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RESUMEN

VELEZ A., P.E. Estudio macro y microseépico del efecto de Verticillium lecanii sobre el desarrollo
de lesiones de la roya del cafeto. Cenicafé (Colombia). 42(1):13-20. 1991.

En el Centro Nacional de Investigaciones de Café, CENICAFE, se encontré que el cultivo licuado
(micelio y conidias) y el extracto metabélico de V. lecanii cultivado en caldo papa dextrosa (CPD)
afect6 la evolucién de la lesién y la germinacién de urediniosporas de Hemileia vastatrix. Al asperjar
cultivo licuado de V. lecanii sobre lesiones establecidas de H. vastatrix, se observé cubrimiento e
invasién de la lesién por el micelio blanco del hongo con pérdida completa de ésta. El extracto
metabdlico de V. lecanii asperjado a lesiones establecidas de H. vastatrix, originé una depresion central
en la lesiones que se acentud a través del tiempo. Microscépicamente el efecto se manifesté con
inhibicién total de la germinacién y algunos cambios morfolGgicos en las urediniosporas. Histol6gi-
camente las hojas asperjadas con el cultivo de V. lecanii mostraron al micelio del hongo formando redes
alrededor de las urediniosporas de roya, en el sitio de penetracién al estoma. El cultivo y extracto
metab6lice de V. lecanii asperjado en hojas sanas, no provoc6 ningtin cambio visible en la hoja. El
seguimiento efectuado, evidencia el efecto erradicativo de V. lecanii y su inocuidad en plantas sanas;
factores fundamentales en un microorganismo usado en control biolégico.

Palabras claves:  Roya del cafeto, control bioldgico, hiperparasitismo, Verticillium lecani.

ABSTRACT

In the National Coffee Research Centre, CENICAFE, it was found that liquid culture (mycelium
and conidia) and metabolic extracts of V. lecanit grown on potatae dextrose medium (PDM) affected
the evolution of the lesion and the germination of the urediniospores of Hemileia vastatriv. After
spraying liquid culture of V. lecanii on established lesions of H. vastarrix , it was observed that the white
mycelium of the fungus covered and invaded the lesion with complete loss of the lesion. The metabolic
extract of V. lecanii sprayed onto established lesions of H. vastatrix formed a central depression in the
lesion which became more accentuated with time. Microscopically the effect was manifested by total
inhibition of spore germination and morphological changes in the urediniospores. Histologically, the
leaves sprayed with a culture of V. lecanii showed the mycelium of the fungus formed nets around the
urediniospores of the rust, in the site of penetration at the stoma. The cultive and metabolic extract of
V. lecanii sprayed onto healthy leaves did not cause any visible change in the leaf. The following work
presents evidence of the erradicative action of V. lecanii and its lack of effect on healthy leaves;
fundamental factors required for a microorganism used in biological control.

Keywords: Coffee leaf rust, biological control, hyperparasitism, Verticillium lecanii.
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El hongo Verticillium lecanii se ha encon-
trado naturalmente en hojas de café, creciendo
sobre lesiones esporuladas de roya en condi-
ciones de alta humedad (8).

Spencer y Atkey (11), en experimentos
realizados en invernadero, registraron reduc-
cién en el grado de infeccion de Uromyces
dianthi, roya del clavel, en presencia de V.
lecanii. Cuando V. lecanii y Puccinia recondita
se aplicaron simultineamente a secciones
de hojas de trigo, el grado de infeccién por
roya marr6n fue menor, con respecto a testi-
gos en los que se aplicd P. recondita sola-
mente.

Grabski y Mendgen (5), en estudios del
parasitismo de la roya del frijol Uromyces
appendiculatus var. appendiculatus por el
hiperparésito V. lecanii, encontraron numero-
sas enzimas liticas en los filtrados de cultivo o
extracto metabélico de V. lecanii. Cuando
adicionaron sustratos especificos a dichos fil-
trados se encontrd una degradacion alta de
quitina y almidén.

