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INTRODUCCION

La enfermedad sudamericana de la hojz, es una de las enfermedades

mds importantes del arbol del hule, Hevea brasiliensis (Muell.) Arg.,

en los trépicos americanos. Esta enfermedad provocada por el hongo

Dothidella ulei P. Henn., ha causado la destruccidn de miles de hectéa-

reas de hule en las Guayanas, Trinidad, Brasil y el resto de paises de
la cuenca amazdnica. Actualmente se considera un factor limitante en
la produccidén de caucho en la América Tropical, y su propagacidn a
otros centros productores de caucho del mundo, es motivo de constante
preocupacidn.

El combate de la enfermedad se realiza en las plantaciones de
Hevea utilizando clones resistentes, y la obtencidén de estos clones es
uno de los objetivos principales de los programas de hule existentes
en algunos paises americanos, Ultimamente se han desarrollado razas
del hongo capaces de atacar algunos clones considerados resistentes.

El presente trabajo tiene por objeto investigar la existencia y
naturaleza de posibles sustancias téxicas al hongo D. ulei en las hojas
de algunos clones de hule resistentes a la enfermedad sudamericana de

la hOjao






REVISION DE LITERATURA

I. La enfermedad sudamericana de la hoja

Sintomatologia

Los sintomas foliares de la enfermedad varfan con la edad de las
hojas y la intensidad del ataque. La intensidad del ataque depende de
la susceptibilidad del hospedero, de la cantidad de inbculo presente, y
de las condiciones ambientales. Las hojas muy j6venes de plantas sus-
ceptibles seglin LANGFORD (17), se cubren de masas de conidias de color
verde oliva que aparecen 8 dfas después de la infeccidn. Los ataques
intensos causan una rapida defoliacidn, y los de mediana intensidad pro
vocan una defoliacidén parcial y deformaciones en las hojas, que permane
cen adheridas a la planta y cubiertas de masas de conidias. Los tallos
jévenes, las flores, y los frutos jévenes son atacados por la enferme-
dad.

En las hojas jévenes, entre 12 y 20 dias de edad, el sintoma carac-
teristico es la presencia de manchas opacas aterciopeladas de color ver
de grisiceo. Estas hojas mids tarde presentan perforaciones en cuyo de-
rredor se forman anillos negros de consistencia dura, constitufdos por
los picnidios del hongo. Las hojas viejas con la cuticula endurecida

son resistentes a la enfermedad.

Organismo causal

El organismo causal de la enfermedad sudamericana de la hoja es el

hongo Dothidella ulei P. Henn. El hongo segin STAHEL, citado por

LANGFORD (17), presenta tres tipos de esporas: conidias, picnidiospo-
ras, y ascosporas. LANGFORD y STAHEL, concuerdan en que las conidias,

juegan el papel principal en la diseminacibn de la enfermedad; sin

/AN
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embargo, se ha demostrado que las ascosporas acarreadas por el viento
son también de importancia en la diseminacién.

Las conidias varfan apreciablemente en color, forma, y tamafio. En
cuanto a color varian de hialino a olivAceo. Pueden ser mono o bicelu-
lares, y miden 5 a8 x 12 a 30 m. Las ascosporas son mis uniformes
que las conidias; son hialinas, bicelulares, y miden 4 x 13 m. Bajo las
condiciones prevalentes en los trépicos himedos americanos, las conidias
Yy las ascosporas permanecen viables por varios dias.

Algunos investigadores, han considerado este hongo un parésito obli
gado (17); sin embargo, LANGFORD (17), BLAZQUEZ y OWEN (4), y LANGDON
(16), han obtenido colonias in vitro, utilizando medios artificiales.

En el afio 1959 LANGFORD (18, 19) observd en Costa Rica, que la en=-
fermedad atacaba a numerosas progenies del clon F-4542 gque hasta enton-
ces habfan permanecido resistentes, y atribuyb este ataque a una raza
nueva del hongo. Recientemente LANGDON (16), confirmdé la observacidn
de LANGFORD mediante inoculaciones con cepas de D. ulei procedentes de

Costa Rica y Guatemala.

