000; Motamayor y col., 2002).

Los Forasteros son arboles que se caracterizan por ser de mayor vigor y tolerancia a
las enfermedades. Presenta semillas aplanadas con cotiledones de color purpura
fuerte, alta astringencia y bajo contenido de grasa, en términos de calidad son
denominados cacaos ordinarios; las mazorcas son de color verde y cambian a
amarillas en la madurez, el pericarpio es grueso y el mesocarpio fuertemente
lignificado. Este grupo esta compuesto por diversas poblaciones con distinto origen
geografico: el Alto Amazonas (Peru, Ecuador y Colombia), el bajo amazonas (Brasil
y Guayanas) y a lo largo de todo el rio Orinoco en Venezuela. Constituyen la
mayoria de los cultivares de Brasil, Oeste del Africa y este de Asia. (Mejia L y
Arguello O, 2000; Motamayor y col, 2002).

Los Trinitarios, son una poblacion hibrida con marcado polimorfismo, resultado del
cruce entre criollos antiguos y forasteros altos amazoénicos realizados de forma
natural en el Siglo XVIII en la isla de Trinidad, que en esa época formaba parte de la

Capitania General de Venezuela, (Motamayor y col., 2003), ademas de


http://www.therepublicofchocolate.net/

hibridaciones deliberadas a través de distintos programas de seleccién para
mejoramiento desarrollados inicialmente en Trinidad. Su caracteristica mas
sobresaliente es su heterogeneidad, con morfologias intermedias entre sus padres;
es mas resistente y productivo que el cacao “Criollo” pero de inferior calidad.
Actualmente se encuentra cultivado en México, Centroamérica, Trinidad y Tobago y
las Antillas, Colombia, Venezuela, en paises productores del Africa y sur este de
Asia (Mejia L y Arguello O, 2000).

De acuerdo con los trabajos de Motamayor y col. (2002;2003), se encontré gran
variabilidad genética entre y dentro de los grupos de Criollos y Forasteros, lo cual ha
permitido expandir el conocimiento sobre la evolucién de esta especie. Con estos
estudios se confirmd el origen hibrido de los cacaoteros Trinitarios y se propuso una
nueva clasificacion creando los grupos de: Criollo Antiguo, Criollo Moderno,
Forastero Alto Amazoénico y Forastero Bajo Amazoénico. Ademas se reportd que el
cacao Criollo cultivado actualmente corresponde en su mayoria a formas hibridas
entre Criollo antiguo y Forastero bajo amazonico, por lo cual lo llamé6 Criollo
Moderno, evidenciando el efecto de la domesticacion del cultivo por los mayas en los

Criollos antiguos.

1.2. Produccién mundial del cacao.

La produccion mundial de plantas de cacao se concentra en los paises
tropicales, principalmente en Africa y América, tipicamente en minifundios o bajo
sistemas de agricultura de subsistencia (casi el 90% de la produccion de cacao
corresponde a pequefios agricultores con menos de 5 hectareas); mientras que la
produccion de bienes intermedios y finales se centra en los paises desarrollados
(Europa y América del Norte) (ICCO, 2006).

Segun los estdndares internacionales de cacao en el mercado mundial, los

granos de cacao se clasifican segun su destino en dos grandes categorias: La



primera, “ordinarios o basicos”, provenientes de genotipos forasteros procedentes en
su mayoria de Africa y Brasil, utilizados en la fabricacién de manteca de cacao y de
productos con gran cantidad de chocolate y la segunda categoria contempla los
granos de “cacao fino o de aroma”, producidos por los genotipos criollos, trinitarios y
el Nacional producidos principalmente en Venezuela, el Caribe y en Ecuador
respectivamente; que dan caracteristicas especificas de sabor, aroma y color a los
chocolates finos y revestimientos o capas de cobertura. Actualmente, la oferta
mundial de cacao fino o de aroma representa aproximadamente el 5% del cacao
producido en el mundo, por lo cual este tipo de cacao tiene, generalmente, un precio

superior al cacao normal en los mercados de exportacion (Quintero y Diaz, 2004).

El Convenio Internacional del Cacao, firmado en 1995, reconoce solamente a 17
paises como productores de cacao fino de aroma. América Latina y el Caribe
suministra el 80%, Asia el 18% y Africa el 2% En el continente americano, Ecuador
es el mayor abastecedor con 115.000T en 2006, le siguen Colombia (30.000T) y
Santo Domingo (42.000T), segun el Informe de ICCO (2006).

Para el afio cacaotero 2009/10, el primer pais productor a nivel mundial fue
Costa de Marfil (Tablal), con 1,24 millones de toneladas, después le siguen Ghana
(632.000 tn), Indonesia (550.000 tn), Nigeria (235.000 tn), Cameran (205.000 tn) y el
Brasil (161.000 tn). Luego vienen, Ecuador (150.000 tn) y Nueva Guinea (39.000 tn)
(ICCO, 2011).

La importancia de Latinoamérica en el cultivo de cacao viene cayendo,
representando alrededor del 14% en el afio 2010 (21,9% en el 1990). En

Sudamérica la produccion es liderada por Brasil y Ecuador (ICCO, 2011).



Production of cocoa beans
(thousand tonnes)

2009/10 Estimates Estimates
2010/11 2011/12

Africa 2486 68.4% 3225 74.8% 2891 71.4%
Cameroon 209 229 210
Cote d'lvoire 1242 1511 1476
Ghana 632 1025 879
Nigeria 235 240 220
Others 168 221 107
America 516 14.2% 561 13.0% 630 15.5%
Brazil 161 200 220
Ecuador 150 161 190
Others 205 201 220
Asia & Oceania 633 17.4% 527 12.2% 531 13.1%
Indonesia 550 440 450
Papua New Guinea 39 48 45
Others 44 39 36
World total 3636 100.0% 4313 100.0% 4052 100.0%

Tabla 1. Produccién de cacao en granos. (Fuente: ICCO http://www.icco.orq)

1.3 Cultivo del cacao en Venezuela.

La presencia venezolana en el mercado internacional del cacao se caracteriza
mas por su alta calidad que por el volumen comercializado, contribuyendo
actualmente con el 0,64% de la produccién (un estimado de 15.000 toneladas) y
aproximadamente el 0,32% de las exportaciones mundiales. Estos materiales
producidos en el pais son denominados como “finos de aroma” (Portillo et al., 2006).

La produccion nacional esta distribuida en tres zonas geograficas y se
concentra en algunos estados costeros, llaneros y andinos. Cada region productora
del pais se caracteriza por presentar condiciones propias en cuanto a tamafio de la
unidad de produccion, condiciones geoclimaticas, genética del material de siembra,



manejo de la plantacion, tratamientos post-cosecha, etc. que le permiten producir un

tipo de cacao especifico (Alvarez, 2007).

La region nororiental, conformada por los estados Sucre, Monagas y Delta
Amacuro aporta cerca del 49% a la produccion de cacao seco nacional, con mayor
producciéon de forasteros e hibridos; la zona central conformada por los estados
Miranda, Aragua, Carabobo y Yaracuy que produce un 27%, fundamentalmente de
Trinitarios y Criollos; y la zona suroccidental compuesta por los estados Mérida,
Zulia, Tachira, Apure, Barinas y Portuguesa, que produce el 24% del cacao
prevaleciendo los Criollos puros, invalorables por su calidad, especialmente el cacao
Porcelana (Reyes y Capriles, 2000 ; Portillo et al., 2000).

En los Ultimos afos la produccion y la calidad del cacao venezolano se ha
visto afectada por numerosos factores como son: progresiva disminuciéon del
genotipo criollo como consecuencia de hibridaciones naturales con materiales
trinitarios y forasteros introducidos, causando una gran variabilidad genética y
pérdida de la calidad, ademas de la susceptibilidad al ataque de plagas y
enfermedades que han causado grandes pérdidas en las cosechas,
aproximadamente el 20% de acuerdo con las estimaciones de los especialistas.
(Moreno, 2000). A esta situacion se suma, las precarias politicas de mercadeo,
carencia de estrategias para premiar la eficiencia y calidad y de las tecnologias post-
cosechas empleadas en las zonas de produccion de cacao del pais, insuficiente
organizacién de los productores y la carencia de programas integrales de extension.
Todos estos factores han provocado una caida de la calidad y de poco estimulo
hacia el productor y de la falta de una politica seria y consona con la realidad del
sector cacaotero del pais. La problemética cacaotera venezolana se ha centrado en
las siembras de plantaciones representadas en su mayoria, por cacaos hibridos
usando los tipos Forasteros, Trinitarios y Criollos como parentales. Sin embargo, a
través de unas pocas lineas de investigacion se ha venido fomentando el rescate de

los cacaos “Criollos” aun existentes (Alvarez, 2007).
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1.4. Pudriciébn negra o céancer de tronco, ramas y raices (Phytophthora

palmivora).

Las enfermedades de cacao han constituido una de las principales limitantes del
cultivo a nivel mundial segun estadisticas que cuantifican las pérdidas en toneladas
métricas brindadas por varios autores (Bowers y col., 2001). Segun informes anuales
de la Organizacion Internacional del Cacao, la produccion mundial es muy inestable
debido entre otros factores, a las enfermedades y plagas (Campo, 2005). Estimados

globales indican pérdidas de mas del 30% de la produccion potencial del cultivo .

En Venezuela se plantea que los problemas de produccién en cacao han estado
vinculados a las enfermedades, incluso desde sus inicios como cultivo econémico en
el Siglo XVII (Reyes y Capriles, 2000). Desde la época de la colonia, las areas
cultivadas con cacao, han sufrido los azotes del género Phytophthora, que han

provocado la reduccién y hasta la desaparicion de las plantaciones.

El nombre “Phytophthora” proviene del griego “Phyton” que significa planta y
“phthora” que significa destructor, lo que es un indicativo de que el género
proporciona un suministro aparentemente inagotable de problemas a los pat6logos
de plantas ya que es el principal género de fitopatégenos responsable de las
enfermedades mas devastadoras en plantas dicotiledoneas (Irwin, 1997).

La enfermedad “pudricion parda de la mazorca del cacao” es considerada una de las
mas destructivas, causando la mayor pérdida en la produccién mundial y afectando
a todos los paises productores. Su agente causal es atribuido a varias especies del
género Phytophthora sp., siendo las mas importantes P. palmivora distribuida por
todo el mundo y P. megakarya que solo esta presente en Africa. (Appiah y col.,
2003).

La enfermedad comienza sobre la superficie de la mazorca con una mancha
descolorida, sobre la que posteriormente se desarrolla una lesién chocolate o negra
con limites bien definidos (Figura 3b); y en dos semanas, ésta se empieza a
dispersar hasta alcanzar toda la superficie de la mazorca. Ademas, P. palmivora

afecta el tallo del arbol produciendo un sintoma conocido como “cancer del tronco”,
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que se caracteriza por el desarrollo de un &rea necrética marron en la corteza
alrededor del tronco. Cuando se raspa la superficie de la corteza afectada, el tejido
expuesto se torna de acuoso a pegajoso y de un color opaco gris parduzco a un
color rojizo claro. En el caso de un cancer grande, éste puede rodear en circulo el
tronco, causando la muerte subita del arbol (McMahon y Purwantara, 2004). Dado
que las plantulas de cacao crecen muy rapido durante los primeros meses, las hojas
jovenes son muy susceptibles al ataque del patégeno (McMahon y Purwantara,
2004).

Figura 3. Sintomas causados por Phytophthora palmivora. A y ¢) Cancer del tronco, b)

Pudricion o Mancha parda de la mazorca, 3) (Fotos cedidas por Daynet Sosa).

