Estudio sobre la resistencia quimica del café a la mancha
mantecosa causada por Colletotrichum spp. 1 - Actividad
fungistatica de metabolitos presentes en el tejido laminar y

capa de cera de hojas™
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ABSTRACT

It was determined the ether extracts from laminar tisswes and cuticular wax

of coffee leaves of the itmmunne caltivay “Hibrido Tico and the susceptible 'Cubujngul’

ae funpitovic to Colletotrichum spp, the causal agent of Mancha Mantecosa The
8§ 4

phenolic substances extracted with acetone showed ne fungitoxic activity The extracts

obtained from immane old leaver were more fungitoxic than those from young leaves

of the susceptible cultivar. Theie was no differenice between the ether extract of

caticular wax from both types of leaves, the presence of two metabolites with fungi-

toxie activitity in this extract was determined by mni-dimensional paper chromatografic

technique. It is possible there are other dynamics mechanisms of poit-penetration,

as a complement to the sesistani factors detesmined in the laminar tissites and cuticu-

lay wax

Introduccion

A resistencia mostrada por las plantas a la infec-

cién por hongos se debe probablemente a fac-

tores morfologicos o bioquimicos (4). Se con-
sidera que el potencial bioquimico del hospedero es
de mayor importanciz y se expresa por medio de la in-
hibicion del crecimiento y desarrollo del pardsito, por
la restriccién en lz produccion o distribucion dentro del
hospedante de metabolitos que inducen la ¢nfermedad
o por la falta de respuesta a esos metabolitos. En algu-
nas enfermedades las caracteristicas morfologicas y bio-
quimicas estdn estrechamente integradas para conferiz
resistenciz (4) La cuticula, ademds de funcionar como
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barrera mecinica, puede tener sustancias que inhiben
el desarroilo de los hongos (6). Lampard (5) deter-
mind un factor fungitdxico presente en la capa de cera
de cerezas verdes y hojas da cultivares de café, con
actividad contra Colletotrichum coffeannm, causante de
fa enfermedad de las cerezas (CBD) y sugiere que
este principio juega un papel importante en Ia resisten-
cia 2 la enfermedad

Los sintomas asi como la etiologiz de Ia Mancha
Mantecosa han sido descritos anteriormente (8). ILa
forma localizada de las lesiones tipicas, no necréticas,
sugiere que estos sintomas son el producto de una reac-
cion de defensa, ya que el hospedante estd limitando el
desarrollo del hongo, bajo ciertas condiciones, puede
penetrar Ja barrera que le impone el hospedante y pro-
ducir lesiones necrdticas. Esto ocurre en el segundo par
de hojas jévenes, no asl en las hojas mis viejas las
cuales no se infectan (8).
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Maieriales y midtodas

Para la extraccién de las sustancias se usd hojas
jovenes (segunda par) de plantas adultas de los culti-
vares 'Hibrido Tico' que es inmune y ‘Cubujuqui’, sus-
ceptible De cada muestra se tomd cuatro gramos de te-
jido laminar y se puso en un Soxhiet de 50 ml, haciendo
primero una extraccion con éter de petroleo durante ires
horas para extraer las sustancias no fendlicas, no pola-
res v luego con acctona dusante el mismo tiempo con
el fin de obtener las sustancias fendlicas. Una vez sepa-
rade el extracto acuese de In fraccidn etérea por me
dio de un embudo separador los demds extractos se con-
centraron 4 10 ml por evaporacidn a condiciones am-
bientales, posteriormente se puso 10 gotas de cada ex-
tracto en portaobjetos a fos cuales se le habia pucsto
una pelicula de papa-dextrosa-agar (PDAY; las gotas
se pusicron en tal forma que al evaporasse el éter o Ia
acetons, el residuo quedara localizado  Posteriormente
se puce una gota de una suspension concentrada de
esporas del hongo y se colocd los postaobjetos en ci-
maras hdmedas pequefias en condiciones de faboratorio;
los testigos llevaban diez gotas de éter o acetona Para
la prucha del extracto acueso de colocé diez gotas
en la depresion de un porteobjeios y se hizo Ia rus-
pension de esporas directamente En todas fas pruebas
s¢ usd tres portaobjetos por repeticidn Las lecturas
se hicieron a fas 24 horas, tomando una en el borde
y otra en el centro de la mancha; los recultados se
precentan en ¢l Cuadro 1 También se hizo una prueba
para fenoles con solucion acuosa de cloruro de hierro
IIT al 267, Los extractos obtenidos con acetona dieron
una coloracidn  pardo-rojizo y los extractos acuosos,
verde ozcuro; esto indica que habia alta concentracidn
de fenoles Por otra parte, los extractos etéreos dieron
coloracidn verde tenue La coloracidon de los diferentes
fenoles csti dada por el grado de polarizacion de la
molécula (3) Como sdlo los extractos ctéreos resul-
taron con accidn fungitxica, se hizo una prucba de
dilucion poniendo de dos hasta ocho gotas por porta-
objetos v se usd [a misma metodologia que en la
prueba anterior