Hanssler _et _al. (7), investigando al mi-
croscopio de luz la interaccién entre Puccinia
graminis var. tritici y V. lecanii, encontraron el
hiperparasito entre las urediniosporas de la
roya, después de 24 horas de inoculacion.
Observaciones al microscopio electrénico de
esta interaccidon confirmaron que la penetra-
cién directa depende fundamentalmente de la
capacidad enzimatica de V. lecanii (6).

Mendgen (9), no registré ataque de tubos
germinativos de V. lecanii a Puccinia stritformis,
in vitro pero,en hojas de trigo las hifas del
hiperpardsito crecieron internamente y alre-
dedor de las urediniosporas.

Garcia et al. (4), probaron en 40 especies

de Verticillium la habilidad para causar lisis de
los tubos germinativos de urediniosporas de 11
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especies de roya. Solo las cepas saprofiticas de
V hemileiae (V. lecanii (Zimm.) Viegas) (2)
mostraron actividad litica sobre los compo-
nentes de las urediniosporas. Asi mismo, se
observd que tanto cultivos en crecimiento
como filtrados de cultivo de V. hemileiae in-
corporados en agua causaron lisis de tubos
germinativos de especies de Puccinia y otras
royas (4).

Con criterios y metodologias sugeridas por
los pioneros en el campo del control biolégico
de patégenos (1, 12), se han conducido experi-
mentos en el Centro Nacional de Investiga-
ciones de Café, en laboratorio e invernadero,
los cuales demostraron la presencia de
metabolitos en el extracto de V. lecanii. El
extracto metabolico aplicado a plantas en in-
vernadero con posterior infeccién por roya
prolongé los periodos de incubacién y latencia
de H. vastatrix Berk. y Br., y disminuy6 los
indices de infeccién por roya (8).

Asi mismo, ensayos de laboratorio confir-
maron que el extracto metabélico de V. lecanii
afectd drésticamente el proceso de germinacion
de las urediniosporas de roya. Estos ensayos
en invernadero y laboratorio evidenciaron el
efecto protector de dicho extracto contra la
infeccién por roya (8).

Silveira y Rodriguez (10), encontraron que
filtrados obtenidos de V. hemileiae Bour. inyec-
tados en hojas de café con y sin roya, causaban
desecaciéon de lostejidos y aceleraban su caida.

Debido a que un agente de control
bioldgico no debe causar toxicidad en los tejidos
sanos de la planta sobre la cual se dirige el
control, una etapa crucial la constituye el cono-
cimiento del proceso mediante el cual se lleva
a cabo este fenémeno bioldgico. Siel agente de
control origina alguna alteracién en la planta,
debe eliminarse para uso en programas de
manejo de patdgenos (12). ’




Esta investigacién tuvo como objeto eva-
luar especificamente el efecto del hongo V.
lecanii sobre hojas de café sanas y afectadas
por roya, mediante observaciones secuencia-
les en laboratorio e invernadero.

MATERIALES Y METODOS

El hongo V. lecanii aislado de lesiones de
roya, se cultivé en Caldo Papa Dextrosa (CPD)
a una temperatura promedio de 24 grados
centigrados por un periodo de 10 a 12 dias.
Luego se tomé el extracto liquido, se centri-
fugd a 3.400 r.p.m. durante 15 minutos y se
filtr6 a través de filtro Millipore por una
membrana con tamano de poro de 0,20
micras. Con la masa micelial se obtuvo
asépticamente el cultivo licuado (micelio y
conidias) del hongo.

Para los ensayos de invernadero se usaron
30 plantas de la variedad Caturra de 8 meses
de edad, 15 con roya, inoculadas previamente
en laboratorio y 15 sin roya. Se seleccionaron
2 hojas por planta y 5 plantas por tratamiento.
Los tratamientos fueron:

1: 5plantassanasyS5 conroya, inoculadas con
extracto metabdlico de V. lecanii.

