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RESUMEN

Leguizamén C., J.E.; Vélez A., P.E.; Gonzalez S., A. Efecto de extractos metabélicos de Verticillium
lecanii sobre Hemileia vastatrix. Cenicafé (Colombia) 40(2): 31- 39. 1989.

En el Centro Nacional de Investigaciones de Café, CENICAFE, se estudi6 el efecto de los extractos
del hiperparésito Verticillium lecanii sobre los procesos germinativo e infectivo de Hemilcia vastatrix
Berk. y Br,, en plantulas de Coffea arabica var. Caturra, en condiciones de laboratotio ¢ invernadero.
A medida que se aumento la concentracidn del extracto de V. lecanii, se disminuyd la tasa de
germinacién de urediniosporas de roya, con un comportamiento cuadritico y un ajuste del 77%. De
igual manera, estos extractos prolongaron los periodos de incubacién y de latencia de H. vastatrix,
redujeron el grado de infeccién y la tasa de produccién de urediniosporas del hongo. El efecto persistié
a través del tiempo. Las plantas de café en estado cotiledonar, sometidas a la absorcién del extracto por
las raices, se marchitaron y redujeron en un 41% su peso, con respecto al peso inicial entre 24 y 48 horas
despuésdel tratamiento. Estos resultados sugieren la presencia de unoé varios metabolitos producidos
por el hiperparasito de la roya del cafeto que pueden ser empleados en el control biolégico de la
enfermedad.

Palabras claves: Colombia, Hemileia vastatrix, roya del cafeto, control bioldgico, hiperparasitismo,
Coffea arabica, Verticillium lecanii.

ABSTRACT

At the National Coffee Research Centre, CENICAFE, the effect of extracts of Verticillium lecanii
(a hyperparasite of rusts) on the germinative and infective processes of Hemileia vastatrix Berk. and
Br. in Coffea arabica var. Caturra, was studied under laboratory and greenhouse conditions.
Germination rates decreased as extract concentration increased,with a quadratic behavior and 77%
adjust. Incubation and latent periods were delayed and the infection degree and rate of urediniospore
production decreased persistently throughout the time. When seedlings of coffee were put for 24-48
hours in the extract, they wilted and showed a 41% decrease in dry weight. These results suggest the
presence of toxic metabolites in extracts from Verticillium lecanii which could be promising for
biological control of the disease.

Keywords: Colombia, Hemileia vastatrix, coffee leaf rust, biological control, hyperaparasitism, Coffea
arabica, Verticillum lecanii.
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El uso de métodos convencionales para el
control de enfermedades en plantas ha ori-
ginado problemas tales como la resistencia de
los patogenos a los fungicidas y la presencia
de residuos de plaguicidas en las plantas y en
el ambiente. Esto, sumado a los altos costos
del control quimico, ha despertado el interés
de los investigadores en los métodos biologi-
cos de control (2, 3, 21).

Los agentes de control biolégico tienen
tres posibles formas de accién, ninguna de las
cuales es mutualmente exclusiva: parasitismo
o predacion de un organismo por otro (hiper-
parasitismo), antibiosis, en la cual los micro-
organismos antagonistas secretan metabolitos
nocivos a otros organismos, y competencia, en
la cual la demanda sobrepasa el suministro
inmediato de nutrimentos o espacio (2, 3, 21).

El control biologico en la filosfera esta
basado en el antagonismo microbiano en la
fase de penetracion del patégeno o en el
hiperparasitismo, una vez se ha establecido la
infeccién. El biocontrol en la fase de pre-
penetracion requiere una microflora anta-
gonista estable antes de la llegada del patégeno.
Ademas de laintroducci6n de antagonistas, el
uso de antagonismo natural en un programa
de control integrado de enfermedades, es un
medio mas eficiente de combate (2, 3, 21).

