CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA NATURALEZA DE LA RESISTENCIA DEL
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Jaime Gonzalez ***

INTRODUCCION

La llaga macana (Ceratocystis fimbriaia),es la enfermedad mas impor-
tante que ataca el tallo y las ramas del cafeto. Entre los métodos para com-
batir esta enfermedad, se considera como ideal vy méas efectivo, el em-
pleo de arboles resistentes.

En distintos tipos de plantas (13, 18, 19, 238), se ha comprebado que el
mayor contenide de algunos polifenoles en las hojas, estd asociado con
la resistencia a diferentes hongos patégenos.

En relacion con la resistencia del cafeto a la llaga macana, Echandi y
Fernandez (5) encontraron que el Acido clorogénico en concentraciones de
625 ppm inhibe totalmente la germinacién de esporas de C. fimbriaia.
Se sabe ademas que las especies C. canephora y C. libérica, que son inmu-
nes a esta enfermedad, tienen un mayor contenido de Acido clorogénico que
la especie C. ardbica que es susceptible (5).

Por otra parte J. J. Castafio encontré una planta deC. ardbica culti-
var Borbdn, que al ser ineculada con C. fimbriafa presentaba una reaceién
de resistencia. Posteriormente, Fernandez (7) comprobé dicha resistencia,
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ciones de Café. Chinchini. Caldas. Colombia.
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trabajando con la primera progenie de esa planta. Fernindez (7) agrega
que esta resistencia parece ser de naturaleza biogquimica.

Con este estudio se pretende averiguar si existe alguna diferencia en la
composicion polifendlica de las hojas de las variedades Caturra, Tipica y
 Borbon, susceptibles al ataque de C. fimbriata. cuando se comparan con
las especies C. libérica, y C. canephora que son inmunes a dicha enferme-
dad y con la descendencia de una planta resistente de la variedad Borbén.

MATERIALES Y METODOS

Para dterminar los compuestos fenolicos presentes en las hojas de
café, se consideraron los siguientes tratamientos: Caturra, Tipica y Borbén
susceptibles; Borbén resistente; (Canephora y Libérica) inmunes; Bor-
bén susceptible (hojas tiernas).

De cada uno de los tratamientos se tomaron tres muestras de 20
gramos de hojas.

El ultimo tratamiento, Borbon susceptible, hojas tiernas, se incluyé en
el estudio con el fin de verificar si realmente existe un mayor contenido
de polifenoles en las hojas nuevas del cafeto, tal como lo afirma Rabechault
(16) y teniendo en cuenta que Echandi y Fernandez (5) encontraron que
las ramas jévenes son relativamente resistentes a C. fimbriata.

El método de extraccién empleado fue el utilizado por Pictet y Branden-
berger (15).

Para cada una de las muestras se corrié un cromatograma ascenden-
te.en dos direcciones, utilizando papel eromatogrifico Whatman N¢ 1 de
28 x 32 cms, y Acido acético al 29% como primer solvente; como segundo
solvente se usé una mezcla de n-butanol, Acido acético y agua (4: 1: 2.2
v/v/v). La cantidad de muestra utilizada para el cromatograma fue de 15
microlitros de la solucién de 10 mgr. de polifenoles, en un mililitro de etanol
al 90%. Con el fin de determinar las diferencias cuantitativas en el con-
tenido de polifencles, se observaron log eromatogramas bajo luz ultravio-
leta y bajo luz ultravioleta en presencia de vapores de amoniaco (3).
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RESULTADOS
Contenido de polifenoles

En la tabla 1 se presentan los contenidos de polifencles totales expre-
sados en porcentaje de las sales de plomo.

TABLA 1. Porcentaje de polifenoles puros® obtenidos a partir de 20 gra-
mos de hojas de diferentes variedades de café.

Tratamiento Muestra I Muestra II Muestra III Promedio
Caturra susceptible 345 3.95 3.81 3.84
T'ipica susceptible 3.6b 3.32 3.5 3.54
Borbon susceptible 4.10 3.57 4.00 3.89
Borbén resistente 4,34 4.85 4.30 4.49
Libérica inmune 5.25 5.00 5.60 5.25
Canephora inmune 4.756 4.50 4.95 4.73

* El porcentaje de polifenoles se tomé en base al contenido de sales de plomo.