2: 5plantassanasy 5 conroya, inoculadas con
cultivo licuado de V. lecanii.

3: 5plantassanasy 5 conroya, inoculadas con
agua destilada estéril (testigos).

Las hojas con roya seleccionadas fueron
evaluadas previamente para conocer el estado
de infeccién, mediante la escala de Eskes (3)
que correlaciona el niimero de lesiones con el
porcentaje de drea enferma; y se realizaron
pruebas de germinacion de las urediniosporas

presentes para determinar la efectividad del
in6culo.

Las plantas asperjadas con extracto
metabélico del hongo y con agua destilada
estéril fueron dejadas 15 horas a la tempera-
tura del laboratorio (24°C); y las asperjadas
con cultivo licuado del hongo fueron llevadas
inicialmente 15 horas a cdmara hiimeda, en
oscuridad y humedad a saturacién y poste-
riormente a invernadero con condiciones de
temperatura y humedad relativa dptimas para
el desarrollo de la enfermedad.

Para determinar macroscpicamente el
efecto del extracto y el cultivo de V. lecanii en
hojas sanas y afectadas por roya, se realiz6 un
seguimiento alos 9, 14y 17 dias en condiciones
de invernadero y 3, 5, 7 y 11 dias en condi-
ciones de laboratorio; se hicieron pruebas his-
toldgicas para observar el proceso de penetra-
cién e infeccién por roya usando para los
cortes una base de gelatina al 20% y un cribtomo.
Se hicieron cortes de 10 micras. Ademads, se
efectuaron observaciones al estereoscopio para
todos los tratamientos y pruebas de germinacién
periddicas en los tratamientos 1, 2 y 3, para
hojas con roya.

Con las mismas condiciones probadas para
el experimento en invernadero se trabajé en el
laboratorio con hojas individuales sanasy afec-
tadas por roya, colocadas en cimara hiimeda y
sometidas a los mismos tratamientos ante-
riormente citados. Se realizaron pruebas de
germinacién de las urediniosporas y se consi-
derd como buena, la germinacién superior al
50%

RESULTADOS Y DISCUSION

El hongo Verticillium lecanii aislado de
lesiones de roya y cultivado en caldo papa
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dextrosa (CPD) desarrollé un micelio blanco
algodonoso en 7 a 10 dias. Al micros-
copio present6 conidias pequenias hialinas que
se agrupan sobre ramas verticiladas o coni-
dioforos.

El seguimiento macroscopico en condiciones
de invernadero y de laboratorio evidenci6 el
siguiente comportamiento: El extracto
metabélico de V. lecanii aplicado a hojas con
un porcentaje de infeccién por roya mayor del
50% del 4rea foliar, segiin la escala de Eskesy
90% de germinacién de las urediniosporas,
originé una depresion central de la lesién que
se acentud a través del tiempo. Las hojas sanas
tratadas con el extracto metabélico de V. le-
canii no presentaron ninglin cambio en su
morfologia.

El cultivo licuado de V. lecanii asperjado a
hojas con roya di6 lugar a una invasién com-
pleta de la lesién por un micelio blanco al-
godonoso (Figura 1). Este cubrimiento fue
mayor en buenas condiciones de humedad
(prueba de laboratorio). El hongo tiene la
capacidad de proliferar s6lo en las 4reas de la
hoja que albergan lesiones de roya. Este com-
portamiento sugiere que V. lecanii utilizd como
sustrato las urediniosporas de roya.

El cultivo de V. lecanii en un medio con ure-
diniosporas de roya, mostré una clara evi-
dencia de la capacidad que tiene el hongo de
desarrollarse a expensas de las urediniospo-
ras, utilizadas como Gnico sustrato (Figura 2).

