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RESUMEN

OCAMPO A., M.E.; LEGUIZAMON C., JE.; LOPEZ F., Y. Efecto de metabolitos secundarios de
Ceratocystis fimbriata sobre e contenido proteinico y € comportamiento enzimético de callos de
explantes foliares de Coffea arabica c.v. Tipica y Borbén. Cenicafé 51(3): 216-223. 2000.

Se estudio el efecto de unamezclade metabolitos secundarios aislados de Ceratocystisfimbriata sobrela
concentracion de proteinas, la actividad enziméticay el crecimiento de callos de tegjido foliar de Coffea
arabicadelasvariedades Tipica, Borbénrojoy Borbdnresistentea C. fimbriata. El hongo seaislé enmedio
papa-dextrosa-agar (PDA) y el micelio y los metabolitos secundarios se obtuvieron en medio liquido
sintético ZMA. Los callosde C. arabica se obtuvieron de explantes foliares de arboles sel eccionados de
la Estacién Experimental de Naranjal (Chinchina, Colombia), cultivados en medio de Murashige-Skoog
modificado (LIQC primario) y subcultivados en medio LIQC secundario cada quince dias. Los resultados
muestran quelos callos provenientes delavariedad Borbén RM (resistente) presentan un mayor peso final
en comparacion con los de lavariedad Borbon rojo susceptible, mientras que la concentraci n de proteina
es mayor en la variedad susceptible que en la resistente. Las pruebas electroforéticas en geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes evidencian actividad de las esterasas y de la fosfatasa acida en las
variedades susceptibles, mientras que en lavariedad resistente no se evidenciaactividad detal es enzimas.

Palabras claves: Café, Coffea arabica, Ceratocystis fimbriata, callos, resistencia, susceptibilidad,
esterasa, fosfatasa &cida, electroforesis.

ABSTRACT

The effect of a mixture of secondary metabolites isolated from Ceratocystis fimbriata on the protein
concentration, enzymatic activity, and the growth of leaf tissue callus of Coffea arabica cultivars Tipica,
red Borbon, and Borbdn resistant to C. fimbriata, was evaluated. The fungus was isolated in PDA and
secondary metabolites were produced in liquid medium ZMA. C. arabica calli were obtained from leaf
explants of trees selected from the Experimental Station Naranjal (Chinching, Colombia), and were
cultured in modified Murashige-Skoog medium (primary L1QC) and subcultured in secondary LIQC every
15days. Resultsindicatethat calli from Borbén cultivar (resistant) had ahigher final weight, whereasfinal
protein concentration was higher in susceptible cultivarsthanin theresistant. Electrophoretic analysesin
native polyacrylamide gels evidenced activity of esterases and acid phosphatase in the susceptible
cultivars, whereas in the resistant there is no evidence of such enzymatic activity.

Keywords: Coffee, Coffea arabica, Ceratocystisfimbriata, callus, resistance, susceptibility, esterase,
acid phosphatase, el ectrophoresis.
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La lucha contra las enfermedades de las
plantas constituye una de las précticas
agrondémicas méas importantes para la protec-
cion vegeta. Entre las enfermedades fungicas
del café, seencuentrala“llagamacana’, untipo
de céncer del tronco causado por el hongo
Ceratocystis fimbriata Ell. Halst. Hunt. Estees
habitantedel sueloy parasitofacultativoquese
encuentraampliamente distribuido en Colom-
bia, donde ha adquirido una importancia cre-
cientedebido a quelainfeccion ocurreprinci-
palmente por laviadelas heridas causadas d
deschuponar y zoquear €l cafeto. Lainfeccion
deloshacesvasculares (xilemay floema) trae
como consecuencia la muerte celular y la
suberizacion delostejidos, que dan lugar alas
necrosis, debido a que las células parasitadas
pierdensuturgenciay lacapacidad deintercam-
bio dentro delaplanta. Como consecuencia, se
presentaescaso brotamientodeyemas, clorosis,
marchitamiento, pérdidadefollgjey muertede
chupones(7).

L asvariedadescomercia esdecafé, Borbon,
Tipica, Colombiay Caturrasonsusceptiblesala
enfermedady su control sebasaenlaaplicacion
preventiva de fungicidas durante la época de
zogueoy durantelasel ecciondebrotes(9). Para
lograr obtener formas de control méseficaces
quelasutilizadas en el momento, es necesario
acometer el estudiodelosmecanismosimplica
dos en los procesos de resistencia. Para tal
efecto sedebeconocer el comportamiento pro-
teinicodelasplantassusceptiblesy tolerantesy
por ultimo, laasoci aci 6n planta-microorganis-
mo, locual puedecontribuira conocimientodel
comportamiento genéticodelasvariedadesy su
relacién conlaenfermedad.

