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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue probar el efecto inhibidor de extractos acuosos de tres especies de plantas
sobre la germinacion de urediniosporas de la roya del cafeto (Hemileia vastatrix). Se prepararon
extractos acuosos de hojas de Ardisia compressa and Eriobotrya japonica comunes en cafetales del
centro de Veracruz, México, y de hojas de Ocimun basilicum, comun en los jardines caseros locales.
Se realizaron tres ensayos experimentales, uno con el extracto de cada especie vegetal, bajo un disefio
completamente al azar con cuatro tratamientos; el control negativo (extracto 0%), el control positivo
(fungicida comercial), el extracto al 75% y el extracto al 100%. La variable de respuesta fue la
proporcion de urediniosporas germinadas y la variable explicativa fue la concentracién de extracto.
Para los resultados de cada ensayo, se ajustd un Modelo Lineal Generalizado (GLM), con errores
binomiales, usando el lenguaje R. Los resultados indicaron que los extractos de las tres especies de
plantas inhibieron totalmente la germinacién de las urediniosporas a un nivel similar al del fungicida
comercial. A pesar de la baja tasa de germinacién de urediniosporas en los controles negativos, su tasa
de germinacidn fue estadisticamente mas alta (P < 0.01) que la de los otros tratamientos. Por lo tanto,
se concluye gue los extractos de las tres especies vegetales tienen un gran potencial para su uso en el
control ecoldgico de la roya del cafeto. Sin embargo, se necesita escalar los experimentos, tanto a nivel
de invernadero como de campo, y probar con surfactantes, coadyuvantes y estabilizadores.

Palabras clave: Extractos acuosos, Ardisia compressa, Eriobotrya japonica, Ocimun basilicum,

fitoquimica, roya del cafeto.
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ABSTRACT

The aim of this study was to test the inhibitory effect of plant aqueous extracts on the urediniospores
germination of the coffee rust (Hemileia vastatrix). Aqueous extracts were prepared from leaves of
Ardisia compressa and Eriobotrya japonica which are commons in coffee plantations in central
Veracruz, Mexico, and from leaves of Ocimun basilicum, which is common in local home gardens.
Three experimental trials were carried out, one with the extract of each plant species under a completely
randomized design with four treatments; the negative control (extract 0%), the positive control
(commercial fungicide), and extracts at 75% and 100%. The response variable was the proportion of
germinated urediniospores and the explanatory variable was the extract concentration. A Generalized
Linear Model (GLM) with binomial errors was fitted for data of each experiment using the R software.
The results indicated that extracts of the three plants species, totally inhibited the germination of
urediniospores at a similar level to that of the commercial fungicide. In spite of low germination rate
of urediniospores in negative controls, it was statistically higher (P < 0.01) than that of the other
treatments. Therefore, it is concluded that extracts of three plant species have a great potential to be
used in the ecological control of coffee rust. However, experiments need to be scaled up at the

greenhouse and field level and testing with surfactants, adjuvants, and stabilizers.

Keywords: Adqueous extracts, Ardisia compressa, Eriobotrya japonica, Ocimun basilicum,

phytochemistry, coffee rust.

INTRODUCCION mundo [2, 3, 4, 5] y es uno de los principales
La roya del café (RC) es causada por el factores limitantes para el cultivo de la especie
basidiomiceto del orden Pucciniales, Hemileia de café arabigo (Coffea arabica) [6], la cual
vastatrix, que es un hongo biotréfico obligado representa aproximadamente el 70 % de la
gue se encuentra en casi todos los paises produccién mundial [7]. La RC ha producido
productores de café y ha impactado pérdidas de entre uno y dos mil millones de
negativamente la produccion de este cultivo délares estadounidenses al afio [1]. La roya se
desde fines del siglo XIX [1]. La RC se dispersa a través de urediniosporas que infectan
considera la mas destructiva de todas las a las hojas de la planta de café por aire y por
enfermedades foliares de plantas de café en el gotas de lluvia; una vez en la hoja, las
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urediniosporas germinan y entran por las
estomas de las hojas mediante hifas
germinativas, iniciando asi el proceso de
infeccion [10, 11, 12]. La enfermedad se
manifiesta por la aparicibn de manchas
amarillas o de color naranja [8] en las hojas
(Fig. 1a) y, en ausencia de un manejo adecuado,
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produce hasta un 50% o mas de pérdida de
hojas (Fig. 1b) lo que puede conducir a la
muerte de las plantas de café [9]. El desarrollo
de cultivares resistentes a la RC se considera
actualmente la estrategia mas eficaz para su
control, sin embargo, el desarrollo de lineas

resistentes requiere entre 25 y 30 afos.