Las hojas sanas asperjadas con el cultivo
licuado de V. lecanii, no mostraron ningiin
cambio aparente en su morfologia con rela-
cion al testigo. Macroscépicamente se aprecid
en las hojas vestigios del cultivo licuado del
hongo, que no proliferaron ni afectaron las
caracteristicas normales de la hoja atn en
excelentes condiciones de humedad (prueba
de laboratorio).
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FIGURA 1. Aspecto macroscépico de hojas de café con
roya, previa aplicacion del cultivo de V. lecanii, a) en con-
diciones de invernadero 17 dias después, y b) de labora-
torio 3 dias después de la aplicacién del cultivo. Se
~observa cubrimiento progresivo de V. lecanii sobre las

areas esporuladas de la hoja.

. FIGURA 2. Aspecto microscGpico de V. lecanii creciendo
en medio de urediniosporas de roya como unico sustrato.




Alestereoscopio se observd en las hojas con
roya una depresion central en las lesiones
asperjadas con el extracto metabdlico; cubri-
miento total de las urediniosporas de roya por
el micelio blanco algodonoso en las lesiones
asperjadas con el cultivo licuado; lesiones in-
tactas o con sintomas de necrosis y esporas
blanquecinas en el centro de la lesién como
consecuencia del envejecimiento de las ure-
diniosporasen laslesiones asperjadas con agua
destilada estéril.

Histologicamente se presentaron algunos
cambios morfolégicos evidentes en las ure-
diniosporas de H. vastratrix asperjadas con el
extracto metabdlico tales como: desintegra-
cién con pérdida del contenido, anomalias en
las paredes con pérdida de espinas, pérdida de
la turgencia y cambios relacionados con tin-
ci6n (figura 3), al ser coloreadas con azul de
lactofenol. Asimismo, se aprecié el micelio del
hongo formando redes alrededor de las ure-
diniosporas en el punto de entrada al estoma,
en las hojas asperjadas con cultivo licuado. En
cuanto al desarrollo de micelio de H. vastatrix
enel interior de la hoja se observaron cambios
en las hifas, tales como engrosamiento e
hinchaz6én anormal (Figura 4). Dichos cam-
bios no se apreciaron en las plantas testigo.

En hojas de café sanas con previa

aplicacion de extracto y cultivo del hongo nopse=

presentaron cambios anatémicos y los tejidos
permanecieron intactos, con respecto al tes-
tigo.

La germinacién de las urediniosporas de
roya se afect6 dréasticamente al ser expuestas
al extracto metabdlico y cultivo de V. lecanii,
reduciéndose en un 100% (Tabla1) con
respecto al testigo (Figura S5). Hubo evidencia
de desarrollo de tubos germinativos engrosa-
dos, anormales, en los tratamientos asper-
jados con extracto metabdlico y cultivo de
V. lecanii en invernadero y laboratorio.

FIGURA 3. Aspecto histolégico de las hojas de café con
roya. a) Testigo y b) con previa aplicacién del extracto en
condiciones de laboratorio e invernadero: se observa
pérdida de espinas que recubren la totalidad de la ure-
diniospora; desintegracién de las paredes de las uredi-
niosporas con pérdida del contenido citoplasmatico,
cambios en tincion de las urediniosporas y pérdida de la

turgencia de las urediniosporas.
1

FIGURA 4. Micelio de V. lecanii formando redes en el
puntode entrada de la urediniospora de roya al estoma de
la hoja y engrosamiento de las hifas de H. vastatrix en el
tejido interno de la hoja.
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TABLA 1. Lecturas obtenidas en las pruebas de ger-
minacién de urediniosporas de roya a través del tiempo,
en invernadero y en el laboratorio.

(;emi;laciﬁn en Germinacién en
invernadero Laboratorio

Inicial 90% Inicial 50%

9 dias después 50% (t.) 6 dias después 30% (t.)
0 (e) 0 (e)
0 —e) 0 (c)

28 dias después 14% (t.) 13 dias después 10% (t.)
ac fe) 0 (e)
6 & 0 (e)

t: testigo

e: extracto

¢ cultivo

FIGURA 5.