Para la diseminacion de la enfermedad el patdégeno requiere de condiciones de alta
humedad caracteristicas del cultivo. Su severidad y frecuencia es muy dependiente
de las condiciones ambientales sobre todo de la duracion del periodo lluvioso y de la
presencia de agua en las plantaciones bien sea por persistentes lluvias, por drenajes
no funcionales o por inundaciones. En condiciones de humedad, se pueden producir
alrededor de 4 millones de esporangios sobre una mazorca. Estos son diseminados
por el viento, la lluvia, los insectos, roedores, los restos vegetales de la cosecha, las

herramientas contaminadas de la poda y el suelo; el transporte de mazorcas
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enfermas b (Reyes, 2000; Vos y col, 2003). De esta forma se inicia un nuevo ciclo de

la enfermedad.

1.5 Manejo y control del patégeno.

Para el manejo y control de la enfermedad se han aplicado estrategias basicas:
como el control cultural y la combinacién de este con métodos quimicos. El Control
cultural consiste en técnicas de manejo agricola del cultivo que le hacen mas dificil
al patégeno diseminarse por ejemplo: inspecciones de campo al principid de la
temporada de lluvia o cada dos o tres dias después de lluvia, remocién de las
infecciones primarias en las mazorcas, el adecuado desecho del material infectado,
cosechar regularmente las mazorcas maduras y saludables para prevenir perdidas,
mejorar la circulacion del aire y reducir la humedad mediante podas controladas y un
buen manejo de densidad de siembra. Para que estas técnicas sean mas efectivas
se requiere el uso combinado de fungicidas a base de compuestos de cobre, estas
practicas han demostrado ser eficaces en la disminucién de los niveles de infeccién,
sin embargo, el alto costo de los fungicidas y la cultura de producir cacao organico

ha obligado a buscar nuevas estrategias de control (Surujdeo-Maharaj y col., 2004).

Por lo tanto, el uso de materiales de cacao resistentes al patdgeno, es una
estrategia que se ha venido aplicando a nivel mundial. Con la identificacién de
resistencia a P. palmivora en el germoplasma de cacao y el establecimiento de su
naturaleza heredable, se ha implementado en diferentes paises productores, la
seleccién y el uso de genotipos resistentes en programas de mejoramiento genético.
Esta metodologia ha sido adoptada como el método de control mas efectivo y
economico a largo plazo para el control de enfermedades en plantas (Amponsah y
Asare-Nyako, 1973; Lawrence, 1978).

En Venezuela, los programas de mejoramiento para la seleccion de materiales
criollos resistentes se iniciaron en la década de los 70 con los trabajos de Reyes y
Capriles, en el banco de Germoplasma de Caucagua, donde se realizaron estudios

de resistencia genética a Phytophthora spp. y otras enfermedades (Moreno, 2000).
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Actualmente, se realiza la caracterizacion de genotipos de las colecciones de
Barlovento, Seleccion Ocumare del 95 y Forasteros Internacionales en cuanto a su
resistencia/ susceptibilidad a una variedad nativa de P. palmivora, mediante

inoculaciones atrtificiales de discos de hoja y mazorca sueltas (Parra, 2008).

1.6 Resistencia genética. Interaccion planta — patégeno.

El proceso de interaccion entre huésped y patdégeno es un proceso dinamico en el
que ambos intervienen. Cada patégeno ha evolucionado de una forma distinta en
cuanto al modo en que invade el apoplasto de su planta huésped, utilizando
herramientas enzimaticas o fisicas. Ante esto las plantas han desarrollado
mecanismos de defensa contra los posibles agentes agresores. Este sistema de
defensa a manera general esta constituido principalmente por dos mecanismos:
constitutivos o de resistencia pasiva, e inducidos o resistencia activa (Conejero,
1997; Gémez, 2005).

La primera barrera de interacciéon entre las plantas y los patégenos, son los
mecanismos constitutivos preexistentes en la planta huésped, estos son de
naturaleza estructural y de naturaleza quimica. Esta primera interaccion puede
variar con el estado de desarrollo de la planta, el 6rgano y el tipo de tejido afectado,
lo que concuerda con la descripcion de la resistencia en cacao a la penetracion de
P. palmivora, descrita por lwaro y col (1997b), sugiriendo que ésta es especifica de

la morfologia de cada 6rgano.

Los estudios de resistencia genética a esta enfermedad se han dificultado debido a
la variabilidad genética del patdgeno y a la influencia de las condiciones ambientales
(Van der Vossen, 1997). Existiendo evidencias de que la penetraciéon de
Phytophthora tiene lugar a través de los estomas (lwaro et al., 1999); y se ha
descrito en cacao, la existencia de dos niveles de resistencia al patogeno. El primer
nivel denominado “resistencia a la penetracion” y atribuido a factores morfolégicos

(frecuencia y tamafio de estomas), que afectan la entrada del patégeno y determinan
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el nimero de lesiones establecidas, siendo una resistencia especifica de cada
organo vegetal; y el segundo nivel, posiblemente gobernado por factores
bioquimicos, el cual se describe como “resistencia a la post-penetracién”; que se
relaciona con la extension de la invasion del patdégeno en el tejido huésped y por lo

tanto determinada por el tamafio de la lesion (Iwaro y col., 1997a;b;c).

Una vez el patdgeno atraviesa esta primera barrera, inicia su colonizacién
penetrando el apoplasto vegetal y secretando una serie de efectores que
interaccionan con los receptores de la pared celular hospedante. Cuando la planta
reconoce los efectores, producidos por los genes de avirulencia (Avr) del patégeno,
responde con una bateria de reacciones de defensa inicialmente asociadas a la
pared y al mismo tiempo activa la reprogramacion celular desencadenando una serie
de cambios bioquimicos que conllevan a la muerte de las células atacadas, lo que es
denominado reaccion hipersensible (HR). Su estrategia es generar un medio
inapropiado para el mantenimiento del patégeno con la consiguiente restriccion de la
multiplicacion y propagacion de la enfermedad. A nivel macroscopico la planta se ve
salpicada de manchas necréticas cuyo tamafio depende del grado de resistencia.
Esta accion concuerda con la teoria de la resistencia a la postpenetracion descrita
por Iwaro (1997a;1997)

Conjuntamente con la reaccion hipersensible, en el tejido que rodea las células
necrosadas se inicia la acumulacion de fitoalexinas, acompafada del fortalecimiento
fisico de la pared celular (produccion de callo y ligninas) y la produccion de un
conjunto de proteinas componentes de la propia respuesta relacionadas con la
patogénesis denominada PRs. Estos mecanismos en conjunto se conocen como
Resistencia Local Adquirida (LAR). Un mecanismo similar también se activa en
tejidos alejados al sitio de infeccion, por medio de una sefial 0 mensaje que se
propaga por el sistema circulatorio de la planta y genera una especie de memoria
gue inmuniza la planta contra infecciones posteriores de patdégenos homoélogos. A

esto se le conoce como Resistencia Sistémica Adquirida (SAR).
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El estudio de la interaccién planta-patdgeno ha sido abordado teniendo en cuenta
muchos aspectos como la interaccion morfolégica, fisiolégica y bioquimica, y mas
recientemente con aproximaciones desde areas como la gendmica, transcriptomica
y protedmica. Sin embargo, los resultados no siempre aportan suficiente informacion
en relaciébn a los productos finales que actdan en respuesta a la defensa de la
planta; sugiriéndose que este problema debe orientarse hacia el estudio del
metabolismo, el cual es el resultado final de la dinamica bioquimica influenciada por

la expresion genética (Lopez-Gresa, 2010).

1.7 Espectrofotometria (Skoog, 2001).
1.7.1 Principios de espectroscopia. Espectro electromagnético

Los métodos espectroscopicos se encuentran entre las técnicas analiticas mas
conocidas y usadas. La espectroscopia es una ciencia que estudia las interacciones
que suceden entre la radiacion y la materia. Los métodos espectroscopicos de
andlisis miden la cantidad de radiacion producida o absorbida por el analito al
interactuar con la radiacion. Estos métodos se clasifican segun la region del espectro

electromagnético usado para hacer la medicion, tal como se ilustra en la Tabla 2.

La absorcion y fluorescencia de radiacion ultravioleta y visible son de amplia
aplicacidon cuantitativa en distintas areas de la quimica, la fisica y la biologia. Por el
contrario, la absorcién infrarroja se utiliza principalmente para identificar grupos
funcionales en las moléculas, mientras que la resonancia magnética nuclear (RMN),

se usa principalmente para identificar estructuras moleculares.
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. Frecuencia Energia . .
Banda Longitud de onda (H2) (3/mol) Cambio Cuantico
Rayos y <100 pm >3x10"° >10° Configuracién nuclear
16 7
Rayos X 100 pm-10 nm >3x10 >10 Distribucién electrénica
uv 180-380 nm u . (transiciones de electrones
>3x10 >10 i &t
Visible 380-780 nm entre niveles energéticos)
IR cercano 0,78-2,5 um Transiciones entre estados
: >3x10" >10° vibracionales y rotacionales
IR medio 2,5-50 um de los enlaces
Microondas 100 pm -1 cm >3x10"° >10 Orientacién molecular
ERE 1 cm-100 cm >3x10° >107" Cambios en la alineacion
del espin del nacleo
RMN 100 cm-10 m >3x10° <107 sometido a un campo
magnético externo

Tabla 2. Regiones del espectro electromagnético. Cambios cuanticos que ocasionan en la
materia (Skoog, 2001).

1.7.2. Propiedades onda particula de la luz

La radiacion electromagnética es una combinacibn de campos eléctricos y
magneéticos oscilantes, que se propagan a través del espacio transportando energia
de un lugar a otro sin ser necesario un medio material para propagarse. A la
radiacion electromagnética de la region UV/VIS suele llamarsele luz. EI modelo de
ondas no explica satisfactoriamente los procesos de absorcion y emision de
radiacion, para esto se considera la radiacion electromagnética como particulas,
fotones o cuantos. Las teorias de la radiacibn como particula y como onda se
complementan entre si, ya que la energia de un foton es proporcional a la frecuencia

de la onda electromagnética.

Los fendmenos de reflexion, interferencia, refraccion y difraccion se pueden
entender al visualizar la radiacion electromagnética como oscilaciones sinusoidales
de campos magnéticos y eléctricos perpendiculares y oscilan a su vez en sentido
perpendicular a la direccion en que avanzan. La amplitud A de la onda sinusoidal se
define como la longitud del vector del campo eléctrico en el punto maximo de la

onda. La longitud de onda A es la distancia lineal entre dos puntos sucesivos
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maximos o minimos y se ve afectada por el medio que atraviesa la radiacion. El
periodo p es el tiempo necesario para recorrer la distancia A. La frecuencia v es el
namero de oscilaciones del vector del campo por unidad de tiempo, igual a 1/p. Esta
es constante independientemente del medio que atraviesa mientras que la velocidad
v con que atraviesa el medio depende tanto de la naturaleza del mismo como de la
frecuencia, y es igual al producto de la frecuencia por la longitud de onda. En la

Figura 4 se ilustran parte de los conceptos definidos.

Campo elécrica
= Lengitud de onda [Distancia
e Pioos SUCEsTVos)

Distancia
Campo magnéticn

¢
Velocidad de
la luz

f = Frecusncia
{Nimera da titles por segunds
pasando per un punts fijg)

Figura 4. Radiacién electromagnética. (FAO: Food and Agriculture Organization of the
United Nations)

La luz viaja en el vacio a su maxima velocidad, estimada en 2,99792 x 10® m s™.
Esta disminuye en el aire solo un 0,03 %, por lo que en el aire o en el vacio el valor
se redondea a 3,00 x 10® m s'y se representa con el simbolo c. La velocidad de la
luz en otro medio es menor debido a la interaccion del campo electromagnético con

los electrones de las moléculas del medio.