El analisis de varianza (tabla 2), realizado a los promedios de los por-
centajes del contenido de polifencles, mostré diferencia significativa al
1% entre lag variedades susceptibles y las resistentes e inmunes.

TABLA 2. Variaciones en el contenido promedid de polifenoles puros en
las hojas de diferentes variedades de café.

Tratamiento % de polifenoles: Tratamiento % de polifenoles
Susceptibles 3.75%% . Resistente 4.49%
Resistentes e inmunes 4.83 :  Inmunes 4.99

** DM.S.: 1% = 0.48 : * DM.S.: 5% = 0.49
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FIGURA 1 Cromatograma de los polifencles en las hojas de café, de la
variedad Caturra (susceptible).
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TABLA 3. Valores de los Rf, color bajo luz Ultra-Violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta previa exposicion a vapores de amoniaco de los
polifenoles en las hojas de café de la variedad Caturra (sus-

ceptible).
MANCHA Rf. Color*
Ae Acético B:A:W: Luz Ultra-violeta

Ne¢ 2% (4:1:2.2) Luz Ultra-violeta +NHS_

i 0.16 0.65 Rosa palido Amarillo brillante
2 0.06 0.78 Rosa palido Amarillo brillante
3 0.00 0.96 Rosado fuerte No cambia

4 0.00 0.74 Azul blanco Blanco

5 0.06 0.45 Rosa palido Amarillo brillante
6 0.00 0.64 Amarille palido No cambia

7 0.16 0.51 Amarillo palido No cambia

8 0.18 0.86 Azul Se intensifica

9 0.25 0.91 Azul palido Azul intenso
10 0.25 0.85 Azul Se intensifica

L 0.46 0.86 Azul verde

12 0.00 0.45 Azul Blanco Blanco

13 0.12 0.74 Morado Amarillo palido
14 0.42 0.79 Azul verde

15 0.00 0.89 Amarillo palido No cambia

16 0.44 0.73 Azul
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TABLA 4. Valores de los Rf, color bajo luz Ultra-Violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta previa exposicidn a vapores de amoniaco de los
polifenoles en las hojas de café de la variedad Tipica (sus-

ceptible).
MANCHA Rf. Color*
Ac Acético  B:AIW: Luz Ultra-violeta
Ne¢ 2% (4:1:2.2) Luz Ultra-Violeta +NH3
1 0.20 0.63 Rosa palido Amarillo brillante
2 0.09 0.78 Rosa pélido Amarillo brillante
3 0.00 0.97 Rosado intenso No cambia
4 0.00 0.77 Azul Blanco Blanco
5] 0.10 0.456 Rosa palido Amarillo brillante
(] 0.00 0.67 Amarillo palido No cambia
8 0.17 0.88 Azul Se intensifica
9 0.33 0.90 Azul palido Azul intenso
10 0.31 0.85 Azul Se intensifica
11 0.48 0.84 —_— Azul-verde
12 0.00 0.48 Azul Blanco Blanco
13 0.18 0.75 Morado Amarillo palido
14 0.47 0.74 Azul-verde
15 0.00 0.88 Amarillo palido Se intensifica
16 0.07 0.72 _— Azul
20 0.46 0.93 ——— Azul
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TABLA 5. Valores de los Rf, color bajo luz Ultra-Violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta previa expesicién a vapores de amoniaco de los po-
lifenoles en las hojas de café de la variedad Borbdén (suscep-

tible).
MANCHA Rf. Color*
Ac Acético’ B:AW: Luz Ultra-violeta
N? 2% (4:1:2.2} Luz Ultra-violeta +NH3
1 0.18 0.61 Rosa palido Amarillo brillante
2 0.09 0.76 Rosa palido Amarillo brillante
3 0.00 0.97 Rosado intenso No cambia
4 0.00 0.77 Azul palido Blanco
5 0.08 0.45 Rosa palido Amarillo brillante
8 0.25 0.86 Azul Se intensifica
9 0.32 0.89 Azul palide Azul
10 0.32 0.84 Azul Se intensifica
Ll 0.52 0.83 ——— Azul-verde
12 0.00 0.50 Azul blanco Blanco
13 0.15 0.73 Morado Amarillo
14 0.48 0.75 Azul-verde
15 0.00 0.92 Amarillo Se intensifica
16 0.07 0.72 e Azul
22 0.11 0.86 —— Azul
23 0.00 0.85 Amarillo Amarillo verde
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TABLA 6. Valores de los Rf, color bajo luz Ultra-violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta previa exposicién a vapores de amoniaco de las
hojas de café de la variedad Borbén (linea resistente).