Existen dos escuelas bésicas de pensa-
miento en la seleccion inicial de los agentes de
biocontrol: la primera afirma que los aisla-
mientos deben hacerse de sitios en los cuales
se conoce la presencia del patégeno, pero no
se expresa la enfermedad (suelos supresivos);
ode sitiosen los cuales se sabe que el patdgeno
ha causado enfermedad, pero no esté pre-
sente al momento del muestreo (de la rizosfera
paraun patégeno de raiz o la filésfera paraun
patogeno foliar) o de estructuras fingicas en
reposo (micelio o esclerocios). Cualquier
organismo aislado de estas situaciones puede

tener el potencial para controlar el patégeno
y habilidad para vivir y sobrevivir en el mismo
ambiente del patdgeno. La segunda escuela se
refiere a que los agentes de control biolégico
pueden encontrarse en cualquier lugar y por
tanto, un microorganismo de un ambiente
for4aneo debe ser tan 1til como un microor-
ganismo nativo (2, 21).

Las urediniosporas de Hemileia vastatrix
Berk. y Br., agente causante de la roya del
cafeto, son frecuentemente hiperparasitadas
por el hongo Verticillium lecanii (4, 5, 6,7, 8,
9,10,11, 13, 18, 19, 20). El tejido de 1a hoja de
café no es infectado por este hongo, pero las
hojas en las que se encuentra parasitando
pastulas de roya, muestran a menudo necrosis
y caen mds rapido que las no parasitadas. Esto
sugiere que algunos metabolitos son pro-
ducidos como resultado de la interaccién
H. vastatrix - V. lecanii, lo cual origina la
necrosis de la hoja. El hiperparasito V. lecanii
acttia mediante penetracién y muerte de ure-
diniosporas de roya en la pistula. De esta
manera, el hiperparasito reduce el grado de
infeccion en la hoja (11, 19, 20).

Eskes gt al. (5) registraron en aislamientos
de V. lecanii y V. leptobactrum, mejor ger-
minacién en presencia de urediniosporas de
H. vastatrix que en agua destilada. El hiper-
parasitismo de estas especies sobre el hongo
de la roya en condiciones de laboratorio, se
completd entre 5y 7 dias, con una humedad
relativa del 99%.

La produccién de sustancias toxicas por
patégenos vegetales es conocida desde hace
mucho tiempo. En los filtimos afios, quimicos
y patdlogos se han dedicado a estudiar los
mecanismos de accion de las toxinas y su
naturaleza quimica (2, 6).

El objetivo de este trabajo fue determinar
el efecto del extracto obtenido del hongo
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V. lecanii sobre la germinacion de uredi-
niosporas y sobre los periodos de incubacién,
latenciay el grado de infeccion de H. vastatrix.
De otra parte, evaluar la toxicidad de los
metabolitos presentes en los extractos de
V. lecanii mediante una prueba biolGgica en
plantas de café de la variedad Caturra con un
par de hojas cotiledonares.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del extracto filtrado de V. le-
canii. La cepa de V. lecanii (Cenicafé 004)
aislada de lesiones de roya del café, se cultivo
inicialmente en medio Papa-dextrosa-agar
(PDA) y posteriormente se hicieron transfe-
rencias a 100 ml de caldo con papa-dextrosa
(CPD) contenido en erlenmeyeres de 250 ml.
Alcabode 10 a 12 dias de cultivo con alternan-
ciade 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,
a 22°C, se obtuvo un micelio blanco algodo-
noso en toda la superficie del medio. En con-
diciones asépticas, se obtuvo el extracto metabd-
lico del hongo (parte acuosa) al descartar la
masa micelial. Posteriormente, se centrifugd
a3.400 r.p.m. durante 15 minutos y el “sobre-
nadante” obtenido se filtré a través de Mi-
llipore por una membrana con un tamafo de
poro de 0,45 um. Finalmente, se obtuvo el
extracto metabdlico de V. lecanii el cual se
utiliz6 para las diferentes pruebas con roya.