De acuerdo con los resultados obtenidos habia gran
actividad fungitéxica en los extractos etéreos del cultivar
tamune Hibrido Tico' y una menor actividad en los
extractos del cultivar susceptible ‘Cubujuqui’ Los ex-
tractos abtenidos con acetona no mostraron ninguna ac-
tividad fungitdxice a pesar de haber dado la prueba
positiva para o-dihidroxifenoles, lo que pareciera indi-
car que estas sustancias @ pesar de que ocurren en altas
concentraciones en las hojas jovenes de café (2}, no
confieren resistencia contra el patdgeno.

Sin embargo, el hecho de que los extractos etéreos
dieran una coloracion verde ténue, indica la presencia
de algin fenol o fenoles con pocos grupos hidroxilos,
eterificados, esterificados o glicosidados, solubles en
éter, que podrian tener alguna funcidn en la resittencia
(3) Er Ia prueba de la serie de dilucidn, fos extractos
etéreos de fos dos cultivares inhibieron completamente
la germinacidn 2 nivel de ocho gotas de extracto por
cubreobjetos; sin embargo, la inhibicién fue mayor con
el extracto del cultivar "Hibrido Tico' al nivel de seis
gotas (Cuadro 2)

Para Ia prueba de extractos etérecs de hojas jove-
nes (segundo par) y viejas (sexto par}, segin numera-
cion acropétald, se hizo uso de platos Petri con APD,
poniendo previamente en cada plato cuatro gotas de una
suspension concentrada de esporas; esto se hizo debi-
do 2 que asi se puede notar mejor el efecto de fa con-
ceatracion de toxinas. En el centro de cada plato se
colocd un cilindro de porcelana al cual se le puso 0,5
mi de extracto; los testigos levaban igual cantidad de
éter de petedleo. Se usd tres platos por repeticidn y se
incubG a 26°C, la lectura se hizo a las 48 horas mi-
diendo el didgmetro de la zona de inhibicidn Se noid
una nuyor accién fungitdxica aunque no  estadistica-
mente significativa de los extractos de hojas viejas que
de las jovenes (Cuadro 3)

Cuando se inyecta subepidérmicamente una suspen
sion de esporas en hojas jovenes y vicjas, se producen
lesiones neerdticas séle en las hojas jovenes (8); esto
sugiere la precencia de algin factor de resistencia en
la epidermis de hojas jévenes y en los demds tejidos de
hojas viejas

Cuadro 1 —Tifecto de extractos etéreos, acuosos y de acetona de hojas de café de los cultivares 'Hibrido Tico’
y Cubujuqui’ en la germinacion de esporas de Colletotiichnm spp

Percentaje de perminacién de esporas
Repeticion Hibride Tico Cubujuqui Testigo
inmune susceptible
extracta extracto extracto extracto extracto extracto
ciéren cu0s0 acetons etéreo acunsa acetona
[ 8 100 100 225 100 £$00 a0
2 0 97,1 915 18,1 97,1 97,4 89,5
3 0 98,3 948.3 17,6 98,3 983 94,6
‘£ 0 89,?’ 9912 8,5 89:5 8013 9617
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Efecto de diferentes concentraciones de ex-
tractos etéreos de hojas de los cultivares
‘Hibrido Tico’ y "Cubujuqui’ en la germina-
cién de esporas de Colletotrichum spp

Cuadro 2.

Cundro 3 —FEfecto de extractos etéreos de hojas jéve
nes y viejas de café del cuitivar “Cubujuqui’
en la germinacidn de esporas de Colletorri-
chaen spp.