* La intensidad en el color de las manchas, pudo apreciarse que fué un poco mayor que
en las variedades susceptibles, con excepcidon de las manchas nimeros I, 2 y 5 que

fueron menores.

MANCHA RE. Color*
Ac Acético. B:A:W: Luz Ultra-violeta
N¢ 2% (A:1.:2.2) Tz Ultra-violeta +NH3
1 0.16 0.62 Rosa palido Amarillo
2 0.07 0.78 Rosa muy palido  Amarillo
3 0.00 0.96 Rosa intenso No cambia
6 0.00 0.65 Amarillo palido No cambia
9 0.21 0.91 Azul palido Azul
10 0.29 0.84 Azul Se intensifica
12 0.00 0.47 Azul Blanco Blanco
13 0.11 0.75 Morado Amarillo
15 0.00 091 Amarillo Se intensifica
16 0.06 0.71 Azul
17 0.44 0.86 Azul Verde
18 0.44 0.74 Azul Azul verde
20 041 0.88 R — Azul
22 0.19 0.85 Azul
23 0.00 0.85 Amarillo Amarillo-verde*
25 0.00 0.77 Amarillo brillante No cambia
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TABLA 7. Valores de los Rf, color bhajo luz Ultra-Violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta previa exposicién a vapores de amoniaco de los po-
lifenoles en las hojas de café C. Canephora (inmune).

MANCHA Rf. Color*
Ac Acético B:A:W: Luz Ultra-violeta

Ne 2% (el 202y Luz Ultra-violeta +NH3

4 0.00 0.72 Azul Blanco Blanco

8 0.23 0.85 Azul Se intensifica
10 0.33 0.85 Azul Se intensifica
13 0.14 0.69 Morado Amarillo
17 0.46 0.74 Azul Verde
22 0.11 0.84 Azul Verde-azul
28 0.31 0.72 R Azul
29 0.28 0.61 e Amarillo quemado

* 1a intensidad de las manchas bajo luz ultra-violeta y bajo luz ultra-violeta, previa ex-
posicién a vapores de amoniaco fué mucho mayor que en las variedades susceptibles y
resistentes.
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TABLA 8. Valores de los Rf, color bajo luz Ultra-Violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta previa exposicién a vapores de amoniaco de los po-
lifenoles en las hojas de café C. Libérica (inmune).

MANCHA Rf. Color*
Ac Acético B:A:W: Luz Ultra-violeta
N© 2% (4:1:2.2) Luz Ultra-violeta +NH3
17 0.44 0.77 Azul Verde
18 0.42 0.69 | Azul Azul verde
19 0.12 0.81 Azul Azul verde
20 0.50 0.95 ——— Azul
21 0.14 0.62 R Azul
26 0.00 0.81 Azul Blanco Blanco
2% 0.17 0.92 Azul Se intensifica

* 1a intensidad de las manchas bajo luz Ultra-Violeta y bajo luz Ultra-Violeta, previa
exposicién a vapores de amoniaco fue mucho mayor que en las variedades susceptibles
y resistentes,
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TABLA 9. Valores de los Rf, eolor bajo luz Ultra-Violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta previa exposicién a vapores de amoniaco de los
polifenoles en las hojas de café de la variedad. Borbon linea
susceptible (hojas tiernas).