El nimero de onda ¥ se define como el nimero de ondas por centimetro y es igual
a 1/A\. Para otras interacciones de la radiacion con la materia es conveniente

considerar la luz como fotones o cuantos, relacionando su energia con su longitud
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de onda, frecuencia y numero de onda mediante la ecuacion (i), donde h es la
constante de Planck (6,63 x 10 34 J-s).

E=h1ﬂ=%=hcﬁ (i)

1.7.3. Lambert y Beer, transmitancia y absorbancia

La ley de Lambert y Beer, también conocida simplemente como la ley de Beer o ley
de absorcién, relaciona cuantitativamente la intensidad de la radiacion con la
concentracion de las moléculas que la absorben y la distancia que recorre el haz de
luz en el medio absorbente. Cuando la luz atraviesa una solucion con un analito, la
intensidad de la radiacion disminuye debido a las interacciones entre los fotones y
las particulas absorbentes. En la Figura 5 se muestra como la intensidad del rayo
disminuye de lpa |; al atravesar una celda de longitud | que contiene una solucion de
concentracion ¢ de un analito cuyo coeficiente de absorcion es € (abreviado también

como a).

-

Iy
li———
/

Figura 5. Absorciéon de un haz de luz por una solucién absorbente. (R., Carlos, 2006)

La transmitancia T de la solucion es la fraccién de radiacion incidente que transmite

la solucion (Ecuacion ii), suele expresarse en porcentaje (Ecuacion iii)). La
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absorbancia A de una solucidbn se relaciona con la transmitancia de forma

logaritmica, al aumentar la absorbancia disminuye la transmitancia (ecuacion iv).

r="% (ii)
ID

%7T ==X 100 % (iii)

A= —lcrgji (iv)

La Ecuacion (v) corresponde a la expresion matematica de la Ley de Beer. De esta
ecuacion se observa que a partir de la medicibn de A es posible calcular la
concentracion del analito, si se conocen | y . Comunmente, se obtiene una curva de
calibracién a partir de soluciones de diferente concentracion. La pendiente de la
recta que se obtiene al graficar A versus c corresponde a l-¢, y constituye el factor de
respuesta que permite luego calcular ¢ de una solucién problema. La relacién entre
Ay c solamente es lineal en un intervalo pequefio de concentraciones. Para fines de
analisis cuantitativo es necesario verificar que las concentraciones estén dentro del

rango lineal de respuesta.

A= &lc V)

1.8 Reacciones colorimétricas.

Las reacciones colorimétricas son reacciones que generan productos con un color
caracteristico a partir de algin compuesto de interés no coloreado. Pueden ser
usadas para fines cualitativos asi como cuantitativos. Cualitativamente, al producirse
el color esperado se sabe de la presencia de algin tipo de compuesto (grupo
funcional) y segun la intensidad del color se infiere si hay mayor o menor cantidad de
este. Para el analisis cuantitativo se mide la absorbancia de una solucion del

complejo coloreado formado y se compara con una curva de calibracion obtenida a
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partir de soluciones de concentracion conocida de un compuesto patron para

calcular la concentracion del compuesto de interés.

1.8.1 Determinacién de compuestos fendlicos por el método de Folin-
Ciocalteu (F-C).

El método Folin-Ciocalteu usado actualmente fue propuesto por Singleton y Rossi en
el afio 1965, se basa en la oxidacion de fenoles en solucidon alcalina con el reactivo

heteropolianionico amarillo fosfomolibdato y fosfotungstato (3H,O-P,05-3WO3-

5M003-10H,0 y 3H,0-P,05-14W034M005-10H,0).

El mecanismo béasico de éste método es una reaccién Redox, ya que el reactivo de
Folin es una mezcla de acido fosfotingstico (HsPW12040) y de acido fosfomolibdico
(HsPMo01,040) que se reduce, por oxidacion de los fenoles presentes en la muestra, a
una mezcla de 6xidos azules de tungsteno y de molibdeno (Figura 6) que presentan
un maximo de absorcion a 765nm y se cuantifica por espectrofotometria en base a
una curva patron de un acido de referencia (clorogénico), siendo la coloracion

proporcional al nimero de grupos hidroxilos de la molécula.

@ OH Reactivo de Folin
(we+, Me**)

(color amarlllo)
O

-——-—'

0 Reactivo de Folin
reducido
(WS, Mo®)
[o] (color azul)

Figura 6. Oxidacioén de los grupos fenoles por el reactivo Folin-Ciocalteu.
(http://dc148.4shared.com/doc/NdFeuoyJ/preview.html)
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Singleton y Rossi (1965), junto con otros autores unos afios mas tarde, estudiaron
las variaciones que afectan la reproducibilidad del método, donde se incluyen las
concentraciones iniciales y finales de carbonato de sodio, la secuencia de adicion de
los reactivos, el intervalo entre estas adiciones, el tiempo y temperatura de
incubacion de la mezcla de reaccion, la longitud de onda especifica a la que se
determina la absorbancia, asi como el volumen de mezcla final; sin dejar de
mencionar la concentracion de alcohol en la mezcla final. Por otra parte, los mismos
autores afirman que con el fin de obtener resultados reproducibles, es importante
mezclar la muestra y el reactivo F-C bajo condiciones diluidas, y afiadir una solucién

de carbonato al final.

Aunque se trata de un método simple, preciso y sensible, es un procedimiento de
baja reproducibilidad en algunos casos, es por ello que se deben cuidar
cuidadosamente todos los parametros experimentales para obtener resultados

reproducibles.

1.8.2 Determinacion de carbohidratos.

Una de las formas para la determinacion de azucares solubles (Carbohidratos) en
extracto foliar es el método de la Antrona-H,SO, modificado por Castrillo (1999).
Este método consiste en romper los enlaces glicosidicos de la sacarosa mediante la
adicion de acido sulfarico para que los monosacaridos se unan a la antrona,
generando un color verde-azulado, el cual puede medirse a una absorbancia de 630

nm. En la Figura 7 se presenta el esquema correspondiente a esta reaccion.
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Figura 7. Unién de la antrona a los monosacaridos de fructosa y glucosa. (Fuente: Beatriz

Pernia, IDEA, comunicacién personal).

En un estudio llevado por Yemm y Willis (1954), se determiné que la relacion entre la
absorbancia y la concentracibn de azucares no era estrictamente lineal, siendo
necesario usar curvas de calibracién particulares para cada azucar. También
encontraron que la Antrona reacciona con hexosas, pentosas y carbohidratos que se

pueden encontrar en el material biolégico.

Otro método muy comun para la determinacion de carbohidratos es el método de
fenol-sulfarico o método Dubois (1956), el cual se fundamenta en que los
carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes y altas temperaturas.
Bajo estas condiciones una serie de reacciones complejas toman lugar empezando
con una deshidratacion simple, si se continda el calentamiento y la catalisis acida se
producen varios derivados del furano que condensan consigo mismos y con otros

subproductos para producir compuestos coloridos producto de la condensacion de
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compuestos fenodlicos y con heterociclos con el nitrdgeno como heterodtomo. La

condensacion mas comun es con fenol. Este método es facil, eficaz y rapido.

Todos los azucares como oligosacéridos y polisacaridos pueden ser determinados,

recordando que éstos bajo hidrolisis acida producen monosacaridos.

La forma en que procede la reaccidbn no es estequiométrica y depende de la

estructura del azucar, por lo tanto se realiza una curva patron. (Nielsen, 1998).

1.8.3 Determinacion de aminoacidos.

Hay una amplia gama de métodos colorimétricos que permiten la determinacion
cualitativa y cuantitativa de aminoacidos. Aunque son métodos muy generales,
algunos de ellos permiten discriminar entre diferentes tipos de estos compuestos.
Asi, hay métodos de determinacién de aminoacidos con el grupo amino libre
(método de la ninhidrina), de los que poseen un grupo inddlico (triptéfano; reaccion
con acido glicoxilico), un anillo fendlico (tirosina; reaccion de Millon), de aminoacidos
azufrados (cisteina; reaccion con nitroprusiato sodico). En todos los métodos, el
aminoacido reacciona con otro compuesto formando derivados coloreados que se

pueden determinar cuantitativamente por espectroscopia visible.

De todos los métodos resefiados, el mas general y utilizado es el de la reaccion con
la ninhidrina. La ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) reacciona con aminoacidos
gue tengan el grupo amino libre, dando lugar a la formacién de amoniaco y anhidrido
carbonico, con reduccion del reactivo (ninhidrina) ahidrindantina (Figura 8). La
hidrindantina reacciona a su vez con el amoniaco y otra molécula de ninhidrina para
dar un compuesto de adicion doble gue presenta una coloracion azul-purpura, con la
excepcion de la prolina que da una coloracién amarillenta (recordar que en la prolina
el grupo amino esta sustituido (Figura 9)).El derivado coloreado presenta maximo de
absorcion en torno a 570 nm. La técnica es muy sensible, por lo que es ideal para

detectar concentraciones bajas de aminoacidos, como por ejemplo la Prolina, que es
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un aminoacido que se encuentra en bajas cantidades en las plantas cuando éstas

crecen en condiciones éptimas.

0
NHa
OH
i + RCHCO,H & —=
0H
ninhidrina O
0
(0]
N
+ RCHO + CO +3H:0
0
HO

(morado)

Figura 8. Reaccion de aminoacidos con la ninhidrina. (Fuente: Jorrin, J. Separacién de

aminodcidos por cromatografia en capa fina y deteccion mediante reaccién con ninhidrina.)

En condiciones de estrés, se ha encontrado que el contenido de prolina aumenta
para actuar como agente osmatico (Delauney & Verma 1993; Kavi Kishor et al. 1995;
Yoshiba et al. 1997), protegiendo a la planta de la deshidratacién. Muchas especies
de plantas acumulan prolina libre en respuesta a la salinidad, la sequia y el frio. De
igual manera actia como estabilizador de proteinas y membranas, inductor de
genes relacionados a estrés osmaotico, fuente de carbono y nitrégeno facilmente
disponible en la rehidratacion celular, fuente de equivalentes de reduccion (del
catabolismo de prolina) para sostener la fosforilacion oxidativa y la generacion de

ATP durante la recuperacion del estrés (Hare & Cress 1997; Hare et al., 1998).

25



COOH 0

0
CH 4
@DH + H_Né —_— Na + COL{g) + 2H,0
0

o

Ninhidrin Proline Red coloured complex

Figura 9. Reaccion de la prolina con la ninhidrina. (Biblioteca virtual de la Universidad de

Chile, repositorio/ap/ciencias_quimicas_y_farmaceuticas)
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2. ANTECEDENTES

El desarrollo de una enfermedad puede inducir cambios en el contenido de
carbohidratos, fenoles y aminoacidos de las plantas hospedantes, asi como
alteraciones metabdlicas que pueden favorecer o inhibir el desarrollo de los
patdogenos. Por lo tanto, existe una participacion de estos compuestos en los
mecanismos de defensa de la planta contra enfermedades y plagas. De hecho, las
rutas metabdlicas de estas sustancias estan interconectadas: las rutas de los fenoles
y los aminoacidos usan productos del metabolismo de los carbohidratos como
precursores. También se sabe que durante la interaccion patégeno/ hospedante, los
aminoacidos pueden actuar como sustrato para el patégeno o pueden tener un
efecto fungistético a través de su participacion en la sintesis de proteinas especificas
relacionadas con la infeccion (Ndoumou et al., 1996). Existiendo en cacao, una
considerable variabilidad genética entre genotipos, en funcién de su contenido en
carbohidratos, fenoles, nitrégeno y proteina (Ndoumou et al., 1996; Nyadanu et al.,
2012).

