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RESUMEN

CRISTANCHO A., M.A. Efecto protector de la bacteria Bacillus thuringiensis en plantas de café
contra el desarrollo de /emileia vastatrix Berk. y Br. Cenicafé (Colombia) 46(3): 140-151. 1995.

Los aislamientos y productos comerciales de Bacillus thuringiensis (Bt) en las concentraciones evaluadas
sobre discos de hojas y plantulas de Coffea arabica var. Caturra presentaron efecto protector contra la roya
del cafeto, medido por la reduccién en el grado de infeccion de Hemileia vastatrix Berk. y Br. En pléntulas
de var. Caturra el efecto inductor fue al menos de 16 dias y tuvo un maximo de accion a los 8 dias después
de la aplicacion de la suspension bacteriana. [.a mayor reduccion en el desarrollo de la infeccion por roya
fue obtenida en plantulas en condiciones de umbréaculo asperjadas con la formulacion comercial de la
bacteria DIPEL a una concentracion de 10g/l. Con la aspersion simultanea de Bt y el hiperparasito
Verticillium lecanii no fue observado un mayor efecto protector que con los dos microorganismos
inoculados individualmente. Todos los aislamientos de la bactena afectaron la tasa de germinacion
de H. vastatrix. Estudios histologicos mostraron en los tejidos de hojas de café var. Caturra, tratados con
la bacteria, compuestos autoflorecentes del tipo fendlico. La tincién de lesiones con dietanol mostré
urediniosporas en todos los casos incompletos, producidos en las hojas tratadas y en muchos casos, el
proceso fue inhibido totalmente, afectando la produccion de urediniosporas. También fue posible observar
la disminucion de células madres de haustorios en hojas tratadas con la bactena.

Palabras claves: Hemileia vastatrix, Bacillus thuringiensis, café, hongos, control bioldgico,
enfermedades, bactenas.

ABSTRACTS

Vanious isolates and commercial Bacillis thuringiensis (Bt) products were evaluated on leaf discs and
plantules of Coffea arabica var. Caturra which produced a protective effect against coffee leaf rust
Hemileia vastatrix Berk. y Br., as measured by a reduction in the level of infestation of the rust. With
plantules of var Caturra the inductor effect was at a minimum at 16 days and had a maximum effect 8 days
after application of the bacterial suspension. The greatest reduction in development of rust infection was
obtained on plantules in greenhouse conditions sprayed with a commercial formulation of the bacteria
(DIPEL) at an concentration of 10g/l. A simultaneous application of Bt and the fungal hyperparasite
Verticilliuum lecanii showed no greater protective effect than when the two microorganisms were applied
separately. All isolates of the bactena affected the rate of germination of H. vastarrix. Histological studies
of var. Caturra leaf tissue treated with the bacteria displayed fluorescent phenalic-type compounds.
Lesions stained with diethanol showed that the urediniospores produced in the treated tissues were in all
cases incomplete and in many cases there was total inhibition with no production of urediniopores. It was
also possible 1o observe the reduction of haustorium mother cells in leaves treated with the bactena.

Keywords: Hemileia vasiatrix, Bacillus thuringiensis. coffee. fungus, biological control. diseases,
bactena.
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El mecanismo de inmunizacién inducida en
plantas ha sido estudiado desde comienzos del
siglo pero solorecientemente fue vislumbrado su
potencial parael control de lasenfermedades (26).

Hojas de café previamente tratadas con una
suspension de urediniosporas de H. vastatrix
muertas al calor, filtrados de las urediniosporas,
suspensiones de diferentes especies bacterianas,
omuchosotros hongos y bacterias nopatogénicas
han resultado protegidas del pat6geno. La pro-
teccion fue local o sistémica y fue evidente por
el decrecimiento en el nimero de lesiones por
hoja. Estareduccion en la severidad de la infec-
cién no siempre se debid a la proteccién induci-
da, sino que en algunos casos fue o el resultado
del efecto local del inductor sobre la germina-
cién de las urediniosporas del patégeno, o debi-
do abaja adhesién de las urediniosporas sobre la
superficie del hospedante (25).

Se encontrd proteccién en plantas de café
C. arabica variedad Mundo Novo tratadas con
una suspension de B. thuringiensis o con tres de
los productos comerciales preparados con base
en diferentes cepas de la bacteria (Thuricide,
Bactimos y Bactospeine), contra una inocula-
cién tardia de urediniosporas de roya del cafeto.
Thuricide proporciond un efecto sistémico en
concentraciones de 5 a 20 mg/ml; la proteccién
lleg6al 90% y se mantuvo durante un minimo de
5 semanas. Se determind la resistencia inducida,
por la reduccién en el nimero promedio de
lesiones en hojas tratadas, cuando se hizo com-
paracién con hojas no tratadas. Una reduccién
en el tamafio de la lesion, asi como en el tiempo
de esporulacién también fue observada en los
tratamientos (25).

