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RESISTENCIA DEL CAFETO A Hemileia vastatrix.I. ACUMULACION
DE FITOALEXINAS'/*

Elmer G. Garcia **

ABSTRACT

Resistance to Hemileia vastatrix in coffee plants. I. Accumulation of
phytoalexins. Coffee plants (Coffea sp.) of the cultivars "Catuai Rojo" and
"Catimor T-5298" were inoculated with uredospores of Hemileia vastatrix. After
this inoculation, foliar extracts were obtained with organic solvents at 6, 12, 24,
48, 96 and 192 h. The chromatographic analysis showed a carotenoid and an alip-
hatic ester that increased in concentration, according to time of infection. The
increase of these phytoalexins-like substances was greater and more rapid in
"Catimor T-5298", which could be related to resistance to coffee leaf rust.

INTRODUCCION

El combate por resistencia genética de la
roya del cafeto, causada por el hongo Hemileia
vastatrix Berk. & Br., es uno de los métodos mas
eficientes para controlarla. Sin embargo, se cono-
ce poco respecto a los factores y mecanismos
fisiol6gicos involucrados en la resistencia a esta
enfermedad.

Martins et al. (1985) sefialaron que la pene-
tracién y el desarrollo inicial de H. vastatrix en
las hojas, ocurre tanto en plantas resistentes como
en susceptibles, y que hasta después de los prime-
ros dias de infeccién, en las resistentes se inhibe
el crecimiento del patégeno. Martins et al. (1986)
y Medeiros y Rodrigues (1978), relacionaron esto
con la liberacién de fitoalexinas. No obstante, es
poco lo que se conoce respecto a las caracteristi-
cas de estos compuestos y sus variaciones de
acuerdo con el genotipo del hospedero y el tiempo
de infeccién con el patégeno.

En el presente trabajo se investigé la variacién
en la acumulacién de sustancias téxicas, en hojas de
cafeto de los cultivares "Catimor T-298" y "Catuai
Rojo", luego de la inoculacién con H. vastatrix.
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MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en los inver-
naderos y laboratorios de la Escuela de Biologia y
del Centro de Investigaciones en Productos
Naturales de 1a Universidad de Costa Rica, en San
Pedro de Montes de Oca, Costa Rica. Se utiliza-
ron plantas de aproximadamente 15 meses de
edad, de los cultivares "Catuai Rojo" y "Catimor
T-5298", susceptibles y resistentes, respectiva-
mente, a la mayoria de las razas de H. vastatrix.
Estas procedieron de selecciones efectuadas por el
Centro de Investigaciones en Café, del Instituto
del Café de Costa Rica, ubicado en San Pedro de
Barva, Heredia, Costa Rica. Pruebas preliminares
efectuadas con hojas por separado, garantizaron la
resistencia o susceptibilidad a la enfermedad. Las
plantas se sembraron en suelo franco arenoso y se
mantuvieron bajo condiciones de invernadero, en
bolsas plasticas negras de 15 X 25 cm.

Obtencion de las uredésporas e inoculacion

Las ureddsporas pertenecientes a la raza II
del patégeno, se obtuvieron de hojas de cafetos
Caturra. Estas se removieron de las pistulas con
un pincel. Para la inoculacién se prepardé una sus-
pensién de aproximadamente 20,000 ureddsporas
por ml de agua destilada, la cual se asperj6 sobre
las plantas con un atomizador de Vilbis conectado

" a un compresor con presién constante. Poste-

riormente las plantas se cubrieron con una bolsa
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negra de polietileno por un periodo maximo de 24
h. A las 6, 12, 24, 48, 96 y 192 h después de la
inoculacidn, se recolecté material foliar, el cual se
extrajo por maceracién en fri6 con etanol de 95°.

El disefio experimental fue de bloques al
azar con arreglo factorial 2 X 2 X 6. El primer
factor correspondié al cultivar, el segundo a la
inoculacién y el tercero al periodo de infeccion. A
cada combinacién de factores se le considerd
como un tratamiento. El nimero de repeticiones
fue de 5.