El rol de los compuestos fendlicos en la defensa de las plantas se encuentra
documentado, describiéndose que los mismos se acumulan a diferentes niveles en
los tejidos infectados como respuesta a la invasion de un patégeno (Boudjeko et al.,
2007). Omokolo y Boudjeko (2005) describieron a los fenoles como factores de
resistencia de cacao a la infeccion por diferentes especies de Phytophthora.
Omokolo y col. (2002) inocularon mazorcas de cacao con Phytophthora megakarya
en clones susceptibles, medianamente susceptibles y resistentes a este patégeno
para evaluar el cambio en los niveles de aminoacidos y carbohidratos ante la
presencia del hongo y compararlos con los niveles expresados en mazorcas sanas.
En el andlisis de los extractos se observaron concentraciones de aminoacidos
mayores para los clones menos susceptibles que para los clones susceptibles. Se
obtuvo una disminucion en la cantidad de carbohidratos en los clones altamente
susceptibles la cual se correlacioné con la alta velocidad de evolucién del area
necrotica, adjudicando estos resultados al consumo de los carbohidratos por el

hongo para su crecimiento y desarrollo.
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De igual manera, Djocgoue y col., en el 2007 evaluaron la resistencia de las plantas
de cacao contra el patégeno Phytophthora megakarya, asi como las lesiones
necroticas, el contenido fendlicoy la alteracion cualitativa de los compuestos
fendlicos, utilizando dos clones de T. cacao trinitarios y sus hibridos, derivados de la
cria de la cruza reciproca entre estos dos clones padres después de inoculacion;
encontrandose que el andlisis de fenoles totales y tamafo de la lesién no deriva de
la maternidad y que el andlisis cualitativo de fenoles en los clones y sus hibridos
mostr6 una modificacion de los perfles de compuestos fendlicos,
principalmente apigenina relativa y derivados de luteolina, debido a la inoculacion.
Dando como resultado que esos compuestos, junto con otros que no pudieron ser
identificados pudieran tener un papel en la reacciéon y mecanismo de defensa de

cacao contra P. megakarya.

En el 2003, Nojosa y col., estudiaron los niveles de fenoles solubles totales y la
actividad de las enzimas oxidativas (polifenol oxidasa y peroxidasa) en clones de
cacao resistentes y susceptibles a Crinipellis perniciosa. Encontraron que los
niveles de fenoles solublesy la actividad delas enzimas oxidativas fueron
inversamente correlacionados enla mayoria de los clones estudiados, lo que
sugiere una posible inhibicién de las enzimas oxidativas por fenoles. Asi mismo, en
el andlisis determinaron que el nivel de fenoles en clones estudiados en los tejidos
sanos de las hojas de T. cacao con resistencia a C. pernisiosa fue en general mas
alto que en clones susceptibles, lo que puede contribuir a la defensa contra el

patdégeno.

Existe poca informacién publicada acerca de la participacién de los azucares en las
respuestas de defensa de las plantas, ya sea para prevenir o limitar la invasion del
patogeno. Por lo tanto, el papel de estos compuestos en la resistencia no esta bien
definido; aun cuando existen algunas evidencias directas e indirectas de que
participa en la resistencia a patdgenos fangicos (Bugbee, 1973). Ademas, los
carbohidratos (manitol) que son osmoprotectores, se acumulan en el citoplasma en
altas concentraciones cuando el potencial hidrico es bajo y pueden afectar al

patdgeno al requerir estos un potencial hidrico elevado para su desarrollo 6ptimo.
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También las hexosas (sacarosa) inducen la expresién de muchos genes, incluyendo
genes de resistencia que determinan la produccion de peroxidasas y proteienas

relacionadas con la patogénesis (PR) (Djocgoue et al., 2011).

Estudios de Djocgoue et al. (2011) demostraron que en las mazorcas de cacao,
existe una acumulacién de aminoacidos y carbohidratos después de la infeccion con
P. megakarya, y esta acumulacion explicaria, en parte, las diferencias observadas
durante le desarrollo de la enfermedad entre los clones de cacao. Nyadanu et al.,
(2012) evaluaron 12 genotipos de cacao a P. megakarya con el objetivo de
identificar caracteristicas bioquimicas asociadas a la resistencia a estos patdgenos.
Determinaron los niveles de nitr6geno, proteina, azlUcares solubles e insolubles,
polifenoles totales, flavonoides, taninos y ligninas en hojas y mazorcas de cacao
antes y después de la inoculacion con Phytophthora, concluyendo estos autores,
gue los niveles de estos compuestos se incrementaron después de la inoculacion
con P. megakarya, existiendo entonces una significativa y negativa correlacion entre

los fenoles totales, los azucares y las proteinas y la resistencia al patégeno.

Considerando que i) muchos autores han mostrado que existe una correlacion entre
la resistencia de Theobroma cacao L contra Phytophthora sp y el area necrosada de
hojas y tallos infectados artificialmente con P. megakarya. (Alemano et al. 2003,
Djocgoué et al. 2006; Paulin et al. 2008; Wakam et al.,, 2011) y ii) esta
suficientemente documentado el uso por parte de las plantas de compuestos
quimicos como mecanismo de defensa natural; es de vital importancia dilucidar la
relacion que existe entre ciertos compuestos quimicos y la resistencia a P. palmivora

de genotipos utilizados como progenitores en Venezuela.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Determinar el efecto de la infeccion de Phytophthora palmivora sobre el contenido de
compuestos fendlicos, ligninas, aminoécidos y carbohidratos en dos clones

(resistente y susceptible) de Theobroma cacao L.

3.2 Objetivos Especificos:

1. Determinar el contenido total de fenoles presentes en dos clones de
Theobroma cacao L. (resistente y susceptible), infectados con Phytopthora

palmivora.

2. Determinar el contenido de ligninas presentes en dos clones de Theobroma

cacao L. (resistente y susceptible), infectados con Phytopthora palmivora.

3. Determinar el contenido de aminoacidos y carbohidratos presentes en dos
clones de Theobroma cacao L. (resistente y susceptible), infectados con
Phytopthora palmivora.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Disefio experimental.

Se recolectaron dos genotipos de cacao (clones Scavina 6 (SCA-6) y Playa Alta 2
(PA-2), considerados como resistente y susceptible a Phytophthora palmivora
respectivamente), del banco de Germoplasma de Cacao del INIA Miranda (Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias), en el campo experimental Padrén,
Parroquia Ribas, Municipio Acevedo, sector Tapipa. La recoleccion se realiz6 a las
6:00 am para asegurar que las plantas tuviesen los estomas abiertos y llevar a cabo
la inoculacién del patégeno. La metodologia experimental general se muestra en la
Figura 10.

Clon resistente Clon susceptible

(SCA-6) (PA-2)

Tejido Tejido Tejido
sano herido inoculado
l |
I

Determinacion del 4rea de
infeccion (hasta 5 dias después de
lainoculacion)

Extraccidon de metabolitos
primarios y secundarios

Comparacién de los perfiles
quimicos de los tratamientos

Figura 10. Diagrama de la metodologia experimental.
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Se manejaron treinta (30) hojas por clon o genotipo, extraidas de la misma planta, a
las que se aplicaron los siguientes tratamientos: hoja intacta, hoja a la cual se le hizo
una puncion con agua y hoja a la cual se le hizo una puncion con inoculo
(Phytophthora palmivora). A partir del momento de la inoculacion, las muestras se
introdujeron en bandejas plasticas con alto porcentaje de humedad, selladas
herméticamente y almacenadas bajo condiciones de oscuridad durante 5 dias. Se
tomaron muestras a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas para las determinaciones
guimicas (contenido de compuestos fendlicos solubles y ligados a la pared, ligninas,
carbohidratos totales y aminoacidos). Transcurridos los cinco dias se realizé el
andlisis cualitativo del avance de la inoculacion y se clasificé al clon PA-2 como
susceptible a Phytophthora sp. y al clon SCA-6 como resistente. Se extrajeron los
compuestos de interés de cada una de las muestras vegetales y se utilizaron
reacciones colorimétricas para el analisis de fenoles, ligninas, carbohidratos y
aminoacidos. En base a conocimientos previos y a los resultados obtenidos, se
correlacion6é la resistencia/susceptibilidad de las variedades de cacao con la
variacion del contenido de los compuestos estudiados frente a las condiciones de

estrés del experimento.

4.2 Materiales y reactivos:

= Etanol al 70 y 80%.

= Metanol puro.

= NaOH 2M.

= HCI2M.

= Acido Clorogénico.

= Solucion de Fenol al 5%.

= Acido sulftrico.

= Acido fosférico 6M.

» Solucion de Ninhidrina &cida.

» Acido acético.
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= Tolueno

» Tubos de plastico de 1,5 mL.
= Capsulas de petri.

= Tijera.

= Agujas.

» Bandejas plasticas.

» Papel parafilm.

= Discos de agar zanahoria.

4.3. Equipos:
= Mortero.
= Agitador Vortex.
» Centrifugadora eppendorf.
» Incubadora eppendorf.
= Balanza.
» Plancha de calentamiento.
» Espectrofotdmetro Perkin ElImer Lamda 25 UV/Visible Celdas de Cuarzo de
2ml.

4.4. Métodos:
441 Inoculacién.

De los clones SCA-6 (Scavina 6) y PA-2 (Playa Alta 2) se recolectaron treinta (30)
hojas de las cuales se tuvieron diez hojas testigo, diez hojas punzadas mas agua y
diez hojas inoculadas con Phytophthora palmivora cepa C149 (Elomir), obtenida del
fruto de cacao de un arbol enfermo de la Hacienda de cacao La Ceiba de
Barlovento, Estado Miranda y extraida como una mancha parda caracteristica del
patdgeno. El indculo fue preparado en el laboratorio de Fitopatologia molecular del

IDEA por la Lic. Maria Istariz.
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Para inocular las hojas, se limpiaron las mismas con agua corriente y agua destilada.
Se realizaron 5 punciones a la hoja, en la mitad de la misma con una aguja y se
colocé un disco de agar zanahoria (5mm de diametro) con el patégeno de 10 dias de
edad (4 dias en oscuridad total y 6 dias en luz blanca a 28°C). Las hojas punzadas
sin indculo se penetraron con una aguja y se les colocaron 15uL de agua destilada.
Luego de la inoculacién todas las muestras se introdujeron en bandejas plasticas
con alto porcentaje de humedad colocando, en el fondo de la bandeja, una lamina de
goma espuma totalmente mojada y encima de ella papel absorbente, sobre éste, las
hojas de cacao. Se coloco la tapa de la bandeja y se sellaron los bordes con papel
parafilm; finalmente, se almacenaron bajo condiciones de oscuridad a 25°C para
favorecer el proceso de inoculacion durante 5 dias. Luego de los 5 dias se realiz6 el
analisis cualitativo del avance de la inoculacion y se hizo la clasificacion en variedad
susceptible y resistente a Phytophthora palmivora segun la escala descrita por Dercy

Parra (INIA-Miranda, comunicacion personal) (Tabla 3).

Se tomaron muestras a los tiempos 0, 1 (24hrs), 2 (48hrs), 3 (72hrs), 4(96hrs) y 5
(120hrs) y se colocaron dos hojas de cada tratamiento en papel aluminio para luego

almacenarlas a -80°C hasta el momento de las determinaciones de los compuestos

de interés.
TIEMPO LECTURA

0 Sin sintomas, (altamente resistente), el testigo sin dafio también
se ubica en este punto.

1 Puntos de penetracion marrén oscuro, (resistente).

> Puntos de penetracidn pequefios con algunas conexiones entre
ellos, (resistente).