Hosgedero

La enfermedad sudamericana de la hoja afecta solamente especies del
énero Hevea dentro de éste se observa gran variacidn en resistencia
L]

y susceptibilidad. Clones de Hevea brasiliensis, procedentes de cier-

tas zonas del valle del Amazonas, han mostrado seglin LANGFORD (17), una
alta resistencia a la enfermedad, mientras que aquéllos obtenidos de
otras localidades del valle tales como &l &rea del rio Tapajoz, de don-
de Henry Wickham obtuvo las semillas para establecer la industria de

Hevea del oriente, se han mostrado altamente susceptibles (17).
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Los trabajos de seleccidn y mejoramiento para la obtencidn de clo-
nes resistentes y de alta produccibén se iniciaron en Brasil en el afio
1937. Estos trabajos seglin BAPTISTE (2), fueron iniciados por la Com-
pafifa Ford, y continuados mds tarde por la misma compafifa y el Institu-
to Agronomico do Norte (Brasil) en colaboracidn con el gobierno de los
Estados Unidos de América.

Las primeras plantas resistentes se obtuvieron de la plantacién de
Fordlandia, que en el afio 1933 fue practicamente destruida por la enfer
medad. BAPTISTE (2) informa sobre la historia de esta plantacibén. Di-
cha plantacidén se sembrd con material proveniente del &rea del rio Tapa
joz, de Belem, y de zonas del alto Amazonas. En la epifitia que destru
yé la plantacibén de Fordlandia, las plantas provenientes de la zona del
rfo Tapajoz se mostraron altamente susceptibles, mientras que algunas
de las plantas procedentes de las otras zonas se mostraron resistentes,
Las plantas resistentes sirvieron para salvar la plantacidén de Belterra,
ya que en ésta se injertd con copas de estos clones resistentes. A es-
tos primeros clones procedentes de la plantacidén de Fordlandia, se les
denomind clones Ford y se les designd con la letra F; posteriormente
aparecieron los clones FB (Ford Belem), FX (clones orientales x clones
Ford), y los IAN (Instituto Agronomico do Norte) que proceden de los
cruces hechos a partir de 1945,

En el presente trabajo se ha utilizado el clon IAN-710 (resistente
y buen productor) y el clon oriental GA-1126 (susceptible pero de alta

produccidn) .
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Naturaleza de la resistencia

En un estudio histoldgico del agentc causal, BLAZGUEZ y OWEN (5)
determinaron que en condiciones de 100% de humedad relativa la expre-
sién de los sintomas es rédpida e¢n los clones susceptibles y resistentes;
posteriormente sin embargo, en las lesiones de los clones susceptibles
se observa la esporulacidén del hongo, lo que no ocurre en los clones re
sistentes, Los mismos investigadores (5) observaron diferencias en los
tubos germinativos de las conidias inoculadas en hojas de clones suscep
tibles y resistentes; en el @ltimo caso las conidias tienen tubos ger-
minativos mis cortos, y con frecuencia presentan apresorios.

LANGFORD (17) informa que la naturalecza de la resistencia en las
hojas maduras de los clones susceptiblec, es similar en muchos aspectos
a la de las hojas jovenes de los clones resistentes; tal resistencia
fue atribufda por BLAZQUEZ y OWEN (4) a una alta concentracibén de que-
brachitol (2 mono metil eter de i-inositol), que aparece en el latex de
plantas de hule. Esta hipdtesis tuvo como base la similitud existente
entre el quebrachitol y el i-inositol que segln observaciones de
BARNETT y LILLY (3) es téxico en altas concentraciones al hongo

Sclerotinia camelliae. En trabajos posteriores BLAZQUEZ y OWEN (5) ob-

tuvieron resultados que indican claramente que el quebrachitol no es la
sustancia responsable de la resistencia, y observaron en esta oportuni-
dad la presencia de un compuesto de color amarillo que ocurre interce-
lularmente en el borde de las lesiones foliares de los clones resisten-
tes, Este compuesto que no fue observado en las hojas enfermas de los
clones susceptibles, seglin estos autores, es un tanino o una toxina pro

ducida por la interaccidn del hongo y la planta.
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II. Importancia de los fenoles en la resistencia a enfermedades

En los tejidos vegetales existe una gran cantidad de compuestos
simples y complejos que poseen grupos fendlicos hidroxilados, cuya im-
portancia en el ciclo vegetativo de las plantas es cada vez mis eviden-
te., La importancia que estos compuestos tienen como sustancias fungo-
téxicas se ha puesto de manifiesto en los trabajos realizados sobre re-
sistencia a enfermedades.

