
Agronomia Costarricense 17(1): 89-93. 1993

RESISTENCIA DEL CAFETO A Hemileia vastatrix.I. ACUMULACION
DE FITOALEXINAS1/*

Elmer G. Garc{a ..

ABSTRACT

Resistance to Bemi/eia 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- 4Y~~~:'1

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 MATERIALES Y METODOS

El combate par resistencia genetica de la Los experimentos se realizaron en los inver-

fOra del cafeto, causada par el bongo Hemileia naderos y laboratorios de la Escuela de Biologia y

vastatrix Berk. & Br., es uno de los metodos mas del Centro de Investigaciones en Productos

eficientes para controlarla. Sin embargo, se cono- Naturales de la Universidad de Costa Rica, en San

ce poco respecto a los factores y mecanismos Pedro de Montes de Oca, Costa Rica. Se utiliza-

fisio16gicos involucrados en la resistencia a esta con plantas de aproximadamente 15 meses de

enfermedad. ectad, de los cultivares "Catuai Rojo" y "Catimor

Martins et al. (1985) seftalaron que la pene- T-5298", susceptibles y resistentes, respectiva-

traci6n y el desarrollo inicial de H. vastatrix en mente, a la mayoria de las razas de H. vastatrix.

las hojas, ocurre tanto en plantas resistentes como Estas procedieron de selecciones efectuadas par el

en susceptibles, y que hasta despues de los prime- Centro de Investigaciones en Cafe, del Instituto

ros dias de infecci6n, en las resistentes se inhibe del Cafe de Costa Rica, ubicado en San Pedro de

el crecimiento del pat6geno. Manins et al. (1986) Barva, Heredia, Costa Rica. Pruebas preliminares

y Medeiros y Rodrigues (1978), relacionaron esto efectuadas con hojas par separado, garantizaron la

con la liberaci6n de fitoalexinas. No obstante, es resistencia 0 susceptibilidad a la enfermedad. Las

poco 10 que se canace respecto a las caracteristi- plantas se sembraron en suelo franco arenoso y se

cas de estos compuestos y sus variaciones de mantuvieron bajo condiciones de invemadero, en

acuerdo con el genotipo del hospedero y el tiempo balsas plasticas negras de 15 X 25 cm.

de infecci6n con el pat6geno.

En el pre,sente trabajo s.e inve~tig6 la vari,aci6n Obtencion de las uredosporas e inoculacion

en la acumulacl6n. de su~~c~as t6XICas, .7n ~?jas de. Las ured6sporas pertenecientes a la raza II

caf~~ de los culu.vares ~aumor T -298 y. Catual del pat6geno, se obtuvieron de hojas de cafetos

Rojo , luego de la moculacl6n con H. vastatrLX. Caturra. Estas se removieron de las pustulas con

un pincel. Para la inoculaci6n se prepar6 una sus-

11 Recibido para publicaci6n el20 de noviembre de 1992. pensi6n de aproxim~damente 20,000 ure~6sporas

. Financiado parcialmente par la Oficina Regional de par ml de agua desulada, la cual se asperj6 sabre

Ciencia y Tecnologia para America Latina y el Caribe, las plantas con un atomizador de Vilbis conectado

UNESCO. , a un compresor con presi6n constante. Poste-.. Escuela de B.iologia. Universidad de Costa Rica, San .
t I I Las se cubrieron con una balsa Jose, Costa Rica. normen e as p an
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negra de polietileno por un periodo maxima de 24 Fungitoxicidad de las sustancias aisladas
h. A las 6, 12, 24, 48, 96 y 192 h despues de la Alas sustancias que incrementaron la con-
inoculacion, se recolect6 material foliar, el cual se centracion, de acuerdo con el periodo de infec-
extrajo por maceraci6n en fri6 con etanol de 95.. ci6n, se leg determino el efecto sabre la germina-