MATERIALES Y METODOS

El estudioseredizéenel CentroNacional de
Investigacionesde Café, Cenicafé, en Chinchi-
na, ubicadoa5® 00'N 75° 36' W, a1400msnm

y un promedio de temperatura de 24°C. Las
muestras foliares (hojas jovenes del primer y
segundo par de ramas plagiotropicas y
ortotrépicas) se tomaron de cafetos de lavar.

Tipica(susceptible), Borbénrojo (susceptible)

y Borbon RM (resistente) cultivadosenlaEsta-

cion Cental Naranjal y se colocaron en camara
himeda hasta la siembra de los explantes, €l

mismo diadelarecol eccién.

El material foliar selavd con Teepoll-Shell
a 1% VIV, seenjuagd 4 veces con aguadestila-
day luego sedesinfesté.conhipocloritodesodio
2,5%durante20min. El desinfectanteseeliming
lavando el material con agua bidestilada estéril
cuatro veces consecutivas. Posteriormente, se
realizaron cortes de tegjido internerval de 0,5-
1,0cmdelado.

Siembra. Losexplantessecolocaronen cajas
de Petri que contenian 30ml demedio primario
deinduccién M urashige-Skoog modificado (me-
dioLIQC)y seincubaronenlaoscuridada28°C
hastaobservar lapresenciadecalos(2).

Cuantificacion deproteinasen callosdeteji-
dofoliar . Semaceraron con N liquido 0,8g de
tejidodecall odetercerageneracion (4 mesesde
edad), enunarel acion peso/volumen (1/2) obte-
nidos de cultivos realizados en medio LIQC
secundarioy laproteinasolubletotal seextrajo
con buffer de extraccion Robinson modificado
(Tris- HCI 0,05M; pH=8,0, 20% sucrosa, 5%
PVP-40, 0,5% Tritén X-100 y 0,001M b-
mercaptoetanol) (14). El macerado sefiltroen
unacapadegasay unademuselinay d filtrado
secentrifugéenunamicrocentrifugaEppendorf
541 C a 12000rpm durante 8min, a 4°C. El
sobrenadante (1ml) se cargd en una columna
Econopac de BioRad y se eluyd con buffer
Hepes-KOH 0,1M depH=7,5; 0,0005M EDTA,;
0,01M acetato de magnesio; 0,005M DIECA
0,05% Triton X-100, 5% glicerol y 0,02M b-
mercaptoetanol. El eluido sin signos de
fenolizacionsecongel 6a—20°Chastasu utiliza-
cion.
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Aislamientoy multiplicacion deC. fimbriata
apartir detgidoinfectadodecafé. Seselec-
cionaron troncos infectados de la variedad
Caturra, se descortezarony se lavaron con una
solucionjabonosa(Axion) 1/10y seenjuagaron
con agua corriente durante 1 hora. Luego se
colocaron en camaras himedas a temperatura
ambientedurante 7 dias hastalaobservacion de
peritecios de C. fimbriata. L osperiteciosobte-
nidos se utilizaron parainocular tallos tiernos
descortezadosdecafévariedad Caturra, lavados
con agua corriente, y secados y desinfestados
con unasolucidn 5% dehipocloritodesodioen
unacamaradeflujolaminar. Seinocularon tres
ascosporas por cadatalotiernoy sedegjaron a
temperatura ambiente hasta que se observo la
producci6ndeabundantesperiteciosy ascosporas
(8 diasen promedio) (11).

Las estructuras del hongo provenientes de
los tallos infectados se inocularon en cajas de
Petri conmediodecultivoagar-V8y seincuba
ronatemperaturaambientedurante 1 meshasta
obtener crecimientodelasestructurasfingicas.
L uego sesuspendierontrozosdeagar infectado
en 55ml de agua esterilizada y se
homogeneizaron. Deestasuspensidn seinocul
Iml enmedioZMA y seincubd durante21 dias
en un agitador rotatorio a 2.025Hz. El cultivo
cambid dehialinoablancoalos5diasy acolor
negruzco entrelos 12y 21 dias, periodo quees
el mas favorable para la extracciéon de los
metabolitossecundarios(13).