Aspecto microscopico de las pruebas de
germinacion de urediniosporas de roya a) en agua desti-
lada estéril en condiciones de laboratorio e invernadero.
b) Expuestas al extracto metabdlico de V. lecanii.
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Estudios citoldgicos de la degradacién de V.
lecanii a urediniosporas y teliosporas de Uro-
myces appendiculatus, evidenciaron estructu-
ras semejantes a apresorios que iniciaban la
penetracion directa de las paredes de la ure-
diniospora. Ademds, se observaron otras
rutas adicionales de penetracién: a través
de los poros germinales de ambos tipos
de esporas y a través de los pedicelos de
las teliosporas; también se describi6 la de-
gradacién del citoplasma de las urediniospo-

ras (5).

El seguimiento microscopico de la interac-
cibn Puccinia graminis var. tritici y V. lecanii
mostro la penetracion de las hifas del hiper-
parasito a través de los poros germinales y la
pared de la urediniospora. Las paredes de las
urediniosporas adyacentes a las hifas fueron
destruidas y se encontr6é que la regién mas
sensible de estas urediniosporas fue el plano
ecuatorial. Las espinasy la pelicula que cubren
totalmente la urediniospora fueron mas resis-
tentes al ataque del hongo que la pared de la
urediniospora. Los tubos germinativos de P.
graminis fueron parasitados s6lo en forma
ocasional, pero hubo marcado efecto en su
patrén de crecimiento (7).

Interacciones entre urediniosporas de P.
graminis var. tritici y V. lecanii al microscopio
electronico, después de 72 horas, registraron
disolucién casi completa del contenido de la
espora por efecto del hiperparasito. Las espi-
nas y la pelicula de las urediniosporas fueron
mds resistentes a la digestion enzimética de V.
lecanii (6).

Las hifas del hiperparasito V. lecanii no
penetraron el tejido esporgeno de la roya,
Puccinia striiformis o el tejido de la hoja, pero
presentaron ataque marcado a las paredes de
la urediniospora y al contenido de la espora,
dejando intactas la pelicula y las espinas de las _
urediniosporas (9).




Los resultados obtenidos en el seguimiento
realizado coincidieron con las observaciones
de la interaccion V. lecanii-U. appendiculatus,
V. lecanii-P. graminis var. tritici y V. lecanii-P.
striiformis, en lo referente al ataque de las
paredes de la urediniospora de roya con de-
gradacién de su citoplasma. Esta desintegra-
cion de las paredes de las urediniosporas de H.
vastatrix con pérdida del contenido cito-
plasmético se atribuye a la presencia de en-
zimas liticas en los extractos metabdlicos de V.
lecanii, al igual que los cambios de tincién y la
pérdida de la turgencia de las urediniosporas
de roya.

Las interacciones V. lecanii - P. striiformis,
V. lecanii-H. vastatrix no penetraron el
tejido espordgeno o el tejido del hospe-
dante.

A diferencia de la interaccién V. lecanii-P.
graminis var. tritici (7), en la cual s6lo fueron
parasitados los tubos germinativos de P. gra-
minis en forma ocasional con marcado efecto
en su patrén de crecimiento, la interaccion V.
lecanii-H. vastatrix contempl6 alteraciones en
la germinacién caracterizadas por anormali-
dades en los tubos germinativosy pérdida de la
germinaci6n y ausencia de espinas en las ure-
diniosporas. En las otras interacciones hiper-
parisito-roya, no se presentaron alteraciones
en las espinas y la pelicula que cubren to-
talmente la urediniospora (6, 9).

Lo anteriormente planteado, demostré el
efecto erradicativo de V. lecanii asperjado
a las hojas como extracto metabélico y
como cultivo licuado, una vez ha tomado
lugar la infeccién por roya. Por otra parte,
el comportamiento de las hojas sanas asper-
jadas con extracto y cultivo de V. lecanii
reflejé la inocuidad del hongo y su potencial
para el uso en el control biolégico de la roya
del cafeto.
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