El diseno experimental rue de bloques al ci6n de lag ured6sporas. Para esto, primeramente
azar con arreglo factorial 2 X 2 X 6. El primer se prepar6 una soluci6n de agar en concentraci6n
factor correspondi6 al cultivar, el segundo a la de 15 g por 1000 ml de agua destilada, la que se
inoculaci6n y el tercero al periodo de infecci6n. A esteriliz6 a 120.C por 15 min. Luego 20 ml de
cada combinaci6n de factores se Ie consider6 esta soluci6n se colocaron en una placa de Petri,
como un tratamiento. El numero de repeticiones junto con 1 ml de la muestra a evaluar. La muesira
rue de 5. empleada para hacer la evaluaci6n fungit6xica se

aisl6 del cromatograma de extractos de "Catimor
Preparation de los extractos T-5298" con 192 h de inoculado, raspando la por-

Se tomaron 8 g de hojas frescas y sanas que ci6n correspondiente del cromatograma. Despues
correspondieran al tercer y cuarto par a partir del de eliminar el gel de silice por filtraci6n, la mues-
apice. Este material se licu6 por 30 s con 100 ml tra se evapor6 hasta sequedad y se disolvi6 en 10
de etanol de 95.. El licuado se transfiri6 a ml de una mezcla de agua destilada y etanol
Erlenmeyers y se agit6 por 20 h con un agitador (99: 1).
mecanico, a baja velocidad. Previa filtraci6n, este Luego se tom6 una muestra y se diluy6 al
proceso se repiti6 3 veces y en cada caso log doble 0 al triple del volumen. A las concentracio-
extractos se concentraron casi hasta sequedad en nes obtenidas mediante estas diluciones se leg
un rotavapor, a presi6n reducida y a 40.. El con- denomin6 1, 2 y 3, siendo 1 la menor y 3 la
centrado se transf1ri6 a viales y con etanol de 95. mayor. .
se ajust6 hasta 16 mI. Antes de la solidificaci6n del agar, se colo-

La mitad de ese extracto se someti6 a parti- caron en cada placa de Petri 5 anillos de vidrio
ci6n, primero con hexano y despues con acetato de 1,5 cm de altura por 1,8 cm de diametro, para
de etilo, repitiendose el proceso por 5 veces en delimitar las areas donde se colocarian lag ure-
cada caso. Se obtuvieron asi 3 clases de extracto: d6sporas. Despues de la solidificaci6n del agar
hexanico, de acetato de etilo y remanente alcoh6- se coloc6 0,03 ml de una suspension de aproxi-
lico acuoso. Cada uno de estos se concentr6 hasta madamente 4000 ured6sporas par ml de agua
un volumen de 2 ml, uganda el mismo equipo y destilada y se cubrieron las placas con un plasti-
condiciones indicadas anteriormente. co negro. Alas 18 h despues se determino la ger-

minaci6n de lag ured6sporas, tomando como
Analisis cromatogratico base la presencia del tuba germinativo. Se obtu-

Los extractos en acetato de etilo se investi- vo el cociente de germinaci6n par cada area
garon mediante cromatografia unidireccional en demarcada (numero de ured6sporas germinadas
capa fina, uganda como soporte gel de silice y entre numero total), y se calcul6 el porcentaje de
aplicando aproximadamente 20 microlitros de inhibici6n respecto al testigo, utilizando la
muestra en cada caso. Estos se eluyeron con clo- siguiente f6rmula:
roformo: metanol (7:3). Los cromatogramas pre-
viamente secas se observaron bajo luz ultravioleta CT - CI X 100
de 254 y 366 nm y posteriormente se revelaron CT
con vapores de yodo 0 de amoniaco.

Se determin6 el area de lag manchas de cada CT: cociente de germinacion del testigo.
uno de log cromatogramas desarrollados, para CI: cociente de germinaci6n del tratamiento.
tener una estimaci6n de la concentraci6n de lag
sustancias detectadas. Aquellas manchas que Los valores porcentuales de inhibici6n de la
variaron la concentraci6n segun el tratamiento, germinaci6n se transformaron a arcoseno, para
fueron concentradas y purificadas, utilizando cro- posteriormente someterlos al analisis de varianza
matografia preparativa de gel de silice y caracteri- para experimentos factoriales, al igual que lag
zadas parcial mente con espectroscopia de luz areas de lag manchas. ~omo prueba de compara-
ultravioleta e infrarroja. ci6n posterior se utiliz6 la de Tuckey.
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RESULTADOS
100