MANCHA i3 Color*
Ac Acético B:A:W: Luz Ultra-violeta
Ne 2% ; (4:1:2.2) Luz Ultra-Violeta +NH3
1 022 0.60 Rosa muy palido  Amarillo
2 0.09 0.75 Rosa muy péalidoc  Amarillo
3 0.00 0.97 Rosa intenso No cambia
4 0.00 0.74 Azul Blanco Blanco
5 0.09 0.43 Rosa muy palido  Amarillo
e 0.29 0.87 Azul Se intensifica
9 (.85 0.93 Azul pélido Azul
11 0.46 0.86 Azul verde
12 0.00 0.44 Azul Blanco Blanco
13 0.18 0.72 Morado Amarillo
16 0.08 0.71 R Azul
20 0.58 0.83 e Azul
22 0.14 0.86 Azul
30 0.68 0.74 Azul Azul verde
31 0.04 0.67 — Amarillo
32 0.51 0.96 — Azul
33 0.58 0.88 Azul Azul verde

* La intensidad de las manchas bajo luz Ultra-violeta y bajo luz ultra-violeta, previa ex-
posicién a vapores de amoniaco fué mucho mayor, para ésta muestra, que para cual-
quiera de las variedades susceptibles o resistentes.
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TABLA 10 Valores de los Rf, color bajo luz Ultra-violeta y bajo luz Ul-
tra-Violeta, previa exposicién a vapores de amoniaco de los
patrones de los Acidos clorogénico, ferilico, cafeico, p- cuma-
rico y p-hidroxibenzoico.

PATRON Ref. Color*

Ac Acético B:A:W: Luz Ultra-vicleta
Neo 2% (4:1:2.2) Luz Ultra-violeta +NH3
Clorogénico 0.54 0.74 Azul Verde
Cafeico 0.27 0.88 Azul Blanco Azul blanco intenso
Fertlico 0.33 0.93 Azul Azul més intenso
P-cuméirico  0.40 0.93 _ Azul
P-hid‘roxi-
benzoico — ——
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Se encontré también que no existe diferencia significativa al nivel del
5% dentro del grupo de variedades susceptibles, ni dentro del grupo for-
mado por la variedad resistente y las especies inmunes.

También se observa que hay diferencia significativa al nivel del 5%
entre la variedad resistente y las especies inmunes.

Cromatogramas

En las figuras uno a seis se observan los resultados de los cromatogra-
mas para las diferentes variedades.

En este conjunto de cromatogramas corridos en dos direcciones, se noto
la presencia de treinta y tres manchas diferentes. No todas ellas aparecieron
en cada uno de los cromatogramas. A las manchas de igual Rf relativo e
igual coloracién bajo luz ultravioleta y bajo luz ultravioleta en presencia
de vapores de amoniaco, se les asigné el mismo numero.

Al estudiar los valores de los Rf y las reacciones de color bajo luz ul-
travioleta y bajo luz ultravicleta en presencia de vapores de amoniaco,
de log diferentes compuestos que aparecen en los cromatogramas, y se-
gin las determinaciones hechas por varies autores, (1, 6, 9, 11, 12, 15, 20,
21), ademés de los presentados por los patrones (figura 8, tabla 10), se
hizo la clagificacién que aparece en la tabla 11.

De acuerdo a esta clasificacion, se tiene que los polifenoles que se en-
cuentran en las hojas del cafeto, pueden dividirse en dos grandes gru-
pos: 4cidos o ésteres de 4cidos fenédlicos, y compuestos de tipo flavonoide.

DISCUSION
Contenido total de polifenoles.

Como se puede observar en la tabla 1, el contenido total de polifenoles,
muestra una tendencia a aumentar, a medida que aumenta el grado de
resistencia a C. fimbriata.

En cuanto al niimero de compuestos que aparecen en los cromatogra-

mas, se puede observar que este es mayor en los tratamientos que co-
rresponden a las variedades susceptibles y la resistente.
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Clases de compuestos.

Los tratamientos que corresponden a las especies inmunes, presentan
un menor contenido de compuestos de tipo flavonoide, destacdndose la
ausencia, en estos tratamientos (figuras 5 y 6), de las manchas identifi-
cadas con los nimeros 1, 2 v 5, las cuales se presentan en baja concen-
tracion en la variedad resistente (figura 4) y en alta concentracién en
las variedades susceptibles (figuras 1, 2 y 3).