Figura 1. Observacion de signos y efectos de la roya del cafeto; a) lesiones de color amarillo que
manifiestan las pustulas de urediniosporas de H. vastatrix en las hojas de las plantas; y b) la defoliacién
causada en los estados avanzados de la enfermedad. Las imagenes fueron tomadas en el ejido de San
Marcos de Leon, Municipio de Xico, Veracruz, México.
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Ademas, la calidad del café es inferior a los
cultivares tradicionales [13]. Otra solucién a
corto plazo ha sido el uso de fungicidas
sintéticos a base de cobre [14]; sin embargo,
existe evidencia de que estos fungicidas han ido
perdiendo efectividad debido a la adquisicion
de resistencia por parte del hongo, con el
incremento en la frecuencia de las aplicaciones
y el consecuente incremento en el riesgo de
generar problemas de contaminacion y para la
salud humana [15, 16]. Una alternativa natural
y més amigable ambientalmente para el control
de la RC, es el uso de metabolitos secundarios
(MS) que se encuentran en las plantas [17], los
cuales han mostrado actividad plaguicida [18,
19]. Un grupo de MS importantes son las
fitoalexinas que se sintetizan en respuesta a la
presencia de un patdgeno. Estos
[20] que
terpenos, polifenoles, glucésidos y alcaloides

son
compuestos fendlicos incluyen
[21, 22], los cuales han mostrado propiedades
antimicrobianas, antibacterianas, fungicidas o
fungistaticas en una variedad de patdgenos [23,
24]. Hay pocos estudios disponibles sobre la
efectividad de extractos de plantas para la
inhibicidn de la germinacion de urediniosporas
de H. vastatrix (roya), pero estudios con otras
especies de roya indican el potencial que
podrian tener en el caso de la roya del café. Por
ejemplo, fue posible reducir la incidencia de la

roya de la morera (Cerotelium fici), entre un 33
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y un 73% utilizando extractos acuosos de neem

(Azadirachta indica), papaya (Carica papaya),
albahaca morada (Oscimum  sanctum),
chancapiedra (Phyllanthus niruri) y el arbol
casto (Vitax nigundo) [25]. Los extractos
acuosos de rizoma de jengibre (Zingiber
official), bulbo de cebolla (Allium cepa) y bulbo
de ajo (Allium sativum) redujeron la incidencia
de roya del trigo (Puccinia recondita f.sp.
tritici) entre un 55 y un 60%. Asimismo, fue
posible inhibir en més del 93%, la germinacién
de las urediniosporas de la roya del trigo
(Puccinia triticina) utilizando extractos
acuosos de ajo, clavo, quinina de jardin,
pimienta brasilefia, anthi mandhaari, comino
negro, cedro blanco y neem [26]. Similarmente,
el licor de roble tuvo una eficiencia del 74,4%
para abortar las pustulas de la roya de la Perilla
(Perilla frutescens) [27]. En cuanto a los
escasos estudios con la roya del café, Salustiano
et al. [28] lograron la inhibicién total de la
germinacion de urediniosporas de Hemileia
vastatrix mediante el uso de extractos acuosos
y metandlicos de hojas de lampara (Eremanthus
[19]

obtuvieron una inhibicion de entre el 51 y el

erythropappus). Subramani et al.
74% de la roya del café utilizando extractos
acuosos de hojas frescas de vasaka (Adhatoda
vasica), neem, cinco negritos (Lantana
camara) e higuerilla (Ricinus communis). Con