3 Manchas marrones coalescentes (intermedio- tolerante).
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Lesiones grandes coalescentes con algunos puntos claros
(susceptible).

Lesién marrén oscuro extendida grande uniforme (susceptible).

Tabla 3. Escala de evaluacién de la reaccién de la inoculacion de discos de hojas con Phytophthora
palmivora. (Dercy Parra, INIA-Miranda, comunicacion personal).

4.4.2 Compuestos fendlicos.
4.4.2.1 Extraccion de fenoles.

Los compuestos fendlicos se extrajeron siguiendo el procedimiento de Gurr et al.,
(1992). Se pesaron aproximadamente 100mg del tejido vegetal previamente
macerado y se colocaron en un tubo de plastico de 1,5mL. Se adicionaron 500uL de
metanol, y se agitaron en el vortex. Luego, se centrifugé la suspension durante 10
min a 15000 rpm y se colect6 el sobrenadante. Se repitio el procedimiento dos veces
mas utilizando 250 pL de metanol. Se unieron los tres sobrenadantes en un tubo

limpio para la cuantificacién de los compuestos fendlicos solubles en la planta.

El pellet (precipitado) se disolvio en NaOH 2M (250uL) y se incub6 durante 16 horas
a 70 °C. Finalmente, se neutraliz6 el sobrenadante con HCI 2M (250uL) y se utilizo
para la cuantificacién de los compuestos fendlicos ligados a la pared celular. El pellet

final se utilizé para la determinacion del contenido de ligninas.

4.4.2.2 Cuantificacion de fenoles.

Para la cuantificacion total de los fenoles se utilizé el procedimiento de Hoagland
(1990), modificado. Se tomaron 10uL del extracto vegetal, se le adicionaron 990uL
de agua destilada y 100uL del reactivo de Folin-Ciocalteu, se dejé reposar durante 5
minutos, luego se le agregaron 600uL de una solucion de NaOH 1M saturada con
Na,CO3. La mezcla se incubo por una hora a 25°C para permitir el desarrollo del
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color. Se midieron las absorbancias en el a 725nm y se calculd el contenido de
fenoles en la muestra en funcién de la curva de calibracion utilizando &cido
clorogénico como patron. Se realizo el procedimiento para los fenoles solubles y los
fenoles ligados a la pared de una misma muestra y se obtuvieron los fenoles totales

por la suma de ambos valores.

4.4.3 Aminoéacidos y carbohidratos.
4.4.3.1 Extraccion de aminoacidos y carbohidratos.

Se pesaron aproximadamente 250mg de tejido vegetal y se colocaron en un tubo
plastico de 15ml. Se afiadieron 2,5ml de etanol al 80%, se agit6 la suspension en el
vortex y luego se centrifugé a 4000rpm durante 8 minutos. El sobrenadante se
transfirid a otro tubo plastico de 15ml. Se repitié el procedimiento dos veces mas y

se unieron los tres sobrenadantes.

4.4.3.2 Determinacién de carbohidratos.

La determinacion del contenido de carbohidratos se realizé basandose en el método
de Dubois y col., 1956. Se tomaron 50uL del extracto vegetal y se dejo evaporar el
etanol presente en el extracto, luego se agregaron 0,5mL de solucién fenol al 5% y
2,5mL de acido sulfurico concentrado. La solucién se agité en el vortex y se dejé
reposar de 10 a 15 min. Se leyé la absorbancia del complejo formado a 492 nm. La
concentracion total se midié con respecto a una curva estandar preparando

patrones de glucosa de 10 a 100ppm los ensayos fueron realizados por triplicado.

4.4.3.3 Cuantificacion de aminoéacidos (prolina libre).

Para la cuantificacion de aminoéacidos (prolina libre) se tomaron 500uL del extracto

descrito anteriormente para los carbohidratos totales, se adicionaron 500uL de
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reactivo de ninhidrina (ninhidrina anhidra, &cido acético glacial y &cido fosférico 6M)
y 500uL de HAc glacial. Se agit6 y se puso en un bafio maria a 100°C por 1h. Se
agrego 1 mL de tolueno y se agito. Se leyo la absorbancia de la fase organica a 520
nm utilizando el tolueno como blanco. El contenido de prolina libre se expres6 en

Hg/g de masa fresca referido a una curva patrén de prolina.

444 Ligninas.
4.4.4.1 Extraccion de ligninas.

Se tomé cada residuo proveniente de la extraccion de fenoles ligados a la pared y se
transfirié a tubos de plastico tipo Falcon. Luego, se adicion6 7mL de agua destilada,
se agitdé en un vortex y se ajusté el a pH 7,5 (con NaOH/HCI) hasta un volumen de

10mL para posteriormente, filtrar.

4.4.4.2 Determinacion de ligninas.

Se tomaron 2 alicuotas de 1mL de cada extracto basico a la primera se le adicion6
4mL de NaOH 0.1M (pH 12) y a la segunda 4mL de buffer fosfato (pH 7). Se
determind la absorbancia a 280nm de cada extracto a pH 12 contra los de pH 7
(blanco) a 280nm. Y se prepar6 una curva de calibracion con lignina comercial para
expresar los resultados en pg de lignina /mg de material de partida.

4.45 Analisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianzas (ANOVA) y
un analisis de comparacion de medias, prueba de Di Rienzo, Guzméan y Casanoves
(DGC). El programa estadistico utilizado fue el INFOSTAT 2011 (Di Rienzo y col.,
2008).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

La interaccion planta-patégeno es una de las relaciones mas interesantes que se
pueden establecer entre las plantas y los microorganismos patdogenos que las
afectan; puesto que a pesar de su interaccion con gran numero de ellos en
condiciones naturales, las mismas permanecen sanas debido entre otras cosas, a
varios mecanismos de defensa. El conocimiento de las bases (morfologicas,
fisiolégicas, quimicas y genéticas) de esta interaccion, es imprescindible a la hora de
desarrollar alternativas para el control de las enfermedades de las plantas. La
mayoria de los estudios realizados en este sentido, se centran en las respuestas
fisiolégicas y genéticas, siendo escasos todavia los estudios que abordan este

conocimiento desde el punto de vista de la afectacion al perfil quimico de la planta.

Un punto importante a resaltar es que este estudio fue realizado con hojas aisladas y
no con la planta completa, reduciendo de esta manera la capacidad de respuesta,
tratando a la hoja como un compartimento aislado, sin tener el respaldo de toda la
planta para defenderse de la infeccion. Por la falta de suministro de nutrientes y/o
sustancias que ayuden a la defensa, la respuesta al patdgeno es limitada, y se
acelera el envejecimiento y muerte de la hoja, Todos estos factores pueden influir en
la expresion de los metabolitos estudiados. Se recomienda hacer un estudio paralelo
con las hojas ligadas a la planta para verificar si los resultados obtenidos en la hoja
aislada son comparables. No obstante, este tipo de estudio puede presentar foco de
infecciones en campo por lo cual debe realizarse en condiciones estrictamente
controladas, no recomendandose para lugares donde la incidencia del patdogeno es
elevada. También hay que mencionar que los estudios encontrados en la literatura
analizan los contenidos de fenoles, carbohidratos y aminoacidos ante la invasion por
Phytophthora en las mazorcas; por lo que habria que correlacionar estos estudios en

mazorcas inoculadas con los estudios de hojas inoculadas.

Actualmente, la inoculacién de discos de hojas en el laboratorio para la seleccion
precoz de material mas resistente a Phytophthra spp., esta incluida en la mayoria

de los programas de mejora genética del cacao y otras plantas (Tahi et al., 2007;
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Brooks, 2008). Estudios realizados por Nayadanu et al. (2013) muestran que el
contenido de compuestos quimicos en la hoja podria ser utilizado para predecir el

contenido bioquimico en la mazorca.

Sin embargo, la aplicacion de estos métodos para acelerar los programas de
seleccidn del arbol del cacao se encuentra en discusion; considerando que factores
como i) La hora de la recogida de las hojas en el campo (mafiana y tarde), ii) El
grado de exposicion al sol de las hojas en el interior de la copa (hojas en sombra, en
semisombra y expuestas a la luz solar), iii) La edad de las hojas (cuatro estadios que
oscilan entre 3 semanas y 6 meses de edad), iv) La duraciéon de la incubacion
(observaciones de sintomas en el 3°, 5° y 7° dia después de la inoculacion), pueden
afectar significativamente el nivel de resistencia foliar, disminuyendo la correlacion
con la resistencia en el campo (Tahi et al., 2007) y v) La susceptibilidad de las hojas
de cacao a Phytophthora palmivora sufre muchas variaciones que no se dirigen
necesariamente hacia la misma direccion que las observadas en las mazorcas
(Tarjot, 1972).

Es importante destacar que los altos valores de desviacion estandar presentes en
algunos resultados son debido a la dispersién de datos, lo que se traduce en una
baja precisiébn. A pesar de esto, los resultados se podrian considerar confiables
debido a que se mantiene la tendencia esperada. En este sentido, una posible
explicacion es que los errores sistematicos de todo el proceso de medida pueden
estar influyendo sobre los datos obtenidos.

5.1 Evaluacion de laresistencia/susceptibilidad a Phytophthora palmivora.

Se evalud la resistencia/susceptibilidad de la planta a la puncion y a la penetracion
de P. palmivora, midiendo el avance de la enfermedad segun una escala cualitativa
visual del 1-5 (Tabla 3). De esta manera, los niveles 1-2 corresponden a plantas
resistentes, el nivel 3 corresponde a una planta medianamente resistente (tolerante)

y los niveles 4-5 pertenecen a una planta susceptible.
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En la Figura 11 se muestran los resultados de la puncién mas in6culo en las hojas
de ambos clones desde el tiempo cero (control) hasta el quinto dia.

SCA-6

T0

T1

T2

13

T4

T5

Figura 11. Evaluacion visual del avance de la inoculacion de hojas de Theobroma cacao con
Phytophthora palmivora segun escala visual de Dercy Parra (INIA Miranda). Bajo
condiciones de humedad, 25 °C y oscuridad.

De esta evaluacion pudimos hacer la clasificacion del clon SCA-6 como resistente a
Phytophthora palmivora y al clon PA-2 como susceptible a Phytophthora palmivora
(Figura 12).
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Figura 12. Hojas inoculadas con Phytophthora palmivora luego de 5 dias. 1) Clon resistente
(SCA-6), 2) Clon susceptible (PA-2).

5.2 Contenido de compuestos fendlicos en hojas de cacao durante la
infeccion de Phytophthora palmivora en los clones Scavina 6 y Playa Alta
2.