Una parte de las estructuras miceliales se
separdo mediantefiltraciénenMilliporeconfil-
trosde papel estérilesy seliofilizo, y laotrase
resuspendidenbuffer deextraccion, sefiltro, se
centrifug6a10000g durante 10miny sealmace-
n6 a —80°C. Se inoculé entonces 1ml de la
suspension celular del hongo en 30ml demedio
caldo de papa-dextrosacon 60ml deampicilina
(solucion alcohdlica 40 % W/V), se incubd
durantel12diasenrotaciony sefiltroenMillipore
confiltrosestérilesdecel ulosa. El micelioobte-
nido seresuspendio en4ml debuffer dePalmer
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modificado Tris-HCI 0,05M depH=8,0; 0,35M
sorbitol, 0,0056M EDTA; 0,005M b-
mercaptoetanol y 3% W/V PV P- 40 (16).

Estudio€electrofor éicodepr oteinastotalesy
delasenzimasesterasay fosfatasa acida de
callos de tejido foliar. Se realizaron
electroforesisdeproteinastotal esen condicio-
nes desnaturalizantes en geles de poliacrila
mida (PAGE-SDS) del 7,5%. La actividad
isoenzimatica de esterasay fosfatasaacida se
estudi6 electroforéticamente en geles no
desnaturalizantesdeacrilamidadel 7,5% (5,0ny
y 3,0ng prot. total/pozo) utilizando un buffer de
eectrodo Tris-borato0,1M depH=9,0bgj0 100V
y 60mA a4°C durante8horas. Para laactividad
de esterasa el gel seincub6 atemperatura am-
biente durante 10min. en presencia de buffer
fosfato 0,25M depH=6,0.

Laactividad enzimética sedetectd mediante
unamezclade0,1g dea-naftil acetatoy 0,059 de
b-naftil acetatodiluidosen2ml deacetonay 1ml
deaguadestiladaen 100ml ddl buffer detincion.
Los geles se incubaron en la mezcla durante
45min a 37°C. Luego de la aparicion de las
bandas pardas, los geles se fijaron con una
solucion &cido acético, metanol, agua(1:6:14)
7).

Lafosfatasaécidasedetectd sumergiendoel
gel en 100ml buffer acetato 0,05M de pH=5,0,
con a-naftil acetato (50mg) , MgCl, (50mg) y
Fast Garnett Salt Blug(50mg) (3:14:19).

Efectodelamezclademetabolitossecunda-
rios sobre el crecimiento de los callos. Se
incubaron 5trozosde0,5g decallo, de4 meses
de edad procedentes de explantes de hojas de
Borbonrojo (susceptible) y BorbonRM (resis-
tente) en 50ml de medio liquido primario (60
erlenmeyers/variedad) con0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
y 1,0ppmdemezclademetabolitossecundarios
parcialmente purificadosdeC. fimbriataprove-
nientedeuncultivoenmedioZMA. Loscallos,
sinoxidacionaparenteal momentodeiniciacion




del ensayo, secolocarona28°Cenlaoscuridad
durante 28 dias (12). El contenido de proteina
soluble total se midié mediante el método de
Bradford (5) En otro ensayo se incubaron los
callos durante 12 dias con 5ml de acetato de
amilo (0,0 a1,0ppm) y se observaron los cam-
biosmorfol 6gicosdurante8dias(4).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aidamiento deCeratocystisfimbriataapar tir

detgjidoinfectado de café. La presencia del

hongoy su crecimiento pueden detectarse me-

diante los cambios de color del medio ZMA
durante el periodo deincubacién. Luego de 12
dias de crecimiento se desprendié un olor que
parececorresponder al acetatodeamilo(esencia
debanano), lo cual esunindicativo delamayor
produccién de metabolitos secundarios por €l

hongo(13).

Luegodelos12diassed canzael findelafase
decrecimientoexponencial (13). EnlaFigural
sepuedenobservarloscambiosdecol oraciondel
medio sintético ZMA, por la produccién de
metabolitos secundarios de C. fimbriata.
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Figura 1. Cambios de coloracion del medio sintético ZMA
por laproducciéndemetabolitossecundariosdeCeratocystis
fimbriata.

Producciondecallos.Laformaciondecall osse
inicid enlasvenassecundariasy continué hacia
las células mesenquimatosas del borde de la
laminafoliar. Laadhesidondel explantea medio
de cultivo acelerd el crecimiento celular y la
formaciondecall osdediferentetextura, proba-

blemente debido aunamejor exposicion delas
célulasdel mesofil oesponjosoal osnutrimentos
del medio (12). EnlaFigura2 se observacomo

loscallosdelavariedad Tipicade 1 mesdeedad
presentan un buen crecimiento con zonas bien
diferenciadas de tejido friable de color crema
brillantequeconlosmediosadecuadosnormal -

mentepuedepresentar unaltogradodediferen-

ciacion. LoscallosprovenientesdeBorbonrojo
y Borb6on RM fueron deconsistenciacompacta,

pocofriables,conproliferacioncel ular reducida
y con sintomas de oxidacion alrededor del

explante.