Preparacion de los extractos

Se tomaron 8 g de hojas frescas y sanas que
correspondieran al tercer y cuarto par a partir del
dpice. Este material se licué por 30 s con 100 ml
de etanol de 95°. El licuado se transfirié a
Erlenmeyers y se agité por 20 h con un agitador
mecdnico, a baja velocidad. Previa filtracion, este
proceso se repitid 3 veces y en cada caso los
extractos se concentraron casi hasta sequedad en
un rotavapor, a presién reducida y a 40°. El con-
centrado se transfirié a viales y con etanol de 95°
se ajusté hasta 16 ml.

La mitad de ese extracto se sometié a parti-
cién, primero con hexano y después con acetato
de etilo, repitiéndose el proceso por 5 veces en
cada caso. Se obtuvieron asi 3 clases de extracto:
hexanico, de acetato de etilo y remanente alcohé-
lico acuoso. Cada uno de estos se concentré hasta
un volumen de 2 ml, usando el mismo equipo y
condiciones indicadas antcriormente.

Analisis cromatografico

Los extractos en acetato de etilo se investi-
garon mediante cromatografia unidireccional en
capa fina, usando como soporte gel de silice y
aplicando aproximadamente 20 microlitros de
muestra en cada caso. Estos se eluyeron con clo-
roformo: metanol (7:3). Los cromatogramas pre-
viamente secos se observaron bajo luz ultravioleta
de 254 y 366 nm y posteriormente se revelaron
con vapores de yodo o de amoniaco.

Se determind el area de las manchas de cada
uno de los cromatogramas desarrollados, para
tener una estimacién de la concentracién de las
sustancias detectadas. Aquellas manchas que
variaron la concentracién segun el tratamiento,
fueron concentradas y purificadas, utilizando cro-
matografia preparativa de gel de silice y caracteri-
zadas parcialmente con espectroscopia de luz
ultravioleta e infrarroja.

Fungitoxicidad de las sustancias aisladas

A las sustancias que incrementaron la con-
centracion, de acuerdo con el periodo de infec-
cién, se les determind el efecto sobre la germina-
cién de las ureddsporas. Para esto, primeramente
se prepard una solucién de agar en concentracién
de 15 g por 1000 ml de agua destilada, la que se
esteriliz6 a 120°C por 15 min. Luego 20 ml de
esta solucién se colocaron en una placa de Petri,
junto con 1 ml de la muestra a evatuar. La muestra
empleada para hacer la evaluacion fungitdxica se
aislé del cromatograma de extractos de "Catimor
T-5298" con 192 h de inoculado, raspando la por-
cién correspondiente del cromatograma. Después
de eliminar el gel de silice por filtracién, la mues-
tra se evapord hasta sequedad y se disolvié en 10
ml de una mezcla de agua destilada y etanol
(99:1).

Luego se tomé una muestra y se diluyé al
doble o al triple del volumen. A las concentracio-
nes obtenidas mediante estas diluciones se les
denominé 1, 2 y 3, siendo 1 la menor y 3 la
mayor. .

Antes de la solidificacion del agar, se colo-
caron en cada placa de Petri 5 anillos de vidrio
de 1,5 cm de altura por 1,8 cm de didmetro, para
delimitar las dreas donde se colocarian las ure-
désporas. Después de la solidificacion del agar
se colocd 0,03 ml de una suspensién de aproxi-
madamente 4000 ureddésporas por ml de agua
destilada y se cubricron las placas con un plasti-
co negro. A las 18 h después se determiné la ger-
minacién de las ureddsporas, tomando como
base la presencia del tubo germinativo. Se obtu-
vo el cociente de germinacién por cada area
demarcada (nimero de uredésporas germinadas
entre niimero total), y se calculd el porcentaje de
inhibicién respecto al testigo, utilizando la
siguiente férmula:

CT-CI X 100
CT

CT: cociente de germinacién del testigo.
CI: cociente de germinacion del tratamiento.

Los valores porcentuales de inhibicion de la
germinacién se transformaron a arcoseno, para
posteriormente someterlos al andlisis de varianza
para experimentos factoriales, al igual que las
dreas de las manchas. €omo prueba de compara-
cién posterior se utilizd la de Tuckey.
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RESULTADOS

El andlisis permitié detectar 2 sustancias que
aumentaron la concentracién segtin el tratamiento.
Mediante anilisis por espectroscopia de luz ultra-
violeta e infrarroja, se evidencidé la posible estruc-
tura de un carotenoide y un éster alifatico.