El contenido constitutivo de fenoles solubles y ligados, y por ende, de fenoles totales
(valores obtenidos de la suma algebraica de la cantidad de fenoles solubles y
fenoles ligados a la pared de cada clon), fue mas alto en el clon SCA-6 que en el
clon PA-2 en todos los tratamientos y este comportamiento se mantuvo hasta
pasados los 5 dias. Los resultados se pueden apreciar en la Tabla 4 y en la Figura
12 que siguen a continuacion. Cuando mencionamos “constitutivo” hacemos
referencia a las 24h de inoculacion del patégeno puesto que los datos obtenidos a la

hora cero no se muestran en este trabajo.
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TRATAMIENTO

0,21+0,01

0,24+0,01

0,10+0,01

0,11+0,01

0,12 +0,02

0,10+ 0,02

0,32+0,02

0,36 +0,03

0,20+ 0,01

0,19 + 2,4E-03

0,23+0,01

0,07+ 0,01

0,11+0,01

0,10+0,03

0,11+ 0,02

0,31+0,02

0,33+0,02

0,18 +£0,01

0,29+0,03

0,20+0,01

0,12 + 0,01

CONTROL HOJA + AGUA HOJA + HONGO
Tiempo Fenoles Fenoles Fenoles Fenoles Fenoles Fenoles Fenoles Fenoles Fenoles
P Solubles Ligados Totales Solubles Ligados Totales Solubles Ligados Totales

0,12 +3,3E-03

0,27 +£0,02 0,12+0,01 0,40+0,02 0,29 £ 0,04 0,13+0,01 0,42 +£ 0,02 0,20+£0,01 0,14+4,9E-03 0,34+0,04
0,14+0,01 0,12+0,01 0,27+0,01 0,21+0,02 0,13+0,01 0,34+0,01 0,19+0,01 0,13+0,01 0,32+0,02
0,18 +£0,01 0,12+0,01 0,30+0,01 | 0,23 +2,3E-03 0,10+0,01 0,33+0,02 0,26 +0,01 0,10+0,01 0,36 +£0,02

0,10+0,01

0,10+ 0,02

0,10+ 4,0E-03 0,08+ 0,01 0,18+0,01 | 0,05+ 0,01 0,08 +0,01 0,13+0,01 | 0,11 +2,5E-03 0,09 +3,1E-04 0,20+ 0,02
0,13+3,7E-03 0,11+ 0,01 0,24+0,02 | 0,06+ 0,01 0,10+ 3,2E-03 0,16+0,03 0,08 + 0,01 0,09+ 0,01 0,17 £0,02
0,08+ 0,01 0,13+ 0,02 0,21+0,02 | 0,09+ 0,01 0,09 + 0,02 0,18 +0,01 0,09+ 0,01 0,14+4,1E-03 0,23+0,03
0,06+ 0,01 0,13+ 0,02 0,19+0,04 | 0,12+ 5,0E-03 0,12+ 5,0E-03 0,24+0,01 0,12+ 0,01 0,07+ 0,01 0,20 £ 0,02

0,41+0,04

0,30+0,02

0,32 +£0,02

Tabla 4. Variacién en el contenido de compuestos fendlicos solubles, ligados y fenoles totales
(mg/g) en hojas de cacao. (Se utiliz6 el reactivo de Folin-Cicocalteu a 25°C y oscuridad; las
absorbancias se midieron a 725nm. Para cada clon se realizaron tres (3) replicas (alicuota
100uL) y cada una fue medida tres (3) veces. Los valores representan el promedio de cada

tratamiento * el error estandar).

0,24+ 0,121
A
A
0,20 0,116
P o161 T 0111
0,12 0,106
B B
0,09 _-I_ . 0,101 .
SCA-6 PA-2 SCA-6 PA-2
Clon Clon

Figura 12. Variacion en el contenido de fenoles solubles y ligados a la pared celular (mg/g)
en hojas de los clones de cacao Scavina-6 (SCA-6) y Playa Alta 2 (PA-2).
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El hecho de encontrar mayor contenido de fenoles en el clon SCA-6 que en el PA-2,
se corresponderia con lo esperado para un clon resistente y susceptible
respectivamente, concordando con lo planteado por otros autores (Omokolo y col.,
(1995); Omokolo y col., 1996).

Las variaciones encontradas para estos compuestos fendlicos en los tratamientos y
en el tiempo de incubacion, pueden estar influenciadas por el envejecimiento de las
hojas, siendo éste el Unico factor comdn que tienen las muestras. Resultados
similares se han encontrado en mazorcas de cacao inoculadas con Phytophthora
megakarya, donde se encontr6 una variacion en el contenido de aminoacidos
relacionada a la edad del arbol y a la infeccion (Omokolo y col., 1995; Omokolo y
col., 1996).

Después de los tratamientos, el contenido de compuestos fendlicos solubles
aumentd en las hojas infectadas independientemente del clon (Figura 13, tabla 4)
modelo mixto por variable. En el caso de los fenoles ligados, no existieron
diferencias en los tratamientos hoja agua, hoja-hongo. Este tipo de compuestos
fendlicos podrian actuar como barreras fisico-quimicas ante la colonizacion del
hongo, o como sefales en la induccién de genes de resistencia tanto de forma local

como sistémica.

0,181~ L 0,120+
0,173 0,116
&2 0,166 A T 0,113
0,159+ 0,110+
B
[ ] o
0,152 1 0,106 1
Hoja-Hongo Hoja-Agua Hoja-Hongo Hoja-Agua
Trata Trata
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Figura 13. Contenido de fenoles solubles y ligados a la pared cellular (mg/g) en hojas de los
clones de cacao Scavina-6 (SCA-6) y Playa Alta 2 (PA-2). Modelo mixto por variable.

Estos resultados indicarian que el efecto inhibitorio de los fenoles en el crecimiento y
desarrollo del patbgeno depende del nivel de estos compuestos en los tejidos, bien
sea que se encuentren solubles en el citoplasma (pueden movilizarse mas rapido) o
formando parte constitutiva de la pared celular. Lo anterior mostraria que la
acumulacion de estos compuestos no es especifica de la infeccidén, sino mas bien
que su acumulacion puede estar influenciada por cualquier condicién de estrés, bien
sea de tipo mecanico, microbiolégico o quimico; estando relacionado a la
lignificacion alrededor de las paredes celulares de la zona dafiada (Vance et al.,
1980). De hecho, en las plantas infectadas estos compuestos serian los sustratos
para la sintesis de compuestos implicados en la resistencia a enfermedades como
fitoalexinas y ésteres de acidos hidroxicinamicos (Dixon and Lamb, 1990) y para la
produccion en, o cerca, del sitio de la infeccibn de polimeros fenilpropanoides
bioresistentes (ligninas y suberinas) que actian como cicatrizantes sobre la herida
y/o como una barrera a la penetracién o la propagacion del patégeno (Ebel and
Grisebach, 1988; Davin and Lewis, 1992).

Los resultados de este estudio concuerdan con lo planteado por otros autores que
han observado una acumulacién variable de fenoles a diferentes niveles en tejidos y
organos afectados en respuesta a la invasion por patégenos, bien sea en cacao
(Omokolo y col., 2002; Djocgoue, 2007) como en otras plantas (Cahill y McComb,
1992). También Daguenet y Parvais (1981) describieron que los clones de cacao
gque son altamente susceptibles a Phytophthora megakarya, contienen menos
fenoles que los clones menos susceptibles. lwaro (1995), propuso que esto puede
deberse a que en el momento del ataque del patégeno, los fenoles ligados a la
pared son los que juegan un papel importante de defensa a la penetracion (lo que se
corresponderia con lo que se conoce como resistencia a la penetracion) y los
fenoles solubles se movilizan una vez que el patégeno penetra en la célula (lo que

Se conoce como resistencia a la postpenetracion).
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Otros autores como Joelson et al., (2006), no encontraron diferencias significativas
en la concentracion de fenoles entres variedades de cacao resistentes y
susceptibles al hongo Moniliophthora perniciosa; sin embargo, observaron mayor
concentracion de fenoles en las hojas en las variedades resistentes que en las
susceptibles. Por otra parte, Djocgoue et al., 2007 describen que pudiera ser que la
participacion de los compuestos fendlicos en estos mecanismos de defensa de la

planta sea de naturaleza cualitativa.

5.3 Contenido de ligninas en hojas de cacao durante la infeccion de

Phytophthora palmivora en los clones Scavina 6 y Playa Alta 2.

Después de la celulosa, las sustancias organicas mas abundante en las plantas son
las ligninas, polimeros altamente ramificados de fenilpropanoides que forman la
pared celular en las plantas. La estructura precisa de las ligninas no se conoce
debido a su dificil extraccion, pues se unen covalentemente a la celulosa y otros
polisacéaridos de la pared celular. Ademas de proporcionar soporte mecéanico, las
ligninas tienen importantes funciones de proteccion, su resistencia fisica disuade a la
alimentacion de los animales, y hace que sea relativamente no digerible para los
herbivoros. La lignificacién bloquea el crecimiento de patdégenos y es una respuesta
frecuente a las infecciones o lesiones (Palm y Rowland, 1997; Vance et al., 1980;
Bell, 1981; Wally and Punja, 2010).

El contenido constitutivo de lignina fue mas alto en el clon SCA-6 que en el clon PA-
2. (Tabla 5) (Figura 13 izquierda), resultados que concuerdan con lo encontrado por
Nyadanu et al., (2013). Si bien son pocos los estudios descritos en la literatura
acerca de su rol en la resistencia a P. palmivora, este resultado podria suponer un
mecanismo por el cual el clon SCA-6 restringe el crecimiento de las hifas del
patogeno en el xilema. Vance, 1980, sugiere cinco maneras en que la lignificacion
podria obstaculizar el crecimiento de los hongos a través del tejido de la planta: i) la

lignina puede hacer las paredes mas resistentes a la penetracion mecanica, ii) la
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lignificacion de la pared en el punto de ataque puede hacerla resistente a la
disolucion por las enzimas fungicas ya que la esterificacion de polisacaridos de la
pared celular con derivados del acido cinamico podria alterar la idoneidad de los
polisacaridos como sustratos, iii) la lignificacion de las paredes puede actuar como
una barrera a la difusion en primer lugar de enzimas y toxinas del hongo hacia la
planta, y de agua y nutrientes de la planta al hongo (aln cuando se carece de
evidencia de esto), iv) los precursores fendlicos de la lignina de bajo peso molecular
y los radicales libres producidos durante la polimerizacion, pueden inactivar las
membranas, enzimas, toxinas y elicitores de los hongos, conociéndose que muchos
compuestos fendlicos tienen actividad antifungica y v) la punta de la hifa del hongo
puede comenzar a lignificarse y perder la plasticidad necesaria para el crecimiento.
Esta lignificacion puede ser debida a que el micelio puede adsorber lignina, y las
paredes fungicas al contener quitina, celulosa, y proteinas ricas en hidroxiprolina,

pueden servir como matrices para la polimerizacion de los precursores de la lignina.

TRATAMIENTO

Ligninas
HOJA + AGUA

CONTROL HOJA+HONGO

3,19+ 4,7E-03 3,25+0,16 1,40+0,09

1,47 £ 0,02 1,41 +0,06 0,61 +6,1E-04
0,82 +0,02 0,57+0,01 0,45+0,01
0,85+0,03 1,18 £0,02 1,15+0,03

1,09 +0,03 0,87 +0,03 0,88 £ 0,02

0,30+ 1,7E-04
0,33 + 1,6E-03
0,28 + 3,7E-03
0,20+ 1,7E-03
0,16 + 1,1E-03

0,21+ 2,7E-04

0,22 + 1,5E-03

0,20+ 1,0E-03
0,75+ 0,01
0,69+ 0,02

0,36 + 3,2E-03
0,53 + 1,4E-03
0,66 + 0,01
0,84 + 0,01
1,82+ 0,04

Tabla 5. Variacién en el contenido de Ligninas (mg/g) en hojas de cacao. (Se midio la solucion de
ligninas a pH 12 ajustado con NaOH 0,1M contra un blanco del mismo extracto llevado a pH 7 con
buffer fosfato. Las absorbancias se leyeron a 280nm. Para cada clon se realizaron tres (3)
extracciones y cada una fue medida tres (3) veces. Los valores representan el promedio de cada
tratamiento + el error).



1,141

Clon
1,429
1,074

1,18+

1,00

ligninas

0,944

Ligninas

A

0,931
0,704
B B i
0 4R 0,86 - _ 1
SCA-6 PA-2 Hoja-Agua Hoja-Hongo
Trata

Figura 13. Izquierda: variacion en el contenido de lignina (mg/g) en hojas de los clones de
cacao Scavina-6 (SCA-6) y Playa Alta 2 (PA-2). Derecha: Contenido de lignina (mg/g) en
hojas de los clones de cacao Scavina-6 (SCA-6) y Playa Alta 2 (PA-2). Modelo mixto por
variable.