. Porcentaje de germinncitan de osporas Didmetro zona de inkibicios en cm . *

Concentracion r

{ntmern de L

fotas por L ] Repeticidn o ] .
cubre-obieto ) Hihrido Tico Cubujuqui Hujas fovenes Hujas viejas Testin
inmune susceptibie susceptibles inmunes stige

2 ool 92.86 i 3.9 i,8 0
4 39,42 35,06 2 4,2 £,0 4]
o 1,93 14,21 3 2,8 5,1 il
8 0 0 A i,% 5.3 0
0 9i.i1 96,35 Promedio 3,7 48

Con base en esto se hizo extracciones con éter sul-
farico de [a capa de cera de hojas viejas de los culti-
vares 'Hibrido Tico' y 'Cubujuqui’ Pma eite se esco-
gid diez hiojas de igual tamafio y edad que no presen-
taran dafios aparentes Cada hoja se lavd dos veces por
el haz con sucesivas porciones de 5 ml de éter, segin
el método de Fernindez e/ af (1}, en tal forma que los
tejidos internos no resultaran afectados [l extracto ce
dejo evaporar al ambiente hasta ln scquedad y luepo
se redisolvié en 10 ml de éter de petrdleo Esto se hizo
debido a que el éer suiflrico extrac mayor cantidad de
cera, pero inhibe It gorminacion de las esporas Ta
prueha sc hizo en plates Petri, usando la misma meto-
dologia que en el caso anterior. De acuerdo con los
resultados obtenidos (Cuadro 4), se notd una mayos
inhibicion, con los extractos de hojas de "Cubujucui’
{susceptible) que en Hibride Tico' (inmune) pero las
diferencias no fueron significativas. Tampoco se obtu-
vo diferencias con extractos de Ia capa de cera de hojus
jovenes y viejus del cultivar "Cubvjuqui’ (Cuadro 3%,
aunque re obtuve una mayor cantidad de cern de las
hojas viejas, esto por simple observacion visual El
liecho de que Ias hofas vicjas de plantas susceptibles
sean inmunes podifa interpretarse como una transfor.
macion de [a epidermis, que resuita en una mayor con-
centracion de metabolitos que impiden el decarrollo del
hengo y a un mayor grosor de la capa de cera que fun-
ciona como barrera mecdnica Aln asi, se considera en
general (6), que el grosor de la capa de cera no siem-
pre estd correlacionado con la resistencia; pero puede
ser importante en algunos casos, como I mayor resis-
tencia observada al aumentar la edad de la hoja de
lima (Citrus anrantifolia) a Gloeosporinm lineltivola

{7)

* Jectara a fas -8 horas

Para In prueba cromatoprifica-bioldgica se distribu-
y6 0,1 ml de extracto ctéreo de la capa de cera de
hojas jovenes de Cubujuqui, en tiras de 30 X 5 em
de papel de cromatograffn Whatman Nv ¢ que habia
sido previamente tratado con aleoho!l v sccade al am-
biente; Tuego se puso I tiras en cilindros de vidrio
de 30 cm de alte por 6 cm de didgmetro; se usd como
solveate la fase orginica de un sistema de alcohol bu-
tilico terciario, 4cido férmico y agua (4:1:3) en mé-
tode ascedente (5): Se agregd 30 m! de solucidn en
el fondo dei cilindro y se dejé caturar a temperatura

Cuadro 4 —Inhibicién de Ia germinacion de esporas de
Colletotrichun por extractos etéreos de Ia
capa de cera de hojas de café de los culti-
vares 'Hibrido Tico’ y "Cubujuqui’.

[idmetro zona de inkibicidn en cm
Repeticion o ] .
B e | sscomibie Testio
1 26 25 0
2 25 30 ¢
3 36 30 4]
4 22 32 4]
Promedic 258 294
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ambiente (18-23°C). Después de 24 horas se sacd las
tiras y se les puso a secar. Finalmente cada tira se
cortd en pedacitos de un centimetro (23 en total), que
fueron numeradas en orden ascendente y celocados in-
dividualmente en plates Petri, donde fueron sembrades
con una suspensidn de espoeas; se usd PDA como me-
dio de cultivo, La incubacidn se hiza a 26°C y [a lec-
tura a fas 48 horas. Hubo inhibicién del crecimiento
del hongo en los trozos de papel (13 y 14}); sin em-
bargo, estos extractos no dieron ninguna reaccion de
color con cloruro de hierso I1I para o-dihidroxifenoles

Cuadro 5 —Efecto del extracto etéreo de la capa de
cera de hojas jovenes y viejas de plantas
adultas del cultivar "Cubujuqui’ en fa germi-
nacion de esporas de Colletoivichum spp

Didmctro de 1a zooa de inhibicién ca cm
Repeticion L . .
ojss fswess | Hios s | e
1 206 2,5 0
2 35 3,0 0
3 30 3,0 4]
4 2,2 3,2 a
Promedio 2,58 2,94

Es posible que como complemento a los factores de
resistencia determinados en el teiido foliar y capa de
cera, también estén involucrados otros mecanizmos dind-
micos de resistencia de post-penetracion.
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