Los primeros en explicar satisfactoriamente la base quimica de la
resistencia de las plantas a patbégenos especificos fueron WALKER y co-
laboradores (26, 27, 28). Posteriormente ANGEL, WALKER, y LINK (1)
identificaron los compuestos activos responsables de la resistencia, ¥y
determinaron que la antracnosis de la cebolla causada por el hongo

Colletotrichum circinans, y la podredumbre de la ce¢bolla provocada por

varias especies de Botrytis no se desarrollaban en bulbos coloreados,
debido a la presencia de &cido protocatéquico y catecol,

Ultimamente muchos otros investigadores han encontrado evidencia
que permite relacionar la resistencia a enfermedades con la presencia
de sustancias fenblicas en las plantas., Los diferentes grados de resis
tencia de la papa al tizbén tardfo, han constitufdo un problema de mucho
interés. La sustancia existente en la parte aérea de la planta de papa,

que es tbxica al hongo Phytophthora infestans, ha sido recientemente es

tudiada por VALLE, citado por HATHAWAY (13), El1 demostrd que el &cido
clorogénico es el compuesto predominante en las hojas de papa, pero tu-
vo dificultades al evaluar su importancia como agente fungotbdxico, ya
que en este caso la oxidacidén del &Acido clorogénico da lugar a una qui-
nona que es mis activa que el Acido clorogénico en si.

La relacidn entre el contenido de &cido clorogénico de las hojas
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de papa y la resistencia al tizdén tardio, ha sido también investigada
por SOKOLOVA citado por HATHAWAY (13). Fste investigador sefiala que

la inoculacidn con Phytophthora infestans produce en las plantas suscep

tibles una movilizacidn del &cido clorogénico, que no alcanza a prote-
gerlas contra la infeccidén; mientras que en las plantas resistentes ino
culadas, se observa una disminucidn aparente en el nivel del &cido clo-
rogénico y la formacidn de Acido cafeico y otras sustancias fendlicas.
La hipdtesis expuesta por SOKOLOVA, es que la inoculacidn con el patd-
geno estimula la movilizacién del Acido clorogénico, el cual sufre cam-
bios quimicos que dan lugar a compuestos que actiian como barreras al
ataque de la enfermedad. Esta hipdtesis estd de acuerdo con lo que in-
forman SHAAL y JOHNSON (24), que indican que los productos auto-oxidados

del 4cido clorogénico y el &cido cafeico son mis téxicos al Streptomyces

scabies que los fenoles de los cuales derivan,

El contenido de &cido clorogénico y Acido cafeico tiene también
influencia en la susceptibilidad de la papa a otras enfermedades. KUC
et al (15) informan que la presencia de estos Acidos en las hojas esté

estrechamente vinculada a la inmunidad de la papa al ataque del

Helminthosporium carbonum; y PATIL (22) ha encontrado relacién entre el

contenido de Acido clorogénico y fenoles libres en las raices de papa,

Y la susceptibilidad al ataque del Verticillium albo-atrum.

En el manzano se han hecho numerosos estudios relacionados con la
resistencia a enfermedades y la presencia de sustancias fendlicas en la
planta. BYRDE, FIELDING, y WILLIAMS (6) encontraron una relacién inver

sa entre la proporcidn de frutos infectados con Sclerotinia fructigena,

y el grado de coloracidén marrén del tejido herido infectado. Ellos in-

forman que los polifenoles del fruto que se oxidan al producirse las
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heridas, inactivan a las enzimas pectoliticas del hongo, impidiendo de
esta manera el progreso de la enfermedad.

La cascara de los frutos del manzano y la cera de sus hojas contie
nen compuestos fendlicos. MARTIN, BATT, y BURCHILL (21) sefialan que la
cera de las hojas de las plantas resistentes al ofdio, contiene compues

tos fendlicos que inhiben la germinacibén de esporas de Podosphaera

leucotricha. HULME y EDNEY (14) encontraron paralelismo entre el aumen

to de la susceptibilidad de las manzanas al ataque del Gloeosporium

perennans, y la disminucidén del &cido clorogénico en la céscara del fru
to.
El efecto de ciertos compuestos fendlicos del manzano en la esporu

lacidn del hongo Venturia inaequalis, ha sido investigado por FLOOD y

KIRKHAM (9). Estos investigadores encontraron que extractos de dos va-
riedades de manzano, una altamente resistente y la otra de menor resis-
tencia al ataque del hongo, inhiben la esporulacibén de razas de diferen
te patogenicidad del hongo, aunque no en el mismo grado; y que cuando se
usaron concentraciones altas de los extractos de ambas variedades, de-
saparec{an las diferencias en la inhibicidn de la esporulacidén de las

razas de Venturia inaequalis. Los anilisis cromatogridficos de los dos

extractos demostraron que solamente existfian diferencias cuantitativas
entre ellos, conteniendo los dos &cido clorogénico.