estos mismos extractos, los autores también
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alcanzaron a reducir en el campo, entre un 20y
un 35%, la incidencia de la roya del café.
Finalmente, Mudyiwa et al. [29] mostraron que
los extractos acuosos de moringa (Moringa
oleifera) y zacate limén (Cymbopogon citratus)
fueron efectivos en el control de la germinacion
de las urediniosporas de la roya del café. Esta
investigacion, tuvo como objetivo probar la
capacidad de extractos acuosos de hojas de
nispero (Eriobotrya japonica), capulin (Ardisia
compressa) y albahaca (Ocimum basilicum),
para inhibir la germinacion de urediniosporas

de la roya del café.

METODOLOGIA

Colecta de material vegetal
El material vegetal para la elaboracién de los

extractos fue recolectado en cafetales de
sombra del ejido de San Marcos de Ledn,
Veracruz, -96.963611,
Latitud: 19.422778). Las caracteristicas de las

México (Longitud:

plantas elegidas fueron: hojas cerosas gruesas,
sin dafio visible por hongos o herbivoros, bajo
el supuesto de que seria indicativo de la
presencia de sustancias antifingicas o
antibidticas. Se recolectaron cerca de 800 g de
hojas de Ardisia compressa, Eriobotrya
japonica y Ocimun basilicum y se trasladaron
al laboratorio en bolsas de papel. ElI material
vegetal de cada especie se limpié con una

solucion de hipoclorito de sodio (Cloralex™)
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(10%), se enjuagd con agua destilada y se seco
durante 24 h a 60 °C. Luego, el material seco se
moli6 y se pasé a través de un tamiz de luz de
malla 0.5 mmy se almaceno en frascos de color
ambar. Este material se mantuvo almacenado a
temperatura ambiente en un lugar seco hasta su

uso en los ensayos.

Extractos acuosos

Los extractos acuosos de las tres especies se
obtuvieron segin Kobayashi y Gonzélez de
Mejia [30]. Doscientos mililitros de agua
destilada se llevaron a punto de ebullicion y se
dejaron evaporar hasta reducir a 175 ml. Luego,
se agregaron 12.5 g de material vegetal seco y
la infusion se mantuvo en punto de ebullicion
durante 10 segundos Yy posteriormente se
mantuvo en reposo durante 60 segundos. El
liquido resultante se centrifug6 a 5000 rpm
durante 15 minutos para decantar los sélidos o
residuos remanentes. La infusion se filtré dos
veces utilizando papel filtro Whatman de 0.8
mm y 2 pm, respectivamente. El extracto asi
obtenido se almacend en refrigeracion (4 °C),
se protegio de la luz hasta su uso y analisis, y se
considero la base de 100% en concentracion
75% de

para elaborar el tratamiento al

concentracion.

Caracterizacion fitoquimica cualitativa

La determinacion de la presencia de alcaloides,

flavonoides, terpenos y saponinas, se hizo por
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triplicado mediante el uso de las técnicas
colorimétricas propuestas por Dominguez [31].
Los alcaloides se determinaron mediante las
técnicas de Mayer, Dragendorff y Wagner, los
flavonoides con las pruebas de Shinoda,
Cloruro Férrico (FeCls) y Acido Sulfdrico
(H2S0.),

mediante la prueba de Liebermann-Burchard,

los terpenos se determinaron
mientras que las cumarinas se detectaron con
las pruebas de KOH y rayos UV. Finalmente, la
presencia de saponinas se determind mediante
la prueba de la espuma y con el reactivo de

Rosenthaler.

Colecta de urediniosporas de Hemileia
vastatrix

Las urediniosporas de roya para los ensayos, se
recolectaron de plantas de Coffea arabica
variedad tipica. Las urediniosporas presentes en
las manchas color naranja de las hojas de café
se barrieron con un pincel y se depositaron en
un microtubo. Los ensayos con cada extracto de
planta no se llevaron a cabo simultaneamente,
por lo que se utilizé un lote de urediniosporas
recién recolectadas en cada ocasion para evitar
problemas con el almacenamiento y la

viabilidad de las mismas.