Efecto del extracto de V. lecanii sobre la
germinacién de urediniosporas de H. vasta-
trix. Con el objetivo de evaluar el efecto del
extracto filtrado sobre la germinacién de
urediniosporas de roya, se tomaron 100 ml de
agua destilada estéril y se agregaron uredi-
niosporas de roya hasta obtener una concen-
traci6nde 7,5 x 10° urediniosporas/ml. La via-
bilidad de las esporas fue del 70%, promedio
de 5 lecturas por alicuota de 5 microlitros
( ul). La preparacion del inéculo y el control

de la concentraci6n de urediniosporas se hizo
de acuerdo con la metodologia descrita por
Leguizamén (12). Luego se fueron adicionando
ala suspension de urediniosporas, cantidades
crecientes del extracto obtenido del hongo
V. lecanii. De esta forma, los tratamientos
fueron: (1-2-5-10-15 y 20 partes del extracto
en 1.000 partes de la suspension). Como tes-
tigo se usd la suspension de urediniosporas en
agua destilada estéril.

Cadaunodelos tratamientosy el testigo, se
sometieron a agitacién magnética continua
durante 1 a 2 minutos aproximadamente, en
recipientes en condiciones de oscuridad. De
cada uno de los tratamientos se montaron 2
placas con 2 alicuotas de 10 1 en cada una.
Se colocaron las placas en cajas de petri plsti-
cas, recubiertas con papel filtro, previamente
humedecidas. Se mantuvieron durante 12 horas
en un cuarto con humedad a saturacién yen
condiciones de oscuridad, a 23°C (12).
Posteriormente se hizo la lectura microscopica
(16x) de urediniosporas germinadas y no ger-
minadas. Se consider6 la urediniospora
germinada, cuando el tubo germinativo su-
perd su didmetro.

Efecto del extracto de V. lecanii sobre los
periodos de incubacion y de latencia de ure-
diniosporas de roya y el grado de infeccion
en plantulas de café en condiciones de inver-
nadero. En 10 plantulas de la variedad Ca-
turra, de 3 meses de edad, se seleccionaron
los 2 primeros pares de hojasy se asperj6
el extracto obtenido del hongo V. lecanii al
envés de cada una de las hojas seleccionadas.
Se dejo secar el extracto a temperatura am-
biente durante 15 horas, al cabo de las cuales
se inoculd a cada hoja (envés), 8 alicuotas de
5 wlde una suspension de urediniosporas de
roya con una concentraciéon de 16 x 10* por
mililitro. La viabilidad de las urediniosporas
fue mayor del 50%, promedio de 5 lecturas
por alicuota de 5 ul. Como testigo se dejaron
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10 plantulas, a las cuales se inocul6 roya en las
mismas condiciones del tratamiento sin pre-
via aspersion del extracto del hongo. Las
plantulas se llevaron, inmediatamente
después de la inoculacién, al cuarto himedo
y en condiciones de oscuridad, durante 12 ho-
ras. Luego se llevaron a condiciones de um-
bréculo, con seguimiento diario de tempera-
tura y humedad relativa durante el ensayo. Al
cabo de los 20 dias de inoculadas las plantulas
y cada 2 6 3 dias, se efectuaron las evalua-
ciones mediante la escala de Leguizamoén,
para inoculaciones por gota, citada por Al-
varez y Sierra (1), la cual describe el de-
sarrollo de la lesién individual a través del
tiempo.

Efecto del extracto obtenido del hongo
V. lecanii sobre plantulas en estado cotile-
donar, “chapolas”, de la variedad Caturra.
Para esta prueba se empled la metodologia
sugerida por Renaud (16), con algunas modi-
ficaciones. Se seleccionaron 44 “chapolas” de
germinadores que utilizaron como sustrato
arena lavada de rio. Posteriormente se lavd
cada una de ellas y se determind su peso
inicial. En estas condiciones se colocaron en
forma individual en el extracto filtrado del
hongo V. lecanii depositado en tubos de en-
sayo, con un volumen que permitiera el con-
tacto permanente del extracto con las raices
de la “chapola”. Como testigo, se tomaron 12
“chapolas” del total y se pusieron en contacto
con agua destilada estéril. Al momento de la
aparicion de sintomas de marchitamiento en
las hojas cotiledonares de las “chapolas” en
contacto permanente con el extracto del hiper-
parasito, se¢ tomd su peso, secando previa-
mente la raiz. Simultdneamente, se registrod
el peso de aquellas que permanecieron en
contacto con agua destilada estéril.