En un trabajo efectuado en el Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas en Turrialba, ECHANDI y FERNANDEZ (7) encontraron que las plan
tas resistentes a la llaga macana o clncer del cafeto, causado por el

hongo Ceratocystis fimbriata, contienen mls 4cido clorogénico que las

plantas susceptibles, y que el &cido clorogénico en la concentracidn

que aparece en las plantas resistentes, es altamente téxico al hongo.






-9 -

Un grupo de compuestos relacionados con los fenoles, son los flavo
noles que se encuentran en las plantas formando parte de los antociani-
nos y otros pigmentos. La desintegracidn de los flavonoles produce com
puestos fenblicos. NAGHSKI, COPLEY, y COUCH citados por ECHANDI (8)
afirman que los flavonoles tienen efecto antagonistico a gran nlmero de

patégenos de las plantas, siendo la quercitina el flavonol més activo

de cuantos ellos investigaron.






MATERIALES Y METODOS

En las pruebas de germinacidén de las conidias se utilizaron extrac
tos acuosos de hojas de los clones IAN-710 resistente y GA-1126 suscep-
tible, desarrollédos en el invernadero y viveros de hule del Centro de
Turrialba.,

Como el grado de susceptibilidad de las hojas varia con la edad,
se considerd conveniente utilizar tres extractos por clon, cada uno
preparado con hojas en diferentes estados de desarrollo. Los tres es-
tados de las hojas utilizados en la preparacidn de los extractos, co-
rresponden a los siguientes grupos de clasificacidn de BLAZQUEZ y OWEN
(5):

IT. Foliolos doblados dorsalmente, verticales, rojizos, y

de aproximadamente 1 cm de largo,

III. Foliolos parcialmente abiertos, verticales, rojizos, y

de 2 a 4 cm de largo.

V. Foliolos verdes, peciolos separados en Angulo de 70Q

del punto de crecimiento.

Después de numerosas pruebas tendicntes a determinar la cantidad
de hojas y agua a usarse en la preparacidn de los extractos, se optd
por prepararlos utilizando 3 g de hojas y 2,5 ml de agua destilada.,
Tres gramos de hojas recién cosechadas, se¢ cortaron en porciones de
aproximadamente 1 cm2 y se introdujeron en un tubo de ensayo que conte-
nfa 2,5 ml de agua destilada, luego se insertd un tubo de ensayo de me-
nor didmetro dentro del anterior. Los tubos se colocaron inmediatamen-
te en bafio maria por 30 minutos, se inclinaron y se aplicd presidn so-

bre el tubo interno para obtener el extracto,
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En las pruebas se utilizaron tres concentraciones de los extractos,
Las concentraciones utilizadas fueron: extracto puro, 2/3 y 1/3 del
extracto; las dos Ultimas concentraciones se obtuvieron diluyendo el ex
tracto puro con agua destilada.

Las conidias utilizadas en las pruebas de germinacidn, se obtuvie-
ron de hojas enfermas de plantas del vivero del Centro de Turrialbaj
sin embargo, para algunas pruebas se utilizaron también, conidias pro-
cedentes de cultivos de D. ulei en PDA peptona (16).

Las pruebas de germinacidn se efectuaron en portaobjetos de micro-
cultivo. Los extractos de hojas se colocaron en los portaobjetos por
medio de una micropipeta, haciendo las diluciones necesarias al colocar
los, y procurando que el volumen final fuera de 60 microlitros. En los
testigos se usaron 60 microlitros de agua destilada. A los portaobje-
tos con los extractos se les agregd las conidias por medio de una aguja
esterilizada, se agité la preparacidén para uniformarla, y se colocé lue
go en clmaras hGmedas por espacio de 12 horas; al cabo de las cuales se
procedié a hacer las observaciones.

En las pruebas de germinacidn de las conidias en compuestos fend-
licos se utilizd acido clorogénico, &cido cafeico, y catecol, que fue=-
ron los fenoles empleados por BYRDE, FIELDING, y WILLIAMS (6) en sus

trabajos con Sclerotinia fructigena. Los fenoles anteriormente mencio-

nados se utilizaron en concentraciones de 0,003, 0,006, y 0,0l molar.
Estas concentraciones se emplearon por ser comunes en muchas plantas
(6). Los métodos seguidos en la ejecucidén de estas pruebas fueron simi
lares a los anteriores.