Ensayos de inhibicion de germinacion de
urediniosporas

Se realizo6 un ensayo experimental de inhibicion
de germinacion de urediniosporas con el

extracto acuoso de cada especie vegetal. Se
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probaron tres concentraciones de extracto de
cada especie: 0.0%, 75% y 100%, mas un
control positivo que contenia fungicida
comercial (oxicloruro de cobre 50% polvo
mojable) con base en la dosis recomendada (3.7
g/L). Los extractos acuosos se diluyeron con
agua destilada y esterilizada para la
del 75%.

Aproximadamente 1.5 ml de agua destilada,

conformacion tratamiento  al
extracto puro o extracto diluido, y agua
destilada méas fungicida comercial, se
depositaron en microtubos (2 ml) a los cuales se
les afiadieron, aproximadamente, 0.04 g de
urediniosporas recién colectadas de roya del
café. La cantidad de urediniosporas en peso se
determind mediante pruebas repetidas, hasta
que alicuotas tomadas de la dilucion de
urediniosporas en 1.5 ml resultaron en la
cuantificacion efectiva y en la visibilidad clara
de los tubos de germinacion en camaras de
Neubauer. Cada tratamiento consistio, para el
caso del ensayo con Ardisia compressa, de ocho
réplicas, y para Eriobotrya japonica y Ocimun
basilicum, cuatro réplicas respectivamente. La
diferencia en el nimero de réplicas se debi6 a la
disponibilidad de las urediniosporas en ese
momento. Los microtubos de cada ensayo se
colocaron en gradillas y se incubaron durante
24 horas a 24 °C en condiciones de oscuridad

total [32, 33].
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Conteo de urediniosporas

Después de 24 h, las urediniosporas germinadas
y no germinadas se contaron auxiliados de un
hemocitometro (cAmara de Neubauer, Thermo
Fisher). Para ello, se tomaron muestras y se
procesaron tres alicuotas de cada replica.
Dentro del hemocitémetro, se contaron las
urediniosporas germinadas y no germinadas
que cayeron dentro del area de los cinco
cuadrados. Las urediniosporas se consideraron
como germinadas cuando se observd
claramente, bajo el microscopio a 40X, el
desarrollo de uno o0 més tubos de germinacion
(Fig. 2) y se consideraron como no germinadas
cuando los tubos de germinacién no fueron

observados.

Andlisis de datos

Los datos de cada ensayo se analizaron
mediante un Modelo Lineal Generalizado
(GLM) con errores binomiales [34] para
determinar los efectos significativos de los
tratamientos. Los analisis se realizaron con el
software R [35]. La siguiente relacion se utilizd
para obtener la devianza explicada (D?) por

cada uno de los modelos ajustados.

_ Devianza nula—devianza residual

D? * 100

[36]

Devianza nula
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Tubos germinativos

Figura 2. etosdel desarrollo de tubos
germinativos en urediniosporas del hongo H.
vastatrix a 40X.

RESULTADOS

Caracterizacion fitoquimica de los extractos
acuosos

Para el extracto de hojas de A. compressa se
detectd una presencia alta de alcaloides y
flavonoides (Cuadro 1) por medio de las
técnicas de Dragendorff y Cloruro Férrico
(FeCls) respectivamente. Las cumarinas se
registraron débilmente y no se detectaron
saponinas ni terpenos. En cambio, para el
extracto de E. japonica, se evidencidé una
presencia fuerte de alcaloides y cumarinas,
mientras que la presencia de flavonoides fue
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débil y no se detectaron terpenos ni saponinas.
Finalmente, para el extracto de O. basilicum se
detect6 una presencia fuerte de alcaloides,
flavonoides y terpenos, mientras que la
presencia de cumarinas fue moderada y no se

detectaron saponinas.