. .,' RI

El analisis penniti6 detectar 2 sustancias que ",..,.,"',.I ' 6 ' I ' 90 ".' _SIaumentaron a concenttaci n segun e ttatamlento. :. " "

Mediante analisis por espectroscopia de luz ultra- 80 :'r violeta e infrarroja, se evidenci6 la posible estruc- j

tura de un carotenoide y un ester alifatico. 70:.. RT
El carotenoide se acumul? en am,bos c~lti- ~ I! ST

vares confonne aument6 el ~nooo de mfeccl6n, 60 : I~.

tanto en log testigos como en log inoculados : "::~igura I). Durante lag prime:as 24 h la acumula- N 50 : : R:"Catimor T-5298"

Cl6n rue bastante acelerada, Sl se compara con log E ,,0 5:"Catuai Rojo"
penooos posteriores. No obstante, con la excep- = T: Testigo
ci6n del tratamiento "Catimor T-5298" inoculado, UJ 30 I: Inoculado con!t. vastatrix

en tooos 109 extractos descendi6 su acumulacion ~
en el penooo de 48 h. AI comparar entre si tanto ~ 20
log testigos como log inoculados, en ambos culti-
vares, se encontro que en todos los penooos de 10

infecci6n, excepto el inoculado de 24 h, el areadel carotenoide rue mayor en "Catimor T-5298" 0 2" ,,8 72 96 120 1"" 168 192

que en "Catuai Rojo" (P<O,O5). La comparaci6n. , ' , HORAS DESPUES DE LA INOCULACION
de log tesUgos con los moculados, mdIco que en
"Catuai Rojo" hubo diferencias a favor de la ino-culacion solo con los penooos de infecci6n de 6 Fig. 2. Variacion del area de la mancha del ester en ~os cro-

12 h ' , "C ' T 5298" matogramas de los extractos de acetato de etilo.
y , mlentras que en atlmor - esto
ocurrio solame~te ,a lag 6 h (P<O,?5). Estos resul- infecci6n fueron criticas en la produccion del
tados parecen mdlcar que lag pnmeras horas de carotenoide y que su acumulacion durante el pen-

000 inicial, rue mas lenta en "Catuaf Rojo" testigo
y mas acelerada en "Catimor T-5298" inoculado.

60 ",.,'RI La diferencia entre testigos e inoculados se acen-
",." , _51 tuoposterionnente(48,96y 192 h).

"".".. -"-"- El ester alifatico se detect6 en todos log
, -"50 r- ",,:::: " -- ~~ extractos, pero ~l tamai'lo de,su man~ha en e~ cro-

f";"::""- matograma van6 entre cultlvares, moculacl6n y
:j penodo de infeccion (p<O,O5). Este se acumul6

,,0 ii R' "C t' T -5298" rapidarnente durante las primeras 24 h, pero a lag
3 ~ s; "~a~:~~ Pojo" 48 h ocurri6 una disminucion de la concentraci6n

E j _J T: testigo (Figura 2). En "Catimor T-5298" tes tigo , con la
E 30 ~ r I: inoculado con !!.' vastatrix excepcion del penooo de 24 h, la concentraci6n
~ J I de dicha sustancia rue mayor que en "Catuai
~ ' I Rojo" (p<O,O5). En los extractos de plantas inocu-
or 20 I ladas, la concentraci6n rue mayor en "Catimor T-

I 5298" que en "Catuaf Rojo", excepto a las 48 h. En
J "Catuaf Rojo", el area de la mancha del ester no

10 / vari6 entre testigos e inoculadas, excepto a las 6 h.
En el caso de"Catimor T-5298" estas diferencias
ocurrieron en los 3 primeros penooos, Esto indica
que su acumulaci6n rue mayor y mas acelerada en