Compor tamientopr oteinico. Selogroladimi-
nacién de los fenoles en los extractos con la
combinaciondel buffer deextraccion Robinson
modificado ( HEPES-KOH 0,1M, pH=7,5;
0,0005M EDTA; 0,01M Mg acetato; 0,005M
DIECA; 0,05% Tritén X-100V/V, 5%gliceral,
5% PV P-40W/V 'y 0,02M b-mercaptoetanol) y
filtraci 6n delamuestraen unacolumnaEconopac

Figura 2. Callos de un mes de edad obtenidos a partir de
explantesfoliares de C. arabica cv. Tipica

Cenicafé, 51(3): 216-223. 2000 287




deBioRad. Segin Budiani (6), lasaltasconcen-
traciones de compuestosfendlicosinterfieren
conlaextracciéndeproteinasdetegjidofoliar de
café. El empleodePVP-40impidelaactividadde
lapolifenol oxidasalomismoqued metabisulfito
desodio, evitandolaformacidndel ospolifenoles
y laoxidacion delosfenoles aquinonas que se
combinanirreversiblementeconlasproteinas.
Deigual formalosagentesreductorescomoe b-
mercaptoetanol previenenlaformaciondefenoles
(14).

EnlasTablasly 2semuestranlosresultados
de la comparacién de medias de la concentra-
cion de proteina de células en suspension y
callos provenientes de las variedades Tipica,
Borbonrojoy Borb6n RM mediantelapruebat
deStudent. L osresultadospermitensugerir (P<
0,01) quelasvariedadessusceptiblesa C. fimbriata
(Tipicay Borbonrojo) tienen unamayor concen-
tracion deproteinaen loscallosen comparacion
conlavariedadresistenteBorb6nRM.

Comportamientoelectrofor éticodelasprotei-
nastotalesdecallos. LaFigura3 muestralos
resultados de la comparacion electroforética
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Figura 3. Comportamiento de las proteinas totales de
extractos de callo de C. arabica cv. Tipica(susceptible) [1,
2 (5ny prot total/pozo) ; 5, 6 (3ny prot total/pozo] y Borbon
RM (resistente) [3,4 (5ng prot total/pozo)].

(PAGE-SDS) deproteinastotales (5mg y 3mg
deproteinatotal/pozo) demuestrasdecallosde
Tipica(susceptible) y Borbdn RM (resistente).
Como sepuedeobservar, € patron debandasde
la variedad susceptible a la llaga macana es
diferente a de la variedad resistente (Borbon
RM). Esteresultado confirmal osresultadosde
lacomparacidndelaconcentraciondeproteinas
en los callos provenientes de los dos tipos de

TABLA 1. Comparacion de concentracion de proteinas expresada enng/ml entre las variedades Borb6én rojo (susceptible)
y Tipica (susceptible) analizadas por medio de la prueba t-Student.

Variedad n Media Desviacion Error p>t
estandar estandar

Borbén rojo 14 26,12 4,339 1,1596 0,0081

Tipica 14 30,95 4,571 1,221

TABLA 2. Comparacion de la concentracion de proteina expresada en ng/ml presente en las variedades Borbdn rojo
(susceptible) y Borbon RM (resistente) analizada por medio de la prueba t-Student.

Variedad n Media Desviacion Error p>t
estandar estandar

Borbén rojo 13 25,66 4,423 1,226 0,0001

Borb6n RM 13 14,48 2,163 0,600
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variedadesy parece sugerir que lasusceptibili-
dad a patdgeno esta asociada a una mayor
cantidad de péptidosy, probablemente, a dife-
rentestiposdepéptidosenlavariedad susceptible.
Probablementeel mecanismodesusceptibilidad
estaasociadoaunamayory diferentesintesisde
glucoproteinasdereconocimiento, tantoal nivel
depared comodemembranacelular delavarie-
dad susceptible (15).

Actividad de esterasa. LaFigura4 muestrael

resultado de la comparacion de la actividad de
esterasa de extractos de callos de 4 meses de
edad de tgjido foliar de las variedades Tipica
(susceptible) y Borbon RM (resistente). Lavar

riedad susceptible presentaun claro patron de
bandas, mientrasqueenlavariedadresi stentetal

patron no pudo ser observado. Esto se debe,
probablemente, aquee nivel deexpresiéndela
esterasaen|asvariedadessusceptiblesesmayor
gqueenlavariedadresistente.Loanterior parece
reconfirmar el resultado de lacomparacion de
proteinastotalesenel extractodecallodelasdos
variedades. Ademas, es posible que la
patogenicidad deC. fimbriataestéasociadaauna
mayor actividad derompimientodeenl aceséster
por el complejoisoenziméticodelaesterasa.