Germinacion de urediniosporas

Todos los ensayos con extractos acuosos de
hojas de las tres especies vegetales mostraron
un efecto inhibidor sobre la germinacion de
urediniosporas de la roya del cafeto Hemileia
vastatrix. La proporcion promedio de
urediniosporas germinadas en el control
negativo (agua destilada) fue baja para los
ensayos de las tres especies; es decir, 27.8 £ 4.5
para E. japonica (Fig. 3a); 13.029 £ 3.59 para
A. compressa (Fig. 3b); y 4.43 = 0.35 para O.
basilicum (Fig. 3c). Sin embargo, la proporcion
de urediniosporas germinadas en este
tratamiento (i.e., control negativo), fue la mas
alta estadisticamente en todos los ensayos (Fig.
4). Los modelos ajustados predijeron una alta
proporcion de urediniosporas germinadas en
cada ensayo; 96.75% para E. japonica (Fig. 4a),
83.11% para A. compressa (Fig. 4b) y 85.01%
para O. basilicum (Fig. 4c). (Figs. 4a, 4b y 4c

respectivamente).
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Figura 3. Efectos observados de extractos
acuosos de hojas de: a) E. japonica, b) A.
compressa, y c¢) O. basilicum sobre la
germinacion de urediniosporas de roya del
cafeto H. vastatrix. CN and CP representan el
control negativo (agua), y el control positivo
(fungicida comercial), respectivamente. Los
datos son la mediana, el primer y tercer cuartil,
mas la dispersion.
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Cuadro 1. Analisis fitoquimico cualitativo de extractos acuosos de hojas de A. compressa, E. japonica and O. basilicum.

Especie

Componente A. compressa E. japonica O. basilicum

Método Método Método

Mayer Wagner Dragendorff Mayer Wagner Dragendorff Mayer Wagner Dragendorff

Alcaloides ++ - +++ + + +++ + ++ +++

Método Método Método

Shinoda FeCls H2SO4 Shinoda FeCls H2SO4 Shinoda FeCls H2SO04

Flavonoides + +++ + - + + - +++ ++
Cumarinas + +++ ++
Terpenos - - T+
Saponinas - - -

(+) Presencia escasa, (++) Presencia relativamente abundante, (+++) Presencia abundante, (-) No detectado

DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo
principal evaluar la efectividad de tres extractos
acuosos de hojas de Eriobotrya japonica,
Ardisia compressa, y Ocimun basilicum,
plantas provenientes de cafetales del centro de
Veracruz, para la inhibicion de la germinacion
de wurediniosporas de la roya del cafeto

Hemileia vastatrix. Los resultados mas
importantes indicaron que los extractos acuosos
de Eriobotrya japonica, Ardisia compressa y
Ocimun basilicum redujeron la germinacion de
urediniosporas de Hemileia vastatrix a solo
0.12, 0.34 y 0.38 % respectivamente, en
Todos

estadisticamente significativos (P < 0.001) con

promedio. estos efectos fueron

respecto al tratamiento control de cada especie.

Hay pocos estudios disponibles para la
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comparacion de los resultados sobre la
inhibicion de urediniosporas de H. vastatrix
utilizando extractos acuosos de plantas. Sin
embargo, Salustiano et al. [28], obtuvieron un
100% de inhibicion en la germinacion de

urediniosporas de varias especies de roya

(incluyendo urediniosporas de Hemileia
vastatrix), utilizando extractos acuosos Yy
metanolicos de hojas de Eremanthus

erythropappus. Del mismo modo, Mudyiwa et
al. [29], lograron reducir entre 84 y 100 % la
germinacion de urediniosporas de H. vastatrix
utilizando extractos acuosos de hojas del
“limoncillo”, Cymbopogon citratus, (a
concentraciones de 25%, 50%) y de hojas de
Moringa oleifera (@ 50 y 100% de

concentracion).
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Figura 4. Modelos y predicciones del efecto de
tratamientos de extractos acuosos de hojas de:
a) E. japonica, b) A. compressa, y c) O.
basilicum sobre la germinacién promedio de
urediniosporas de roya del cafeto H. vastatrix.
CN and CP representan el control negativo
(agua), y el control positivo (fungicida
comercial), respectivamente. Letras diferentes
indican diferencias significativas a P < 0.001.
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La germinacion de urediniosporas de otras
especies de roya también ha sido inhibida con
éxito por extractos acuosos de plantas, tal es el
caso de las urediniosporas de la roya del trigo,
Puccinia triticina, que fueron inhibidas por
extractos acuosos de Jacaranda mimosifolia
Thevetia