Experimentos de campo llevados a cabo en
el Brasil durante tres afos consecutivos con la
aplicacion de Thuricide. B. subtilis o Saccha-
romyces cerevisiae sobre plantas de café mayo-
res de 2 anos. han mostrado la posibilidad de
usar estos métodos alternos contra el pat6geno
en el futuro (22).

Extractos del hiperparésito V. lecanii dismi-
nuyen la tasa de germinacion de urediniosporas
de roya del café, prolongan la aparicién de los
periodos de incubaci6n y de latencia del hongo,
reducen el grado de infecci6n y la tasa de pro-
duccién de urediniosporas de roya. El efecto
persistio a través del tiempo (18).

Durante el proceso de inducci6n de resisten-
cia contra enfermedades, las plantas sintetizan
compuestos de distintas caracteristicas como la
calosa, la celulosa, las proteinas, la suberina,
gomas, silicona, fenoles y quitinasas (2, 5, 6,23,
30). Numerosos estudios han mostrado que se
presenta un incremento en la produccién de
compuestos fen6licos, muchos de los cuales
pueden estar envueltos en la acumulacién de
fitoalexinas y/o compuestos similares a
ligninas, los cuales integran las papilas y pare-
des celulares. Este incremento en la acumula-
ci6n de compuestos fendlicos contribuye a las
caracteristicas fluorescentes frecuentemente aso-
ciadas con las interacciones resistentes (2, 12,
20).

La inhibicién de la penetracién de muchas
royas ha sido asociada directamente con la
lignificacién de la pared celular directamente
bajo el apresorio (11). Otro tipo de respuesta
observado en las plantas como reaccién a la
presencia de un microorganismo es la hipersen-
sibilidad. La formaci6n de manchas necréticas
estd acompafiada por un incremento en com-
puestos fendélicos y flavonoides (13).

Dentro de las sustancias depositadas por
células de laplantaen respuesta alainfeccion en
plantas de C. arabica var. Colombia se encuen-
tran compuestos similares a las ligninas'. Com-
puestos del tipo fitoalexinas también han sido
encontrados en interacciones incompatibles
roya-café (24) asi como polimeros del tipo calosa
(3).

! GAITAN, A. Comunicacién personal. 1990

Cenicafé, 46(3):140-151. 1995 141




Enel presente trabajo fue estudiado el efecto
protector de B. thuringiensis contra la roya del
cafeto H. vastatrix, utilizando aislamientos pu-
ros o formulaciones comerciales de la bacteria
enhojas de C. arabica var. Caturra, el control de
la enfermedad efectuado al aplicar simultanea-
mente una suspension de B, thuringiensisy V.
lecanii y el posible papel que juega en la resis-
tencia la sintesis de compuestos autofluo-
rescentes por parte de c€lulas del mesofilo de la
hoja de café.

MATERIALES Y METODOS

Plantas y microorganismos inductores. Las
urediniosporas de roya del café utilizadas en
este experimento fueron recolectadas a partir de
lesiones de plantas de la variedad Caturra ino-
culadas en invernadero con la raza XVII de H.
vastatrix (v,v,v.). utilizando para las
inoculaciones una concentracién de 7,5 x 10°
urediniosporas/ml.

Para el experimento en invernadero fueron
utilizadas plantas de C. arabica var. Caturra de
seis meses de edad. sembradas en bolsas plasti-
cas con capacidad de 2 Kg de una mezcla de
suelo y pulpa en proporcion 3:1.

Las cepas de B. thuringiensis utilizadas fue-
ron CEN-104, CEN-105, CEN-106, CEN-107,
CEN-108 y CEN-109 aisladas a partir de mues-
tras de suelo y de desechos animales de la zona
cafetera colombiana. el producto comercial M-
ONE B. thuringiensis San Diego (Mycogen
Co.. San Diego, California). el producto comer-
cial DIPEL B. 1. kurstaki (Sandoz. Basilea, Sui-
za). un aislamiento de B. r. kurstaki (Bik) del
CIBC de Inglaterra y una cepa liofilizada de la
bacteria obtenida del CIMIC-Uniandes (Bogo-
ta. Colombia).

Las cepas inductoras fueron sembradas en
Agar Nutritivo ¢ incubadas a 30°C durante 96h.
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Después de este tiempo fueron realizados lava-
dos de la bacteria y la suspension final fue
llevada a unaconcentracién de 3 x 10° ufc/ml. en
agua destilada estéril, excepto para los trata-
mientos en los cuales fue sefialada una concen-
tracion diferente.

Lacepade V. lecanii CEN 104 fue aislada a
partir de lesiones de roya parasitadas por el
hongo y cultivada en PDA (18). Fue incubada
durante 15 dias a una temperatura promedio de
25°C y la suspension final fue llevada a una
concentracién de 1.5 x 10° conidias/ml en agua
destilada estéril.