En todas las pruebas de germinacidn se efectuaron 4 repeticiones

por tratamiento.
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Las observaciones se efectuaron utilizando un aumento de 125 X, ¥y
contando al azar en cada observacién 25 conidias sumergidas en el 1liqui
do. Se consideraron conidias germinadas, aquéllas que tuvieran tubos
germinativos mds largos que el ancho de la espora.

El analisis estadistico de las pruebas de germinacidén se hizo por
el método de LITCHFIELD y WILCOXON (20) dencminado '"curvas de dosis=-
mortalidad". Los limites de confianza para los parametros se estable-
cieron al 5% de probabilidad estadistica.

La dosis mediana efectiva (ED..) es en este caso, la concentracidn

50
de extracto necesario para producir el 50% de inhibicién en la germina-
cibén de las conidias.

Para determinar la localizacidn de la sustancia tdxica en los cro-
matogramas, se hicieron pruebas de germinacidn sobre cromatogramas efec
tuados en tiras de papel Whatman N2 1 de 2,5 x 40 cm, cubiertos por
una capa delgada de agar.

Los cromatogramas se prepararon con 20 microlitros de extracto pu-
ro de hojas del grupo de clasificacién V del clon IAN-710 desarrollado
en los viveros del Centro de Turrialba. Utilizando como solvente
n-butanol: &cido acético acuoso al 27% (1:1 v/v). Después de secar los
cromatogramas al aire, ée sumergieron por unos segundos en agar agua al
2%, colocandolos luego sobre un viario plano.

Los cromatogramas cubiertos con la capa de agar se dejaron sobre
el vidrio, y se les aplicd conidias en toda la superficie utilizando un
pincel de pelo de camello; la mitad de los cromatogramas se desprendie-
ron del vidrio y se colocaron sobre el resto que permanecia adherido al
vidrio, de tal manera que las superficies con las conidias quedaran en

contacto y los puntos de partida y frentes de los cromatogramas
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superpuestos. Inmediatamente despuds, los cromatogramas con los vidrios
se colocaron en cémaras hlmedas por espacio de 12 horas, procediendo lue
go a hacer las observaciones,

Las observaciones se realizaron en el cromatograma que quedaba adhe
rido al vidrio, después de levantar cuidadosamente el que lo cubria,
Luego de una observacibén cuidadosa a lo largo de la superficie del cro-
matograma, se hicieron recuentos de 100 conidias tomadas al azar en 6
puntos a lo largo del cromatograma.

Los extractos utilizados en los analisis cromatograficos, fueron
los extractos puros utilizados en las pruebas de germinacibn de las co-
nidias. Para el andlisis cromatografico, se utilizé la técnica de croma
tografia de papel, empleando una combinacidén de los métodos de GEISSMAN
(11), y GAGE, DOUGLASS, y WENDER (10) para la identificacidn de compues=-
tos fen8licos.

Los cromatogramas se hicieron en tiras de papel Whatman NQ 1 de
10 x 40 ecm. Los extractos se aplicaron a 10 cm de uno de los bordes
de las tiras de papel por medio de una micropipeta, a razbén de 20 micro-
litros por aplicacibén. Estos se corrieron luego en forma descendente en
cémaras "Chromatocab" (Reco Research Equipment Corporation, Oakland,
California) con los siguientes solventes: n-butanol: acido acético acuo-
so al 27% (1:1 v/v), fenol: agua (73:27 p/p), y agua destilada. EL tiem
po que se corrieron varid con la clase de solvente (6 a 14 horas); sin
embargo, en todos los casos se dejé que el solvente recorriera aproxima-
damente 25 cm del punto de partida, luego se les extrajo de la camara y
se les dejd secar al aire. Estos cromatogramas se examinaron primero a
la lug del dfa y luego con luz ultravioleta de onda larga, en ausencia

y presencia de vapores de amonio. Después se les examind a la luz del
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dfa y con luz ultravioleta de onda larga, una vez asperjados con los
siguientes reveladores: cloruro de aluminio alcoh8lico al 1%, carbonato
de sodio acuoso al 1%, acetato de plomo bidsico acuoso al 1%, y acetato
de plomo normal acuoso al 1%. También se les examindé a la luz del dia
después de asperjarlos con cloruro férrico acuoso al 1% y con nitrato
de plata amoniacal.