Analisis estadistico. Para evaluar el efecto
del extracto de V. lecanii sobre la germinacion
de las urediniosporas de H. vastatrix se efec-

tu6 un analisis de regresion, donde la variable
dependiente fue el porcentaje de germinacién
y la variable independiente las observacio-
nes en las diferentes concentraciones del ex-
tracto.

Para determinar el efecto del extracto
obtenido del hongo V. lecanii sobre los periodos
de incubacion y de latencia y el grado de
infeccién en plantulas, se evalué en cada
periodo de lectura, la frecuencia de infeccién
de las urediniosporas en cada alicuota y para
cada uno de los grados de la escala. En cada
periodo de lectura se aplico la estadistica
descriptiva (media, desviacion estandar, coe-
ficiente de variacion) del grado de infeccion
para cada uno de los tratamientos y se compa-
r6 la diferencia entre ellos mediante la prueba
“t”, seghn su varianza igunal 6 diferente.

Se consider6 el periodo de incubacion cuando
el 75% de sitios inoculados presentaron sinto-
mas de enfermedad con grados en la escala
mayores o iguales a 1 y el periodo de latencia,
cuando el 75% de sitios inoculados y con
sintomas de enfermedad esporularon con
grados en la escala mayores o iguales a 4.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del extracto obtenido del hongo
V. lecanii sobre la germinacion de uredi-
niosporas de H. vastatrix. En la Tabla 1 se
presenta el promedio de 4 lecturas de ger-
minacién de urediniosporas de roya en las
diferentes concentraciones del extracto de
V. lecanii filtrado. Se observd que a medida
que aumentaba la concentracion del extracto,
disminuia la tasa de germinacion, al comparar
con el testigo en agua destilada estéril.

La respuesta del porcentaje de germinacién
a los aumentos en la concentracién del ex-
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TABLA 1. Efecto de diferentes concentraciones del
extracto filtrado de Verticillium lecanii sobre el
porcentaje de germinacién de urediniosporas de roya

(Hemileia vastatrix). CENICAFE.
Concentracién Germinacién de
de V. lecanii H. vastatrix *
(%eo) (%)
0 Testigo 73,04
1 46,35
2 38,87
5 36,72
10 20,69
15 14,08
20 11,05

* Promedio de 4 repeticiones.

tracto (0 a 20%») mostr6 un comportamiento
cuadrético, con un ajuste del 77%, de tal
manera que, a mayor concentracién del
extracto menor porcentaje de germinacién

(Figura 1).

Leal et al. (11) registraron la produccién de
enzimas antifiingicas en cepas de Verticillium.
La mas activa de las cepas de Verticillium fue
aislada de pistulas de roya de café H. vasta-
trix. El agente litico detectado en los filtrados

Germinacidn de urediniosporas (%)

Yc= 58,68386 - 5,81813X + 0,173980X2

R2 = 0,768831

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentracion del extracto (0/00)
Figura 1. Germinacién de urediniosporas de roya bajo

diferentes concentraciones del extracto de Verticillium
lecanii (0 a 20%o). CENICAFE.

del cultivo del hongo Verticillium, era de natu-
raleza termolabil y fue activo in vitro en espo-
ras de Puccinia graminis y en hifas y uredi-
niosporas de H. vastatrix.

Este mismo efecto ha sido registrado con
suspensiones acuosas de esporas de
Helminthosporium carbonum, hongo no pa-
togénico a plantas de café, las cuales pro-
ducenmetabolitos que inhibenla germinacién
de urediniosporas de H. vastatrix. Esta ac-
tividad depende de la concentracion del fil-
trado del hongo, usada para las pruebas (15).