Actividad de la fosfatasa acida. La Figura5
muestrael comportamientodel afosfatasaécida
presente en extractos detejido de callo proce-
dente de explantes foliares de las variedades
Borbon RM (resistente) y Tipica (susceptible)
cuando se comparan mediante PAGE no
desnaturalizantedeunacantidadigual deprotei-
natotal (5ng) en cadapozo del gel. Comoenel
casodelaesterasa, lavari edad susceptiblemues-
tralapresenciadebandas, mientrasquelaresis-
tenteno. Probablemente, al igual queen €l caso
anterior, larespuestasepuededeber adiferencias
enlasintesisdeproteinastotal esy adiferencias
desintesi sdei soenzimasespecificas.

Efectodel acetatodeamilosobr el crecimien-
todecallosdetejidofoliar de C. arabica.El
acetato de amilo es uno de los multiples

T T B B T T

Figura 4. Comportamiento de la actividad de esterasa en
geles de poliacrilamida no desnaturalizantes del 7,5%, a
partir de extractos protéicos de callos provenientes de
explantes foliares de C. arabica cv. Tipica (susceptible) y
Borbén RM (resistente).

metabolitos secundarios producidos por
C. fimbriata que parecentener un efectotoxico
sobrelostejidosdelaplantaafectada(13). Enla
Figura 6 semuestrael efectodevariasconcentra-

cionesdeacetato deamilo (entre0,0y 0,8ppm)

sobreel crecimientodecallosdetejidofoliar de
lavariedad Borbdn (susceptible). Comosepuede
observar, lasconcentracionesentre0,4y 0,8ppm
de acetato de amilo indujeron necrosis en los
callosdelavariedad Borbonrojo, mientrasque
lasmismasconcentraci onesno ocasionaron nin-

guna reaccion adversa en los tejidos de callo
foliar delavariedad BorbonRM. L osresultados
sugieren que el acetato de amilo esuno de los
compuestos segregados por C. fimbriataque
exhibe mayor actividad fitotdxica sobre los
tejidosdelasvariedades susceptibles.
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Figura 5. Actividad de la fosfatasa acida en geles no
desnaturalizantes de poliacrilamida del 7,5% (1, 2, 3, 4, 5,
6), extracto proteinico de callos de Tipica (susceptible) (7,
8, 9, 10, 11), extracto proteinico de callos de Borb6n RM
(resistente).

Efecto de la mezcla de metabolitos de
C.fimbriatasobreel crecimientodecallosde
tejidofoliar delasvariedadesBorbén rojo
(susceptible) y Borbon RM (resistente). El
analisisdecovarianzanomuestraefectodel peso
inicial deloscallossobre el pesofinal, lo cua
quieredecir queladisminuciéndel peso conel
aumento delaconcentraciondelosmetabolitos
del hongo esdebidatinicamenteal efectotoxico
delasconcentracionescrecientesdeellos.

El andlisis de regresion permite establ ecer
que el efecto fitotdxico de la mezcla de
metabolitossobreloscallosfoliaresdeBorbdn
rojoeslineal (Y=0,6141-0,2729X,r2=0,98)y
mayor queel efectosobreloscallosfoliaresde
Borbon RM cuya respuesta es de tipo cubico
(Y=0,649 — 0,061X + 0,523X2 — 0,714X3, r?
=0,91). Como se puede observar, en ambos
casosel aumento de las concentracionesdela
mezclade metabolitos produce ladisminucién
del crecimiento delos callos, pero con mayor
proporcion en los calos de Borbon rojo. A
concentracionesbgjasno hay efectoevidentede
lamezclasobreloscallosdeBorbon RM. Este
resultado esunamuestradelatoleranciadelos
callosdeBorb6nRM. A concentracionesmayo-
res de 0,5ppm se produce en ambos casos un

G"'"-»
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Figura 6. Efecto de
varias concentracio-
nes de acetato de
amilo (entre 0,0 y
0,8ppm) sobre €l
crecimiento de callos
de tejido foliar de la
variedad Borb6n
rojo (susceptible).

R
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efectodrasticosobred crecimiento, aunquelige-
ramentemenor enBorbon RM. Estosresultados
parecen sugerir que las concentracionesdelos
metabolitosfitotoxicosdelamezcla, tienenun
efectomenor sobreel crecimiento delostgjidos
delas variedadesresistentes o tolerantes a la
infeccion por C. fimbriataen comparaciéncon
el efectosobrel osgenotipossusceptibles.
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