En cada caso se anotaron los Rf de las manchas observadas y el co-

lor que presentaba cada una de ellas.






RESULTADOS

Pruebas de germinacidn de las conidias en extractos acuosos de hojas

de hule

En las pruebas realizadas con extractos acuosos de hojas de los
clones IAN-710 resistente y GA-1126 susceptible, desarrollados en el in
vernadero y viveros de hule del Centro de Turrialba, se observaron dife
rencias apreciables en los porcentajes de germinacidn de las conidias,
noténdose una mayor inhibicibén en los extractos de las plantas resisten
tes (Cuadro 1). Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas con
extractos de hojas de plantas desarrolladas en el invernadero fueron
mis consistentes que los obtenidos en las pruebas realizadas con extrac
tos de hojas de plantas desarrolladas en los viveros. Algunas veces no
se observaron diferencias entre los porcentajes de germinacibén en los
extractos de los clones resistente y susceptible desarrollados en los
viveros; en estas ocasiones la inhibicidén de la germinacidn fue alta y
de valores semejantes en los extractos de ambos clones.

Los tubos germinativos de las conidias en los extractos de hojas
del clon susceptible fueron largos y delgados, mientras que en los ex-
tractos de hojas del clon resistente fueron cortos y gruesos., La rela-
cidn en longitud de los tubos germinativos fue de aproximadémente 3al.
La longitud de los tubos, por otra parte, disminuyb con el aumento de la
concentracién de los extractos, tanto del clon resistente como del sus-

ceptible,
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En el Cuadro 2 aparecen las aproximaciones de las dosis medianas

efectivas (ED o) de los extractos de hojas de los clones resistente y

5
susceptible, utilizados en la prueba cuyos resultados se presentan en
el Cuadro 1.

Y Las pendientes de las lineas que relacionan las dosis de extractos
aplicadas (X), y los porcentajes de inhibicidn de la germinacidn (Y),
observados en la prueba de germinacidn cuyos resultados presenta el

W
Cuadro 1, pueden apreciarse en las Figuras 1 y 2.

CUADRO 2. Dosis medianas efectivas (ED50) de los
extractos de los clones IAN-710 resistente

y GA-1126 susceptible,

Grupos de clasificacibn de las hojas

Extracto
del 11 III v
clon Inver- Vive=- Inver- Vive- Inver- Vive=-
nadero ros nadero ros nadero ros
Resistente 0,15 - 0,12 0,12 0,23 0,29
Susceptible 0,50 -- 0,40 0,29 0,84 0,81

Todas las comparaciones entre las dosis medianas efectivas (ED5O)
de los extractos de hojas del clon resistente y del susceptible, prepa=-
rados con hojas de un mismo grupo de clasificdcibén y origen (invernadero

o vivero), fueron significativas al 5% de probabilidad estadistica.
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Pruebas de germinacidn de las conidias en compuestos fendlicos

El &cido clorogénico, Acido cafeico, y catecol con concentraciones
de 0,003, 0,006, y 0,01 molar, inhibieron completamente la germina-
cidn de las conidias. Las soluciones de Acido clorogénico y &cido ca-
feico tenfian pH 4; el pH de la solucidn de catecol fue mayor. El por-
centaje de inhibicidén de la germinacidn de las conidias en los testigos

en agua destilada fue de 17%.

Rf de la sustancia téxica

En las pruebas de germinacidén realizadas sobre cromatogramas, se
observé una marcada inhibicidén de la germinacibén en la zona en que apa-
recid una mancha amarilla Rf 0,80. En el centro de esta mancha se ob-
servd un 79% de inhibicién, cifra que asciende a aproximadamente el do-
ble de cualquiera de los otros porcentajes de inhibicidn observados en
los otros 5 puntos del cromatograma. El Cuadro 3 presenta los Rf de
los puntos en donde se efectuaron observaciones, y los porcentajes de
inhibicién que se obtuvieron. Las conidias localizadas sobre la mancha
amarilla presentaban un color marrdén intenso, y las que germinaron‘te-
nfan tubos germinativos més cortos que las localizadas en otras zonas

del cromatograma.
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CUADRO 3. Valor de los Re ¥y de los porcentajes
de inhibicidén de la germinacidn de
las conidias, observados sobre croma
togramas. Estos datos representan

el promedio de 2 observaciones,

R Porcentaje de inhibiciép de la
f germinacion de las conidias
0,15 36
0,31 31
0,40 25
0,62 37
0,80% 79
0,93 ks

h
||

X Mancha amarilla.