Silveira et al. (19), encontraron que filtra-
dos de V. hemileiae Bour., crecidos en el
medio Czapek suplementado con caseina o
caseina hidrolizada, inducian la desintegra-
cidén de urediniosporas de Puccinia hordei
Otth., Uromyces gabae (Pers.) de Bary y Uro-
myces trifolii (Hew. f) Lev., lo cual indica que
estos metabolitos actiian sobre varios géneros
del orden Uredinales.

Leal et al. (11) correlacionaron la ac-
tividad proteolitica y pectolitica de las espe-
cies de Verticillium con el efecto litico obser-
vado en la roya. Concluyeron en sus experi-
mentos que todas las especies patogénicas de
Verticillium estudiadas, son pectoliticas y no
proteoliticas y las especies no patogénicas
como V. hemileiae (V. lecanii en la clasifica-
cién taxonémica actual) tienen actividad pro-
teolitica y no pectolitica (9, 10).

Efecto del extracto de V. lecanii sobre los
periodos de incubacion y latencia de H. vasta-
trix en plantulas de café. Los resultados (Fi-
gura 2, Tabla 2) indican que el filtrado de V.
lecanii prolonga los periodos de incubacién
y de latencia de H. vastatrix. En las plantas as-
perjadas previamente con el extracto de V.
lecanii el periodo de incubacién se prolongd
en promedio 5 dias, y el de latencia 7 dias, en
relacién con el testigo.
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TABLA 2. Efecto de extractos de Verticillium lecanii
sobre la duracién de los periodos de incubacién y
latencia de Hemileia vastatrix. CENICAFE.

PI* PL*

(dias) (dias)
Roya 20 32
Verticillium 25 39

*PI : Cuando en el 75% de sitios inoculados se
observan sintomas de enfermedad. Grados en
la escala de Leguizamén mayores 6 iguales a 1.
**PL : Cuando el 75% de sitios inoculados y con

sintomas de enfermedad esporulan. Grados en
la escala de Leguizamdn mayores 6 iguales a 4.

Dias

Periodos

N Roya Verticillium

Figura 2. Efecto de los extractos de Verticillium lecanii
sobre los periodos de incubacién y de latencia de
urediniosporas de Hemileia vastarrix. CENICAFE.

Efecto del extracto de V. lecanii sobre el
grado de infeccién de H. vastatrix en plintu-
las. El filtrado de V. lecanii afect6 a través del
tiempo el desarrollo de H. vastatrix (Figura 3).
La diferencia entre los tratamientos fue
altamente significativa y persistente a través
deltiempo, lo que se demuestra por la prueba
de “t” en cada lectura (Tabla 3).

Lareduccién del grado de infeccion de H.
vastatrix por efecto de los extractos metaboli-

Grado medio de infeccidn

Lecturas (dias)
Hl Roya 27 Verticillium

Figura 3. Comportamiento del grado medio de
infeccion de Hemileia vastatrix (Escala de Leguizamén)
a través del tiempo. CENICAFE.

cos de V. lecanii, ha sido registrada previa-
mente por algunos autores, con otros géneros
de hongos hiperparisitos de H. vastatrix (6).
Un gran niimero de hongos y bacterias puede
desarrollarse sobre las pastulas de roya. Por
ejemplo, Cladosporiurm hemileiae, Fusarium
sp y Paranectria hemileiae, parasitan las ure-
diniosporasy reducen la infeccion ocasionada
por éstas (15).

Martins et al. (14, 15) sugieren que estos
metabolitos fiingicos actiian como elicitores e
inducen la formaciéon de otros compuestos
como mecanismo de defensa de las plantas a
la infeccién.

Diferentes aislamientos bacterianos han
sido asociados con la resistencia inducida en
plantas contra hongos patégenos (17). Dehne
et al., citados por Roveratti (17), observaron
que el tratamiento de plantas de trigo con
Bacillus subtilis o sus productos metabdlicos
inducian un alto nivel de resistencia contra
Erysiphe graminis f.s. tritici. El desarrollo del
patdgeno fue inhibido considerablemente y
hubo una reduccion significativa en la intensi-
dad de la esporulacién y en la formacién de
cleistotecios.