0 2" ,,8 72 96 120 11,1, 168 192 lag plantas de "Catimor T-5298" inoculadas.
HORAS DESPUES DE LA INOCULACION Tanto el carotenoide como el ester alifatico

Fig. I. Variacioo del area de la mancha del carotenoide en inhibieron la genninaci6n de las uredosporas de
los cromatogramas de los extractos de acetato de H, vastatrix (p<O,O5), pero esta inhibicion rue mas
etilo.
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mentan la concenU'aci6n tardiamente, el pat6geno
6 m C4ROTENOIDE podrfa invadir mas nipidamente al hospedero con

0 EsrER mayor facilidad, como en "Catuai Rojo".
La acumulaci6n del ester y del carotenoide

en log extractos de lag plantas testigo de ambos
cultivares, sugiere que la balsa empleada para
cubrir lag plantas ocasion6 un efecto inductor de. 1:Concentraci6n 3 dilufda 3 su sfntesis. Esto puede tener alguna relaci6n con

~ yoces 10 enconU'ado par Martins et ai. (1986), quienes- 2:Concentraci6n 3 di1ufda 2 ..
~ 30 yeces encontraron que orgamsmos no patogemcos, pue-
~ den inducir la acumulaci6n de compuestos t6xicos
~ en lag hojas del cultivar "Mundo Novo". Tambien~ 20 en otras especies se ha observado que algunos fac-

~ tares ambientales ajenos a log patogenicos, son
~ '0 capaces de inducir la sfntesis de fitoalexinas
.. (Bayley y Mansfield, 1982; Darvill y Albersheim,

1984; Kl1c y Preisig 1984). Esto permite sugerir
que lag fitoalexinas detectadas en esta investiga-

1 2 3 ci6n son un mecanismo general de defensa de las
CONCENrR4ClON la CP ntas. on respecto a log carotenos, Thommen

Fig. 3. Efecto de la concentraci6n del carotenoide y del (1979) inform6 que divers?s factores externos
ester en la genninacioo de las ured6sporas de H . pueden afectar su contenldo en 1as plantas. .,
vas/atrix. Ademas, estas pueden pueden proteger la clorofila

. contra la fotooxidaci6n durante la fotosfntesis
acentuada cuando la concentrac16n rue mayor (Kr. k 1971 v 1991) A . (p' 3) inS y, ; Joung, . SI una menor

19ura . concentraci6n de carotenoides en lag plantas de

DISCUSION "Catuai Rojo", podrfa volverlas fotosinteticamente
menos eficientes, 10 que reduciria las posibilida-

El incremento en la concentraci6n del caro- des de defensa conU'a un pat6geno. Otro posible
tenoide y del ester alifatico, de acuerdo con el mecanismo de acci6n de log carotenoides es que
periodo de infecci6n, y la capacidad que poseen sirvan como esqueleto carbonado para la sfntesis
para inhibir la germinaci6n de las ured6sporas de de reguladores del crecimiento, como el acido
H. vastatrix. segl1n la concentraci6n, puede indi- abscisico, el cual se acumula en respuesta a varios
car que son sustancias con caracteristicas de fitoa- factores externos adversos y regula una serie de
lexinas. La acumulaci6n de fitoa1exinas en cafe, procesos relacionados con la resistencia de lag
habfa sido demosU'ada previamente par Medeiros plantas a estos (Kienzle et ai.. 1978; Kuc y
y Rodriguez (1978), pero segl1n estos autores, Preisig, 1984; Pegg, 1976).
estas sustancias son 1iberadas linicamente par las La disminuci6n en el contenido del carote-
plantas resistentes. Sin embargo, en esta investi- noide y del ester alas 48 h posteriores a la inocu-
gaci6n se demostr6 que tanto las plantas resisten- laci6n, es alga dificil de explicar. Tal vez se debi6
tes, como lag susceptibles a la roya, acumulan al retiro de la bolsa empleada para cubrir lag
fitoalexinas, pero la velocidad de incremento y la plantas. Esto pudo ocasionar un aumento de tem-
magnitud de la concentraci6n fueron mayores en peratura, deshidrataci6n temporal 0 cambios de
"Catimor T-5298", 10 cual podria contribuir a luminosidad, que afectaron el metabolismo. La
explicar su mayor resistencia al pat6geno. Esto ha actividad de algunas enzimas, como las respirato-
sido sugerido tambien para otras interacciones rias y fotosinteticas pudo alterarse, 10 que repercu-
entre hospederos y pat6genos (Ebel, 1986). ti6 en la acumulaci6n de lag sustancias menciona-
Probablemente, si 1a concentraci6n y velocidad de das. OU'a probable causa de esa disminuci6n pudo
producci6n de estas sustancias son altas, log meca- barer sido el mismo autocontro1 de la planta.
nismos de 10s pat6genos son insuficientes para Se ha demostrado en otras especies, que las
bloquear su efecto, par 10 tanto no podran invadir plantas poseen un limite en la capacidad de sfnte-
la planta. Par el contrario, si lag fitoalexinas incre- sis de sustancias producidas en respuesta al ataque
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de algun pat6geno, y que despues de un maxima KIENZLE, F., MAYER, H.; ~DER, R.~.; nI~M!v1EN, H.
de concentraci6n tienen la capacidad de degradar- 1978. The Carotenolds. Helvetica Chlmlca Acla