Cromatografia

En los cromatogramas preparados con extractos de hojas de los clo-
nes IAN-710 y GA-1126 se observd una mancha amarilla visible a simple
vista. Esta mancha fue mayor y de color mis intenso en los cromatogra-
mas preparados con extractos de hojas del clon resistente, salvo en al=-
gunos casos en que no se observdé diferencias en los porcentajes de inhi
bicidén de la germinacidn entre los extractos de los clones resistente y
susceptible. En los cromatogramas preparados con estos extractos, tam-

poco se apreciaron diferencias en el tamafio de las manchas amarillas.,
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La mancha amarilla presentd los siguientes R 0,80 (n-butanol:

£l
&cido acético acuoso al 27% 131 v/v), 0,50 (fenol: agua 73:27 p/p),

¥y 0,33 (agua destilada). Con el primer solvente la mancha amarilla se
mostr$ definida y de un color amarillo intenso, mientras que con los
otros solventes aparecid poco definida, y el color amarillo fue mucho
menos intenso que con el primer solvente. Las reacciones de color de
esta mancha aparecen en el Cuadro 4.

En los cromatogramas preparados con extractos de hojas de los gru-
pos de clasificacidén II y III de los clones resistente y susceptible de
sarrollados en los viveros, se observd ademls de la mancha amarilla una
mancha gris azulada visible a simple vistaj éstg presentaba un Rf de
0,56 con n-butanol: acido acético acuoso al 27%. Esta mancha fue de ma
yor tamafio en los cromatogramas preparados con los extractos del grupo
de clasificacidn II, pero siempre de igual tamafio en los cromatogramas
preparados con extractos de hojas de los clones resistente y suscepti-
ble, La mancha gris azulada no se observdé en los cromatogramas hechos

con extractos de hojas de los clones desarrollados en el invernadero,
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CUADRO 4. Reacciones de color de la mancha amarilla
en cromatogramas tratados con diferentes
reveladores y observados a la luz del dia

Yy con luz ultravioleta de onda larga.

Revelador Luz del dia Luz ultravioleta
-—- Amarillo Marrén
Vapores de amonio Amarillo Amarillo anaranjado
Cloruro de aluminio Amarillo Amarillo anaranjado
Carbonato de sodio Amarillo Amarillo anaranjado
Acetato de plomo basico Amarillo Marrén
Acetato de plomo normal Amarillo Marrén
Cloruro férrico Verde olivo -——
Nitrato de plata amoniacal Marrén rojizo -—-

. ——————— ——————————————
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Cromatograma corrido con n-butanol: &acido
acético acuoso al 27%, y revelado

con nitrato de plata amoniacal,






DISCUSION

Los altos porcentajes de inhibicidn de la germinacidn observados
en los extractos de hojas del clon resistente IAN-710, y el aumento en
los porcentajes de inhibicidn que se obtuvo al aumentar las concentra-
ciones de los extractos de este clon y los del clon susceptible GA-1126,
indican la presencia de alguna sustancia(s) téxica al hongo en los ex-
tractos de ambos clones, que se presenta en mayor cantidad en los ex-
tractos del clon resistente., En ensayos preliminares, se observd que
concentraciones altas de los extractos de los clones resistente y sus-
ceptible inhiben completamente la germinacién de las conidias. FLOOD y
KIRKHAM (9) obtuvieron resultados similares; ellos informan que extrac-
tos de dos variedades de manzano, una altamente resistente y la otra de

mucho menor resistencia al ataque de Venturia inaequalis, inhiben la es

porulacién de razas de diferente grado de patogenicidad del hongo y ob=-
servaron mayor inhibicidén en los extractos de la variedad altamente re-
sistente. Esta diferencia deéaparecié al aumentar la concentracidn de

los extractos.

La completa inhibicidn de la germinacibédn que se observd en las tres
concentraciones de las soluciones de &cido clorogénico, &cido cafeico, y
catecol, indica que estos compuestos fenblicos son altamente tdxicos a
las conidias del hongo.

El alto porcentaje de inhibicidn observado sobre las manchas amari-
llas, indica claramente la localizacidn del compuesto tdxico.

Los resultados de los andlisis cromatograficos demuestran que las )

diferencias entre los extractos acuosos de las hojas de los clones re-

sistente y susceptible, son cuantitativas., FLOOD y KIRKHAM (9)
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importancia de la luz en la formacidn de estos compuestos fenblicos.