El tratamiento de hojas de café con
productos comerciales a base de Bacillus
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TABLA 3.  Anilisis estadistico del grado medio de infeccién de la Roya del cafeto por lectura y comparacién de
los tratamientos estudiados mediante la prueba de “t”. CENICAFE.

Tratamientos
Lecturas Roya V. lecanii
(dias después de i -
la inoculacién) N X CvV N X Ccv

20 153 1,54 58,82 141 1,06 88,17
t= 448 p>t 0,0001

22 145 222 36,95 146 1,06 79,94
t= 11,84 p>t: 0,0001

25 145 2,64 24,99 146 143 86,79
t= 12,26 p>t 0,0001

26 145 2,95 23,73 146 1,73 63,71
t= 11,15 p>t: 0,0001

28 145 3,55 22,18 146 2,20 55,32
t= 11,23 p>t 0,0001

30 145 3,76 20,04 146 233 55,15
t= 11,56 p>t 0,0001

32 145 432 20,56 147 3,05 4449
= 9,46 p>t: 0,0001

34 145 4,80 20,26 146 3,58 40,30
t= 843 p>t 0,0001

36 145 497 22,28 146 3,63 41,09

]

t= 8,62 p>t 0,0001

39 145 6,14 14,85 147 4,62 28,20
t= 11,54 p>t 0,0001
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thuringiensis o con una suspensién pura de la
bacteria, indujo proteccién local contra una
inoculacidn posterior conuna raza patogénica
de H. vastatrix (17).

Los resultados obtenidos en este trabajo
indican que los metabolitos de V. lecanii in-
ducen proteccion en el drea de la hoja asper-
jada, tal como se ha demostrado en otras
relaciones entre no-patégenos y café y otros
complejos patogéno-hospedantes (13).

Estos hiperparasitos no existen en niimero
suficiente como para asegurar un control natu-
ral de la roya. Es necesario un mejor cono-
cimiento de la biologia de estos hongos, asi
como de las condiciones ecoldgicas y de la di-
seminacién artificial en el campo de estos
antagonistas de H. vastatrix.

Efecto del extracto de V. lecanii sobre
“chapolas” delavariedad Caturra. Alsumer-
girse las raices de plantulas de la variedad
Caturra en estado cotiledonar, en el extracto
filtrado del hiperparasito, se produjo en corto
tiempo (entre 24 a 48 horas) marchitamiento
y reduccién del 41% de su peso con respecto
al peso inicial, mientras que en las plantulas
testigo sumergidas en agua destilada estéril la
reduccion fue del 7% (Tabla 4). Estos resulta-

TABLA 4. Variacién en el peso de plantulas de café
var. Caturra, en estado cotiledonar, 24 - 48 horas
después de sumergidas en el extracto filirado de
Verticillium lecanii. CENICAFE.

Peso(g)
Pérdida
Inicial Final Diferencia (%)
Extracto 0,6147 0,3662* 0,2485 40,77
CV. (%) 1891 31,15 44,79
Agua 0,60508 056233 0,04275 7,05
C.V. (%) 1884 20,77 68,8

* Presenta diferencia significativa. Prueba de t al 5%.
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dos coinciden con los registrados por Renaud
en 1985 (16) con el hongo Eutypa armeniacae,
agente etiolégico de la Gomosis de la vid,
mediante el empleo de una prueba de to-
xicidad o “test bioldgico” en plantas de
tomate. La evaluacion del efecto del extracto
obtenido del hongo V. lecanii sobre “chapo-
las” de la variedad Caturra se hizo mediante
una modificacién a esta técnica. Lo anterior,
evidencia la presencia de metabolitos toxicos
en el extracto, posiblemente asociados con el
efecto sobre urediniosporas de roya.
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