.( odr', 1 6 . la 61:2616-2627.
la, pues t;stas p Ian vo verse t XlCas contra s
mismas(Jonesetal.,1975;VanEttenetal., 1989). KRINSKY, N.I. 1971. Function of carolenoids. In

Los resultados anteriores senalan que son Carolenoids. Ed. by O. Isler. Basel, Birkhauser,
muchos 109 factores involucrados en el mecanis- Basilea. P.669-716.

mo de resistencia de lag. plantas de cafe.a la r?ya; KUC, I.; PREISIG, C.L. 1984. Regulation of sesquiterpenoids-
no obstante, debe contmuarse con la mvestlga- eliciting activity of fatty acids in potato by carbohydra-
ci6n, para tratar de determinar la estructura quimi- te isolated from PhYlophlhora infeslans.
ca de lag sustancias detectadas y explicar mejor su Phytopathology 73 :831-838.
p?sible funci6n en relaci6n con la resistencia a MARTINS, E.M.; DE MARIA, A.; GRUNEWALDT, G;
dlcha enfermedad. MORAES, W.B.C. 1985. Histological studies of com-

patible interaction of coffee leaves and Hemileia vas-
RESUMEN latrix. Fitopatologia Brasileira 10(3):627-636.

PI d t' (C ,~ ) d 1 I . MARTINS, E.M.; ROVERATI1, D.S.; MORAES, W.B.C.
antas e Caleta oJJea sp. e os cu tlva- 1986. Elicitation of stress metabolites in coffee leaves

res "Catuai Rojo" y "Catimor T-5298", se inocula- by a noo-pathogen. Fitopatologia Brasileira 11(3~.683-
roo con ured6sporas de Hemileia vastatrix y a lag 694.
6, 12,24,48,96 Y 192 h posteriores, se realizaron ,.
extracciones foliaTes con solventes organicos. EI MEDEIROS, E.; RODRIGU.EZ, c.!. 1978. Producao de subs-

, . .. . tances do tJpo das fltoalexmas em folhas de Coffea
anal ISIS cromatograflco de estos extractos perml- arabica L inoculadas com femlgens nao patogenicas
ti6 detectar un carotenoide y un ester alifatico, con para 0 cafeeiro. Garcia de Orta, Serie de Estudios

Icaracteristicas de fitoalexinas, que incrementaron Agronomicos 5(1-2):15-18.
la concentraci6n, de acuerdo con el periodo de .. . , , .( .d I PEGG, G. T. 1976. Endogen inhibitors in heathy and dIsease
~,nfe~clon, pero e~.t° rue mayor y mas raPI o. en as plants. In Physiological Plant Pathology. Ed. by R.
Catlmor T-5298 ,10 cual puede estar relaclonado Heitefuss; P.H. Williams. Heidelberg, Springer-Verlag.

con su mayor resistencia a la roya. P.607-616.
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