Independientemente del clon, el contenido de lignina disminuye en la interaccion
hoja-hongo, indicando que las zonas de reaccion que contienen lignina no siempre
son barreras eficaces contra la penetracion del patdgeno, que puede “saltarse” esta
barrera bien de forma mecanica o mediante degradacion enzimatica (Vance, 1980).
Aun cuando la evidencia histoquimica sugiere que la lignificacion se induce antes de
la penetracion y durante la colonizacion, ya sea en las células de la epidermis o en
otras de los tejidos, por desgracia, i) en algunas enfermedades no se ha encontrado
indicio alguno de esta, ii) la capacidad de la mayoria de los patégenos de las plantas
para degradar la lignina aiin no se ha examinado a profundidad en los estudios de
interacciones plata-patégeno vy iii) los resultados tan diversos, aun cuando escasos,
encontrados en la literatura, podrian interpretarse como una indicacion de que la
lignificacion inducida fue una de las causas de la resistencia, una consecuencia de la

resistencia, o de ninguna manera relacionada con la resistencia.
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5.4 Contenido de carbohidratos y aminoacidos en hojas de cacao durante la

infeccion de Phytophthora palmivora en los clones Scavina 6 y Playa Alta

2.

Como se observa en la tabla 6 y en las figuras 14 y 15 a continuacion, para los

carbohidratos y aminoacidos (prolina libre), se encontrd, de manera constitutiva, el

mayor contenido para el clon SCA-6 (Figura 14 derecha) y PA-2 respectivamente

(Figura 14 izquierda). Se sabe que los carbohidratos solubles pueden estar (en el

metabolismo de la planta) asociados con la sintesis de diversos productos quimicos

de defensa, tales como compuestos fendlicos, fitoalexinas, fitoanticipinas y lignina
(Djocgoue et al., 2011), indicando Evers et al. (2003) y Omokolo y Boudjeko (2005)

la posible relaciébn entre el contenido en carbohidratos y la resistencia del

hospedante.

TRATAMIENTO

CONTROL

HOJA + AGUA

HOJA + HONGO

Aminodcidos Carbohidratos

0,02 +3,3E-05 0,07 £0,00

0,01+1,2E-04 0,03 +£0,00
0,03 +5,7E-04 0,03 +£0,00
0,02+ 8,1E-04 0,03+0,01
0,03 + 8,3E-04 0,06 + 3,3E-05

0,06 £ 0,00 0,03 £0,00

0,04 +1,5E-04 0,02 +0,00
0,05+6,7E-04 0,02 £0,00
0,05+4,3-04 0,02+0,00
0,07 +5,0E-04 0,02+ 0,00

Aminodcidos  Carbohidratos

0,01 + 4,6E-04
0,02 +6,3E-04
0,04 +7,8E-04
0,02 + 3,2E-04
0,03 + 9,8E-04

0,05 +0,00
0,03 £0,00
0,03 +0,01
0,04 £ 0,00
0,04 + 0,00

0,06 + 6,7E-05
0,05 + 3,5E-04
0,07 + 3,8E-04
0,02 +3,0E-04
0,02 +6,7E-04

0,02 £0,00
0,02 + 0,00
0,02 £0,00
0,02 + 0,00
0,03 +0,00

Aminodcidos Carbohidratos

0,01 +£8,7E-04 0,03 +0,00
0,07 £1,0E-04 0,06 + 3,3E-05
0,04+1,3E-03 0,03 0,00
0,02+6,1E-04 0,04 +0,00

0,03 + 6,6E-04 0,04 + 3,3E-05

0,04 +£+3,86-04 0,02 +0,00
0,05+1,5E-04 0,04 +0,00
0,04 £+4,3E-04 0,04+0,01
0,05+6,9E-04 0,06 +0,00
0,02 +4,9E-04 0,06 +0,00

Tabla 6. Variacion en el contenido de aminoacidos y carbohidratos (mg/g) en hojas de cacao.
(Valores de carbohidratos obtenidos siguiendo el método de Dubois, midiendo el complejo de
color amarillo a 492nm.Para los valores de aminoacidos, se utilizé el reactivo de ninhidrina
para formar un complejo que se midid a 520nm. Para cada clon se realizaron tres (3)
extracciones y para cada una se realizaron tres (3) medidas. Los valores representan el
promedio de cada tratamiento + el error estandar).
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Figura 14. Izquierda: variacion en el contenido de aminoacidos (prolina libre) (mg/g) en hojas
de los clones de cacao Scavina-6 (SCA-6) y Playa Alta 2 (PA-2). Derecha: contenido de
carbohidratos (mg/g) en hojas de los clones de cacao Scavina-6 (SCA-6) y Playa Alta 2 (PA-
2).

SCA-6 presentd el mayor contenido inicial de carbohidratos, fenoles y ligninas, lo

que coincide con una mejor respuesta ante la infeccién de P. palmivora.

Estos resultados, concuerdan con lo descrito por Nyadanu et al. (2013), quiénes
encontraron que los clones de cacao T60/887, Sca6, T85/799 y Pal50 (menos
susceptibles a P. palmivora y P. megakarya) constitutivamente, contenian mas
carbohidratos (azucares solubles e insolubles) que los clones mas susceptibles
Na33, Imc67 e Imc53. Lo anterior sugiere el papel de estos azucares en la
resistencia a esta enfermedad; no obstante, Omokolo et al., (1996) obtuvieron justo
lo contrario. Por otro lado, los resultados obtenidos por Omokolo y col. (1996),
mostraron que algunos clones de cacao altamente susceptibles a Phytophthora
megakarya contenian mas carbohidratos que los clones mas resistentes,

atribuyendo este hecho, a que el patégeno utilizé los mismos para su crecimiento.

En aminoécidos, el contenido mas elevado fue encontrado en el clon susceptible PA-

2, contrario a lo descrito por (Djocgoue et al.,, 2011), quienes encuentran mayor
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contenido en los clones menos susceptibles. Sin embargo, son escasos los trabajos
en la literatura que permitan realizar una discusion mas profunda de estos

resultados.

Sin embargo, la tendencia de la variacion de los contenidos totales de azucares
solubles y aminoacidos en las plantas después de la infeccion es bastante variable
(Djocgoue et al., 2011), a pesar de la tendencia a la acumulacion de aminoacidos y
carbohidratos después de la infeccion (Djocgoue et al., 2007; 2011). En la Figura 15
(izquierda y derecha), independientemente del clon, el contenido de carbohidratos y
aminoacidos difiere significativamente en el tratamiento hoja-agua y hoja-hongo,

siendo mas elevados en este Gltimo.

0,046

0,042

0,042
0,040

0,037 1 A
$ 0,038

Carbo

0,033

0,036
0,029 1

. R 0,033
Hoja-Hongo Hoja-Agua Hoja-Hongo  Hoja-Agua

Figura 15. Contenido de carbohidratos (izquierda) y aminoacidos (derecha) (mg/g) en hojas
de los clones de cacao Scavina-6 (SCA-6) y Playa Alta 2 (PA-2). Modelo mixto por variable.

Nyadanu et al., (2013) describen un mayor contenido de carbohidratos después de
la infeccion con P. palmivora y P. megakarya en hojas y mazorcas de cacao,
atribuyendo estos resultados a que los carbohidratos son precursores de la sintesis
de compuestos fendlicos (Djocgoue et al., 2007) y a que pueden ser usados para la
sintesis “de novo” de proteinas que pueden contribuir a la inhibicidn del crecimiento

de los patégenos (Cui et al., 2000).
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Asi mismo, Nyadanu et al., (2013) demostraron que durante la infeccion del fruto de
cacao, la concentracion de azucares solubles en los tejidos disminuye. En general,
Phytophthora sp., presenta un alto consumo de los azucares simples y dobles,
predominando en la pared celular la glucosa, fructosa y sacarosa. Por lo tanto, este
hongo no permitiria, a la planta hospedera, la sintesis de componentes relacionados
con las patogénesis, similares a los fenoles en los clones susceptibles. Sin embargo,
estos investigadores encontraron que los azlcares insolubles, que no son
necesarios para el crecimiento y desarrollo del hongo, aumentaron en hojas y
mazorcas después de la infeccion con P. megakarya. Resultados similares en cacao

han sido descritos por Ndoumou et al., 1996 y Omokolo et al., 2002.

Los resultados encontrados por Omokolo et al. (2002), sugieren que las variaciones
en aminoacidos y carbohidratos solubles pueden, al menos en parte, explicar las
diferencias en la susceptibilidad de diferentes clones de cacao a Phytophthora
megakarya en las mazorcas y reflejan el caracter poligénico de la resistencia del
cacao a esta enfermedad, pudiendo estar los mismos relacionados también con la

edad de las mazorcas (Omokolo et al., 1996).

En lo que respecta a los amino&cidos, numerosos autores indican su acumulacion
(incremento) durante el desarrollo de la infeccion (Omokolo et al., 2002; Omokolo y
Boudjeko, 2005), pudiendo actuar de manera directa inhibiendo el crecimiento del
hongo o indirectamente mediante su implicacion en las rutas metabdlicas asociadas
con la resistencia (sintesis de compuestos del metabolismo secundario que son

antimicrobianos), en este caso a Phytophthora megasperma (Graham et al., 1990).

Asi, Djocgoue et al., (2011) describen que la infeccion en hojas y mazorcas de cacao
se caracterizd por un incremento en el contenido de aminoacidos, al igual que lo
descrito por otros autores en cacao, que aseveran que los aminoacidos libres son
indicadores de degradacion de las proteinas en los tejidos que sufren una muerte
celular tipo reaccion hipersensible (Scarpari, et al. 2005). Ademas, se dice que estos
aminodacidos podrian ser utilizados para la sintesis de novo de proteinas que podrian

contribuir a la inhibicion del desarrollo de los hongos (Cui et al., 2000). Sin embargo,
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Omokolo et al., (2002), encuentran que durante el proceso de infeccidon se presentd
una disminucion de aminodcidos, atribuyéndola estos autores, a que durante la
interaccion patdgeno-planta hospedera, se activa la ruta de los fenilpropanoides y al
final, se colapsan los tejidos vegetales. Sin embargo, estos mismos autores (1996)
describen un aumento significativo en el contenido de aminoacidos de mazorcas

infectadas con P. megakarya.

Los resultados de este estudio son preliminares y requieren ampliarse y
profundizarse para confirmar las tendencias observadas, aumentando el numero de

réplicas de cada clon evaluado.
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6. CONCLUSIONES

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la participacion de los fenoles,
ligninas, carbohidratos y aminoacidos en los mecanismos de defensa de la planta
Theobroma cacao L. en dos clones, SCA-6 y PA2, frente al ataque de Phytophthora

p.

En este sentido, se evalud la resistencia/susceptibilidad de la planta Theobroma
cacao L. a la puncién y a la penetracion de P. palmivora, midiendo el avance de la
enfermedad segun una escala cualitativa visual, a partir de la cual se pudo hacer la
clasificacion del clon SCA-6 como resistente a Phytophthora palmivora y al clon PA-
2 como susceptible a Phytophthora p.

En la determinacién de fenoles se encontr6 que el contenido de compuestos
fendlicos solubles aumenté en las hojas infectadas independientemente del clon
luego de aplicar los tratamientos. La mayor cantidad se observo en el clon resistente
SCA-6 y el menor contenido se obtuvo en el clon susceptible PA-2, dichos
resultados corresponden a lo planteado por los autores (Omokolo y col., (1995);
Omokolo y col., 1996).