(Bignoniaceae), peruviana

(Apocynaceae) 'y  Calotropis  procera
(Apocynaceae) en una proporcion del 97%,
78% y 53% respectivamente [37]. En otro
estudio, una concentracion de 50 pg/ml de licor
de roble piroligno, cuyo principal componente
es un antimicrobiano (o-metoxifenol o
guayacol), fue suficiente para lograr un 74% de
aborto de las pustulas de la roya de la Perilla
(Perilla frutescens, Lamiaceae) [27]. En otros
estudios utilizando extractos vegetales contra
otro tipo de hongos distintos de las royas,
(Mycosphaerella fijensis Morelet) se ha logrado
una actividad inhibidora en la reproduccién del
hongo, y esto se ha atribuido a la presencia de
alcaloides, esteroides, fenoles, flavonoides y de
saponinas [38]. En nuestro estudio, el analisis
fitoquimico cualitativo indicé la presencia de
alcaloides, flavonoides y cumarinas en las tres
especies, mientras que so6lo se registraron
terpenos en Ocimum basilicum. Las saponinas
no se registraron en ninguna especie. En otros
estudios fitoquimicos mas precisos que el
nuestro, se han reportado una variedad de

sustancias en las tres especies estudiadas. Por
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ejemplo, para A. compressa, se ha reportado la
presencia de polifenoles, acido galico, péptidos,
saponinas, isocumarinas, quinonas,
alquifenoles, bergenina, ardisina y derivados de
bencenina, embelina, quercetina, ardisenona,
ardisiaquinona, ardisianona y norbergenina
([30, 39], y se ha sefialado que aunque algunos
de estos componentes se encuentran en otras
plantas, la combinacién Unica de varios
compuestos en esta especie, es lo que produce
una fuente tan novedosa de agentes
fitogquimicos [30] en otras especies del género
Ardisia (e.g., A. Thunb) [40].

Asimismo, se ha determinado que las hojas de

crispa,

Eriobotrya japonica Lindl., son una fuente de
activos fendlicos, siendo las hojas jovenes las
que contienen mayor cantidad de fenoles totales
[41]. Otros compuestos fitoquimicos que se han
encontrado en las hojas de esta especie son
terpenos, triterpenos, sesquiterpenos,
flavonoides, taninos y glucdsidos [42, 43, 44,
45, 46] y se ha determinado una actividad
antimicrobiana y antifingica para algunos de
ellos [43]. Finalmente, para Ocimum basilicum,
L., Lamiaceae, especie de gran uso tradicional,
se han encontrado mas de 200 compuestos
quimicos. En esta especie se han encontrado
compuestos tales como polifenoles, alcaloides,
taninos, hidrocarburos monoterpénicos, mono
hidrocarburos

terpenos oxigenados,

sesquiterpénicos, sesqui terpenos oxigenados,
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tri terpenos, flavonoides, cumarinas, glucésidos
de saponina, esteroides, compuestos aromaticos
y &cido ascorbico; y para algunos de ellos se les
han determinado propiedades antibacterianas,

antivirales,

anti  fungicas,

insecticidas [47, 48, 49].

antisépticas e

CONCLUSION
Los extractos acuosos de hojas de las tres
especies redujeron la germinacion de
urediniosporas de Hemileia vastatrix a valores
que variaron de 0.12 a 0.38 %, lo cual indica
practicamente una inhibicion total. Por tanto,
los extractos acuosos de estas especies
representarian una alternativa para el control de
la roya, sin embargo, son necesarios mas
estudios para el escalamiento en experimentos
de invernadero y de campo. Ademas, para el
sera

escalamiento importante la

experimentacion con surfactantes vy
coadyuvantes agregados a los extractos para su
mejor dispersion, mojamiento, humectacion,
penetrabilidad, adherencia y estabilidad del

extracto.
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