El carotenoide se acumulé en ambos culti-
vares conforme aumenté el periodo de infeccion,
tanto en los testigos como en los inoculados
(Figura 1). Durante las primeras 24 h la acumula-
cién fue bastante acelerada, si se compara con los
periodos posteriores. No obstante, con la excep-
cién del tratamiento "Catimor T-5298" inoculado,
en todos los extractos descendié su acumulacién
en el periodo de 48 h. Al comparar entre si tanto
los testigos como los inoculados, en ambos culti-
vares, se encontré que en todos los periodos de
infeccion, excepto el inoculado de 24 h, el area
del carotenoide fue mayor en "Catimor T-5298"
que en "Catuai Rojo" (p<0,05). La comparacién
de los testigos con los inoculados, indicé que en
"Catuai Rojo" hubo diferencias a favor de la ino-
culacién, sélo con los periodos de infeccién de 6
y 12 h , mientras que en "Catimor T-5298" esto
ocurrié sélamente a las 6 h (p<0,05). Estos resul-
tados parecen indicar que las primeras horas de

60
..+*RI

.......... st
PRt /'/A/
o p—"
50 - '.‘_- ./,/ AT
~. — ST
wd
N R:"Catimor T-5298"
S: "Catuai Pojo"
t 3 T: testigo
E 304 i I: inoculado con H. vastatrix
I
< :
w
< 204
104 /

T 1 Y

T L] L) L} T
0 24 48 72 96 120 144 168 192

HORAS DESPUES DE LA INOCULACION
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Fig. 2. Variacién del 4rea de la mancha del éster en los cro-

matogramas de los extractos de acetato de etilo.

infeccién fueron criticas en la produccién del
carotenoide y que su acumulacién durante el peri-
odo inicial, fue més lenta en "Catuai Rojo" testigo
y mds acelerada en "Catimor T-5298" inoculado.
La diferencia entre testigos e inoculados se acen-
o6 posteriormente (48, 96 y 192 h).

El éster alifitico se detect6 en todos los
extractos, pero el tamafio de su mancha en el cro-
matograma vari6 entre cultivares, inoculacién y
periodo de infeccién (p<0,05). Este se acumulé
rapidamente durante las primeras 24 h, pero a las
48 h ocurrié una disminucién de la concentracién
(Figura 2). En "Catimor T-5298" testigo, con la
excepcion del periodo de 24 h, la concentracién
de dicha sustancia fue mayor que en "Catuai
Rojo" (p<0,05). En los extractos de plantas inocu-
ladas, la concentracién fue mayor en "Catimor T-
5298" que en "Catuai Rojo", excepto a las 48 h. En
"Catuai Rojo", el 4drea de la mancha del éster no
varié entre testigos e inoculadas, excepto a las 6 h.
En el caso de"Catimor T-5298" estas diferencias
ocurrieron en los 3 primeros periodos. Esto indica
que su acumulacién fue mayor y més acelerada en
las plantas de "Catimor T-5298" inoculadas.

_ Tanto el carotenoide como el éster alifético
inhibieron la germinacién de las uredésporas de
H. vastatrix (p<0,05), pero esta inhibicién fue mas
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Fig. 3. Efecto de la concentracién del carotenoide y del

éster en la germinacién de las uredésporas de H .
vastatrix.

acentuada cuando la concentracién fue mayor
(Figura 3).

DISCUSION

El incremento en 1a concentracién del caro-
tenoide y del éster alifatico, de acuerdo con el
periodo de infecciér, y la capacidad que poseen
para inhibir la germinacién de las uredésporas de
H. vastatrix, segin la concentracién, puede indi-
car que son sustancias con caracteristicas de fitoa-
lexinas. La acumulacién de fitoalexinas en café,
habia sido demostrada previamente por Medeiros
y Rodriguez (1978), pero segin estos autores,
éstas sustancias son liberadas Gnicamente por las
plantas resistentes. Sin embargo, en esta investi-
gacién se demostré que tanto las plantas resisten-
tes, como las susceptibles a la roya, acumulan
fitoalexinas, pero la velocidad de incremento y la
magnitud de la concentracién fueron mayores en
"Catimor T-5298", lo cual podria contribuir a
explicar su mayor resistencia al patdgeno. Esto ha
sido sugerido también para otras interacciones
entre hospederos y patégenos (Ebel, 1986).
Probablemente, si la concentracién y velocidad de
produccién de estas sustancias son altas, los meca-
nismos de los patégenos son insuficientes para
bloquear su efecto, por lo tanto no podran invadir
la planta. Por el contrario, si las fitoalexinas incre-

mentan la concentracion tardiamente, el patégeno
podria invadir mas rdpidamente al hospedero con
mayor facilidad, como en "Catuai Rojo".