El contenido constitutivo de lignina fue mas alto en el clon SCA-6 que en el clon PA-
2, resultados que concuerdan con lo encontrado por Nyadanu et al., (2013). Se
observé de igual manera que, independientemente del clon, el contenido de lignina
disminuye en la interaccion hoja-hongo, indicando que no siempre estan
involucradas en los mecanismos de defensa en los casos de penetracibn mecanica

o mediante degradacion enzimatica, como lo indica Vance, 1980.

La tendencia de la variacion de los contenidos totales de azucares solubles
(carbohidratos) y aminoacidos (prolina libre) en las plantas después de la infeccion
fue bastante variable. Al evaluar el contenido de carbohidratos, se encontro el mayor
contenido para el clon SCA-6, lo que sugiere el papel de estos azucares en la
resistencia a esta enfermedad en concordancia con lo descrito por Nyadanu et al.
(2013).

53



Con respecto al perfil de amino&cidos, el contenido méas elevado fue encontrado en
el clon susceptible PA-2, contrario a lo descrito por Djocgoue et al., 2011, quienes

encuentran mayor contenido en los clones menos susceptibles.

Finalmente, se determind que independientemente del clon, el contenido de
carbohidratos y aminoéacidos difiere significativamente en el tratamiento hoja-agua y
hoja-hongo, siendo mas elevados en este Ultimo. El mayor contenido de
aminoacidos luego de la infeccién, se atribuye a que estos son precursores de la
sintesis de compuestos fendlicos (Djocgoue et al., 2007) y que la alta concentracion
de carbohidratos después de la infeccion viene dada debido al papel importante que
cumplen estos azlcares en la resistencia a las enfermedades, segun trabajos de
Nyadanu et al. (2013).
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Gréfica 4. Grafico de residuales para curva de calibracion externa de la D-glucosa.
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Gréfica 6. Gréfico de residuales de la curva de calibracion externa de la L-Prolina.
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Grafica 7. Curva de calibracion externa para la lignina comercial.
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Gréfica 8.
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Tabla 8. Resumen de datos de Fenoles, Ligninas, Aminoacidos y Carbohidratos de los
clones Playa Alta 2 (PA 2) y Scabina 6 (SCA-6) en los tiempos 24, 48, 72, 96 y 120 horas.

Clon Tiempo Trata Variable n Media E.E. Min Max
PA 2 24 Control FL 3 0,11 0,01 0,10 0,12
PA 2 24 Control AA 3 0,02 3,3E-05 0,02 0,02
PA 2 24 Control ligninas 3 3,19 4,7E-03 3,18 3,20
PA 2 24 Control Carbo 3 0,07 0,00 0,07 0,07
PA 2 24 Control FS 3 0,21 0,01 0,20 0,22
PA 2 24 Hoja-Agua FL 3 0,11 0,01 0,09 0,13
PA 2 24 Hoja-Agua AA 3 0,01 4,6E-04 0,01 0,01
PA 2 24 Hoja-Agua ligninas 3 3,25 0,16 2,98 3,53
PA 2 24 Hoja-Agua Carbo 3 0,05 0,00 0,05 0,05
PA 2 24 Hoja-Agua FS 3 0,19 2,4E-03 0,19 0,20
PA 2 24 Hoja-Hongo FL 3 0,12 3,3E-03 0,11 0,13
PA 2 24 Hoja-Hongo AA 3 0,01 8,7E-04 0,01 0,02
PA 2 24 Hoja-Hongo ligninas 3 1,40 0,09 1,25 1,55
PA 2 24 Hoja-Hongo Carbo 3 0,03 0,00 0,03 0,03
PA 2 24 Hoja-Hongo FS 3 0,29 0,03 0,25 0,34
PA 2 48 Control FL 3 0,12 0,01 0,11 0,14
PA 2 48 Control AA 3 0,01 1,2E-04 0,01 0,01
PA 2 48 Control ligninas 3 1,47 0,02 1,46 1,50
PA 2 48 Control Carbo 3 0,03 0,00 0,03 0,03
PA 2 48 Control FS 3 0,27 0,02 0,24 0,30
PA 2 48 Hoja-Agua FL 3 0,13 0,01 0,11 0,15
PA 2 48 Hoja-Agua AA 3 0,02 6,3E-04 0,02 0,02
PA 2 48 Hoja-Agua ligninas 3 1,41 0,06 1,35 1,52
PA 2 48 Hoja-Agua Carbo 3 0,03 0,00 0,03 0,03
PA 2 48 Hoja-Agua FS 3 0,29 0,04 0,24 0,38
PA 2 48 Hoja-Hongo FL 3 0,14 4,9E-03 0,13 0,15
PA 2 48 Hoja-Hongo AA 3 0,07 1,0E-04 0,07 0,07
PA 2 48 Hoja-Hongo ligninas 3 0,61 6,1E-04 0,61 0,61
PA 2 48 Hoja-Hongo Carbo 3 0,06 3,3E-05 0,06 0,06
PA 2 48 Hoja-Hongo FS 3 0,20 0,01 0,19 0,21
PA 2 72 Control FL 3 0,12 0,01 0,12 0,14
PA 2 72 Control AA 3 0,03 5,7E-04 0,03 0,03
PA 2 72 Control ligninas 3 0,82 0,02 0,78 0,84
PA 2 72 Control Carbo 3 0,03 0,00 0,03 0,03
PA 2 72 Control FS 3 0,14 0,01 0,13 0,16
PA 2 72 Hoja-Agua FL 3 0,13 0,01 0,11 0,14
PA 2 72 Hoja-Agua AA 3 0,04 7,8E-04 0,04 0,04
PA 2 72 Hoja-Agua ligninas 3 0,57 0,01 0,56 0,60
PA 2 72 Hoja-Agua Carbo 3 0,03 0,00 0,03 0,03
PA 2 72 Hoja-Agua F'S 3 0,21 0,02 0,16 0,24
PA 2 72 Hoja-Hongo FL 3 0,13 0,01 0,11 0,14
PA 2 72 Hoja-Hongo AA 3 0,04 1,3E-03 0,04 0,04
PA 2 72 Hoja-Hongo 1ligninas 3 0,45 0,01 0,43 0,48
PA 2 72 Hoja-Hongo Carbo 3 0,03 0,00 0,03 0,03
PA 2 72 Hoja-Hongo FS 3 0,19 0,01 0,17 0,21
PA 2 96 Control FL 3 0,12 0,01 0,11 0,13
PA 2 96 Control AA 3 0,02 8,1E-04 0,02 0,02
PA 2 96 Control ligninas 3 0,85 0,03 0,81 0,92
PA 2 96 Control Carbo 3 0,03 0,00 0,03 0,03
PA 2 96 Control FS 3 0,18 0,01 0,18 0,20
PA 2 96 Hoja-Agua FL 3 0,10 0,01 0,08 0,11

74



PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA

DNDNODNDNNDNDNDODNONNDNDNODNDNNDNDNDNDNDNDNDMNDNDNDNDDNDDNDDN

SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6

96
96
96
96
96
96
96
96
96
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
72

Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Control
Control
Control
Control
Control
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo

Control
Control
Control
Control
Control
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Control
Control
Control
Control
Control
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Control

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

WWWWWwWwWwWwwWwwwwwwwwwwwwwwwww

WWWwWwwWwWwwwWwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

0,02
1,18
0,04
0,23
0,10
0,02
1,15
0,04
0,26
0,12
0,03
1,09
0,06
0,24
0,10
0,03
0,87
0,04
0,23
0,10
0,03
0,88
0,04
0,20

0,10
0,06
0,30
0,03
0,10
0,11
0,06
0,21
0,02
0,07
0,10
0,04
0,36
0,02
0,12
0,08
0,04
0,33
0,02
0,10
0,08
0,05
0,22
0,02
0,05
0,09
0,05
0,53
0,04
0,11
0,11

3,2E-04
0,02
0,00
2,3E-03
0,01
6,1E-04
0,03
0,00
0,01
0,02
8,3E-04
0,03
3,3E-05
0,01
0,03
9,8E-04
0,03
0,00
0,01
0,01
6,6E-04
0,02
3,3E-05
0,01

0,02
0,00
1,7E-04
0,00
0,01
0,02
6,7E-05
2, 7E-04
0,00
0,01
0,02
3,8E-04
3,2E-03
0,00
0,01
0,01
1,5E-04
1,6E-03
0,00
4,0E-03
0,01
3,5E-04
1,5E-03
0,00
0,01
3,1E-04
1,5E-04
1,4E-03
0,00
2,5E-03
0,01

0,02
1,14
0,04
0,23
0,08
0,02
1,009
0,04
0,23
0,08
0,03
1,06
0,06
0,21
0,05
0,03
0,82
0,04
0,22
0,09
0,03
0,85
0,04
0,19

0,08
0,06
0,30
0,03
0,09
0,08
0,06
0,21
0,02
0,05
0,05
0,04
0,36
0,02
0,09
0,06
0,03
0,32
0,02
0,09
0,06
0,05
0,21
0,02
0,03
0,09
0,05
0,52
0,04
0,11
0,10

0,02
1,21
0,04
0,23
0,11
0,02
1,21
0,04
0,28
0,15
0,04
1,15
0,06
0,25
0,14
0,03
0,91
0,04
0,25
0,13
0,03
0,91
0,04
0,21

0,13
0,06
0,30
0,03
0,12
0,14
0,06
0,21
0,02
0,08
0,12
0,04
0,37
0,02
0,13
0,09
0,04
0,33
0,02
0,11
0,10
0,05
0,22
0,02
0,06
0,09
0,05
0,53
0,04
0,11
0,12

75



SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6
SCA-6

72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

Control
Control
Control
Control
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Control
Control
Control
Control
Control
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Control
Control
Control
Control
Control
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Agua
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo
Hoja-Hongo

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

FL

AA
ligninas
Carbo

FS

WWWWWwWwWwwwWwwWwwWwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

0,05
0,28
0,02
0,13
0,10
0,07
0,20
0,02
0,06
0,09
0,04
0,66
0,04
0,08
0,13
0,05
0,20
0,02
0,08
0,09
0,02
0,75
0,02
0,09
0,14
0,05
0,84
0,06
0,09
0,13
0,07
0,16
0,02
0,06
0,12
0,02
0,69
0,03
0,12
0,07
0,02
1,82
0,06
0,12

6, 7E-04
3,7E-03
0,00
3,7E-03
3,2E-03
3,8E-04
1,0E-03
0,00
0,01
0,01
4,3E-04
0,01
0,00
0,01
0,02
4,3E-04
1,7E-03
0,00
0,01
0,02
3,0E-04
0,01
0,00
0,01
4,1E-03
6,9E-04
0,01
0,00
0,01
0,02
5,0E-04
1,1E-03
0,00
0,01
0,01
6, 7E-04
0,02
0,00
5,0E-03
0,01
4,9E-04
0,04
0,00
0,01

0,05
0,28
0,02
0,13
0,09
0,07
0,20
0,02
0,06
0,07
0,04
0,65
0,04
0,07
0,10
0,05
0,20
0,02
0,07
0,05
0,02
0,73
0,02
0,08
0,13
0,05
0,82
0,06
0,08
0,10
0,07
0,15
0,02
0,05
0,10
0,02
0,66
0,03
0,11
0,06
0,02
1,75
0,06
0,10

0,05
0,29
0,02
0,14
0,10
0,07
0,20
0,02
0,08
0,10
0,05
0,67
0,04
0,09
0,18
0,05
0,20
0,02
0,10
0,13
0,02
0,77
0,02
0,10
0,14
0,05
0,86
0,06
0,10
0,16
0,07
0,16
0,02
0,07
0,15
0,03
0,72
0,03
0,13
0,09
0,02
1,88
0,06
0,14

76