El contenido de acidos fenolicos es mayor en los tratamientos de las
especies inmunes y la variedad resistente; sin embargo, debe hacerse no-
tar la ausencia en estos tratamientos, de las manchas 11 ¥ 14 que se han
clasificado como 4cidos fendlicos (tabla 11) y que se presentan en gran
concentracién en todos los tratamientos de las variedades susceptibles (fi-
guras 1, 2 y 3). Al comparar los dos tratamientos de la variedad Bor-
bon susceptible (hojas maduras y hojas tiernas, figuras 4 y 7) se puede
apreciar que existe un mayor contenido de Acidos fendlicos en las hojas
tiernas del cafeto, lo cual coincide con lo expresado por Rabechault (16).

De acuerdo con este resultado, v en concordancia con Echandi y Fer-
nandez (5), eg de esperar que las hojas tiernas sean relativamente resisten
tes a C. fimbriata.

Si se acepta que la resistencia del cafeto a C. fimbriata puede deberse
al mayor contenido de 4cidos fenélicos en las hojas, la susceptibilidad a
esta enfermedad podria explicarse a raiz de la disminucién en contenido
que sufren los 4cidos fenélicos a medida que los tejidos se desarrollan (21).

Teniendo en cuenta que las especies inmunes contienen mayor cantidad

de acidos fendlicos, es légico que la disminucién mencionada no afecte su
caricter de inmunidad.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De la discusién anterior se puede concluir que existe una relacion entre
la susceptibilidad o resistencia del cafeto a C. fimbriaia y el contenido
de Acidos fendlicos y compuestos de tipo flavonoide en las hojas.
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Parece ser que la resistencia esta directamente relacionada con el ma-
yor contenido de Acidos fendlicos, ¥ a su vez la susceptibilidad con el ma-
yor contenido de compuestos de tipo flavonoide.

Es posible también que la presencia o ausencia en las hojas del cafeto
de algunos compuestos identificados en este estudio, esté relacionada
con el grado de resistencia a esta enfermedad. Por lo tanto, se sugiere
continuayr el analisis de compuestos que mostraron alguna relacién con la
resistencia del cafeto a C. fimbriata.

Por dltimo, seria conveniente realizar estudios de naturaleza similar
al que acaba de exponerse, en relacion con el grado de resistencia o sus-
ceptibilidad de selecciones de café al afaque de otros organismos pato-
2108,

RESUMEN

Existen indicios de una aparente relacién entre le presencia de com-
puestos polifendlicos en las hojas del cafeto y el grado de resistencia o
susceptibilidad a la llaga macana, producida por Ceratocystis fimbriata.

Como una contribucién al estudio de estas relaciones se realizé un ana-
lisis eromatografico de los polifenoles presentes en hojas de café de plan-
tas susceptibles (Tipica, Borbén y Caturra), resistentes (Borbdn) e in-
munes ( C. canephora y C. libérica, ) al ataque de este patégeno.

Los resultados obtenidos mostraron que existe un mayor contenide de
polifenoles totales en las plantas inmunes a Cerafocystis fimbriata. Este
contenido disminuye en las plantas resistentes y es atin menor en las sus-
ceptibles.

Las determinaciones de los valores Rf y las reacciones de color bajo luz
ultravioleta y bajo luz ultravioleta en presencia de vapores de amoniaco,
para los diferentes compuestos, permitieron hacer una clasificacion ten-
tativa de ellos en acidos fendlicos o ésteres de acidos fendlicos (Clorogé-
nicos - Feriilicos, caféicos y P-Cumaricos) y flavonoides o compuestos re-
lacionados (Quercentina, Kampferol y otros).
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El contenido de compuestog flavonoides es méas alto en las plantas sus-
ceptibles y resistentes, que en las plantas inmunes.

El contenide polifendlico total en las hojas de plantas inmunes a
Ceratocystis fimbriata estd constituido en su mayor parte por 4cidos fe-
nélicos o ésteres de los mismos. A su vez, el contenido polifenclico de las
plantas susceptibles, estd constituido por compuestos de tipo flavonoide o
relacionados.

Se encontré también gue las hojas tiernas de la variedad Borbén sus-
ceptible, tinen un contenido similar, tanto de Acidos fendlicos como de
compuestos de tipo flavonoide al de las especies inmunes C. canephora
y C. libérica

Se concluyo que la resistencia del cafeto al ataque deC. fimbriatq
puede estar directamente relacionada con el mayor contenido de acidos fe-
nélicos e inversamente con el mayor contenido de compuestos de tipo flavo-
noide.
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