El efecto sobre las conidias de la sustancia(s) que produce las
manchas amarillas observadas en los cromatogramas, y la estrecha rela-
cién entre el tamafio de las manchas y la toxicidad de los extractos
acuosos de hojas del clon resistente, permiten suponer que la presencia
de esta sustancia(s) en las hojas de hule, en concentraciones suficien-

tes como para inhibir la germinacidn de las conidias de Dothidella ulei,

puede estar asociada con la resistencia a la enfermedad sudamericana de

la hoja.
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obtuvieron resultados similares al estudiar la resistencia de dos varig

dades de manzano al ataque de algunas razas de Venturia inaequalis.

La mancha amarilla es de'naturaleza fendlica y posiblemente un fla
vonol, por la similitud que tienen sus reacciones con las de la rutina,
isoquercitrina, quercimeritrina, y otros compuestos pertenecientes a es
te grupo. Otra evidencia de la presencia de compuestos fenblicos en
los extractos, es la coloracién roja que presentan al tratarlos con mag
nesio y &cido clorhidrico concentrado (23).

Los numerosos informes sobre la toxicidad de compuestos fendlicos
a hongos patdgenos de las plantas, algunos de los cuales estén citados
en la revisibén de literatura, incluyen también al grupo de los flavono-
les segiin expresan NAGHSKI, COPLEY, y COUCH citados por ECHANDI (8).
Estos investigadores afirman que los flavonoles tienen efecto antagonis
tico a gran nfimero de patdgenos de las plantas,

Los pocos casos en que no se observaron diferencias en los porcen-
tajes de inhibicidén de las conidias con extractos de hojas de los clones
IAN-710 y GA-1126, desarrollados en los viveros de hule del Centro de
Turrialba, se deben posiblemente a la desigualdad de condiciones en que
se encontraban ambos clones en los viveros. El clon susceptible
GA-1126 estaba sembrado a mayor distanciamiento que el resistente
IAN-710, recibiendo por ello una mayor iluminacidn. SWAIN (25) informa
que la intensidad luminica es sumamente importante en la formacibn de
sustancias fendlicas en las plantas, ya que la fotosintesis es la que
determina la cantidad de productos primarios precursores de ellas,
GEISSMAN y SWAIN, citados por SWAIN (25), al comparar la sintesis del
&dcido clorogénico y de la rutina en hwjas de tabaco que ejercieron su

actividad metabdlica en la luz y en la oscuridad, apreciaron también la






RESUMEN

Se investigd la presencia de sustancias fenblicas téxicas al hongo

Dothidella ulei P, Henn. en hojas de dos clones de Hevea brasiliensis

IAN-710 y GA-1126 resistente y susceptible respectivamente, y se estu=-
di8 el efecto de compuestos fendlicos sobre el organismo causal,

En las pruebas de germinacidn de las conidias realizadas en extrac
tos acuosos de los clones, se observaron diferencias en los porcentajes
de germinacidén, notédndose una mayor inhibicidn en los extractos del clon
resistente.

Con el objeto de determinar la localizacidn de la sustancia(s) téxi
ca, se efectuaron pruebas de germinacidn sobre cromatogramas preparados
con extractos de hojas del clon IAN-710; observéndose una mayor inhibi-
cién de la germinacidn en la zona en que aparecid una mancha de color
amarillo.

Por medio de andlisis cromatograficos se determind que la sustan-
cia(s) t8xica es de naturaleza fendlica, posiblemente un flavonol.

El &cido clorogénico, acido cafeico, y catecol fueron altamente

t8xicos a las conidias del hongo.

72}






SUMMARY

The presence of toxic substance(s) to the fungus Dothidella ulei

in leaves of Hevea brasiliensis, and the effects of phenolic compounds,

were investigated. Two clones, IAN-710, resistant, and GA-1126,
susceptible, were used.

Tests of conidia germination in aqueous leaf extracts showed differ
ences in percentages of germination. Higher inhibition was evident in
the extracts of resistant clone,

In order to determine the location of the toxic substance(s), germi
nation tests were done on chromatograms prepared with leaf extracts of
clone IAN-710. Higher inhibition was noted on a yellow spot that had
appeared in the chromatograms.

Chromatographic analysis suggested that the toxic substance was a
phenolic compound, probably a flavonol.

Chlorogenic acid, caffeic acid, and catechol were highly toxic to

the fungus,
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