La acumulacién del éster y del carotenoide
en los extractos de las plantas testigo de ambos
cultivares, sugiere que la bolsa empleada para
cubrir las plantas ocasioné un efecto inductor de
su sintesis. Esto puede tener alguna relacién con
lo encontrado por Martins et al. (1986), quienes
encontraron que organismos no patogénicos, pue-
den inducir la acumulacién de compuestos téxicos
en las hojas del cultivar "Mundo Novo". También
en otras especies se ha observado que algunos fac-
tores ambientales ajenos a los patogénicos, son
capaces de inducir la sintesis de fitoalexinas
(Bayley y Mansfield, 1982; Darvill y Albersheim,
1984; Kiic y Preisig 1984). Esto permite sugerir
que las fitoalexinas detectadas en esta investiga-
cién son un mecanismo general de defensa de las
plantas. Con respecto a los carotenos, Thommen
(1979) informé que diversos factores externos
pueden afectar su contenido en las plantas.
Ademis, estas pueden pueden proteger la clorofila
contra la fotooxidacién durante la fotosintesis
(Krinsky, 1971; Young, 1991). Asi una menor
concentracién de carotenoides en las plantas de
"Catuai Rojo", podria volverlas fotosintéticamente
menos eficientes, 1o que reduciria las posibilida-
des de defensa contra un patégeno. Otro posible
mecanismo de accién de los carotenoides es que
sirvan como esqueleto carbonado para la sintesis
de reguladores del crecimiento, como el 4dcido
abscisico, el cual se acumula en respuesta a varios
factores externos adversos y regula una serie de
procesos relacionados con la resistencia de las
plantas a éstos (Kienzle et al., 1978; Kuc y
Preisig, 1984; Pegg, 1976).

La disminucién en el contenido del carote-
noide y del éster a las 48 h posteriores a la inocu-
lacién, es algo dificil de explicar. Tal vez se debid
al retiro de la bolsa empleada para cubrir las
plantas. Esto pudo ocasionar un aumento de tem-
peratura, deshidratacién temporal o cambios de
luminosidad, que afectaron el metabolismo. La
actividad de algunas enzimas, como las respirato-
rias y fotosintéticas pudo alterarse, 1o que repercu-
ti6 en la acumulacién de las sustancias menciona-
das. Otra probable causa de esa disminucién pudo
haber sido el mismo autocontrol de la planta.

Se ha demostrado en otras especies, que las
plantas poseen un limite en la capacidad de sinte-
sis de sustancias producidas en respuesta al ataque
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de algtin patégeno, y que después de un méximo
de concentracidn, tienen la capacidad de degradar-
la, pues éstas podrian volverse tdxicas contra las
mismas (Jones et al., 1975; VanEtten et al., 1989).

Los resultados anteriores seflalan que son
muchos los factores involucrados en el mecanis-
mo de resistencia de las plantas de café a la roya;
no obstante, debe continuarse con la investiga-
ci6n, para tratar de determinar la estructura quimi-
ca de las sustancias detectadas y explicar mejor su
posible funcién en relacién con la resistencia a
dicha enfermedad.

RESUMEN

Plantas de cafeto (Coffea sp.) de los cultiva-
res "Catuai Rojo" y "Catimor T-5298", se inocula-
ron con ureddsporas de Hemileia vastatrix y a las
6, 12, 24, 48, 96 y 192 h posteriores, se realizaron
extracciones foliares con solventes organicos. El
andlisis cromatografico de estos extractos permi-
ti6 detectar un carotenoide y un éster alifético, con
caracteristicas de fitoalexinas, que incrementaron
la concentracién, de acuerdo con el periodo de
infeccién, pero esto fue mayor y mds rapido en las
"Catimor T-5298", lo cual puede estar relacionado
con su mayor resistencia a la roya.
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