Efecto de B. thuringiensis sobre la germina-
cion de las urediniosporas de roya. Para este
ensayo fue utilizada la metodologia desarrolla-
da por Da Silva y Martins (27) para determinar
la capacidad germinativa de urediniosporas de
roya del café en medio Agar Agua. Fueron
inoculados en cajas de petri con medio Agar-
Aguaal 1,5%, cada uno de los diferentes aisla-
mientos de B. thuringiensis con una concentra-
cién de 3 x 10° ufc/ml., por el método de siembra
masiva. Una hora después de la siembra de la
bacteria fueron depositadas S alicuotas de 10l
de una suspension de urediniosporas de roya de
una concentracién de 5 x 10* urediniosporas/ml.

Las cajas petri fueron colocadas en oscuri-
dad a una temperatura de 25°C y fueron realiza-
das lecturas de germinacion de las urediniosporas
6 horas después. tomando como urediniospora
germinada aquella que presentaba un tubo
germinativo mayor que dos veces el didmetro de
lamisma. Fueron contados 5 campos al micros-
copio de cada una de las § alicuotas de roya
depositadas.

Efecto deB. thuringiensis sobre el desarrollo
de lesiones de roya en discos de hojas. Para
este experimento fue utilizada la metodologia
desarrollada por Leguizamoén (17). para la ino-
culacion de discos de hojas de café con
urediniosporas de H. vastairix.




Fueron cortados rodetes de hojas de 2cm. de
diametro y sumergidos en una suspension de
células de la cepa Bik-Inglaterra de diferente
concentracién de acuerdo al tratamiento, duran-
te 5 minutos. Después fue efectuada la inocula-
cion de los discos de hojas con gotas de 10l de
una suspension de urediniosporas de roya. ino-
culacién que fue llevada a cabo a diferentes
tiempos de acuerdo al tratamiento. Fueron ino-
culados un total de 10 discos de hojas por
tratamiento y se realizaron 3 repeticiones por
tratamiento.

Los diferentes tratamientos de la bacteria
fueron: 3 x 10* ufc/ml. 2 3 x 10% ufc/mly Y4 3 x
10* ufc/ml. Cuatro dias después, fue efectuadala
aplicacion de la suspension de urediniosporas
de roya. De igual forma fue llevado a cabo un
tratamiento con aplicacion de la bacteria a una
concentracién de 3 x 10° ufc/ml y aplicacion de
una suspension de urediniosporas de roya ocho
dias después. Los discos de hojas fueron coloca-
dos en camara himeda a una temperatura pro-
medio de 25°C7 10 horas de luz y 14 horas de
oscuridad por dia. Las lecturas del desarrollo de
las lesiones de roya fueron realizadas durante 40
dias, después de la inoculacion con roya.

Bioensayos de umbraculo. Para los experi-
mentos realizados en umbréculo con techo de
guadua y plastico (50% de sombra). fue utiliza-
do un disefio completamente al azar tomando
como unidad experimental la hoja. diez plantas
por tratamiento. ¢ inoculacion de cada uno de
los tratamientos en los segundos pares de hojas
de cada plantula. La severidad de laenfermedad
fue medida por medio de 1a escala de Eskes (7)
para hojas con lesiones esporuladas y fueron
realizadas tres repeticiones por tratamiento.

Plantas de C. arabica var. Caturra fueron
inoculadas con la cepa Btk-Inglaterra en el en-
vés de los segundos pares de hojas. con una
aspersora manual en una concentracion de 3 x
10% ufc/ml. Las urediniosporas de roya fueron
inoculadas posteriormente. con los intervalos

de tiempo sefialados para cada experimento en
una concentracion de 7.5 x 10? urediniosporas/
ml. Fueron realizados entonces los siguientes
experimentos:

1. Medicion del tiempo de permanencia del
efecto inductor. En este experimento fue
asperjada la bacteria sobre las plantulas de
calé, inoculando posteriormente por asper-
sién una suspension de urediniosporas de
roya con intervalos de 4, 8 y 16 dias después
de la aplicacién de la bacteria. Las plantas
fueron llevadas a condiciones de umbréculo
(50% de sombra) a una temperatura prome-
dio de 21°C.

2. Efecto de la aplicacion de B. thuringiensis
crecida en pulpa de café, sobre las lesiones
de roya. En este experimento fue sembrada
la cepa Btk-Inglaterra sobre un medio con
pulpa de café preparado de la siguiente for-
ma: pulpa de café¢ 10% (P/V), NaCl 1%
Peptona 1% y agua destilada 88%.

La bacteria fue inoculada por el envés de los
segundos pares de hojas de plantulas de café
var Caturra, con una aspersora manual, Fue-
ron efectuados los siguientes tratamientos:
Btk + pulpa de café. Btk + agua destilada.
inoculacién del medio de pulpa de café y un
testigo en el cual fue aplicada agua destilada.
Ocho dias después fue asperjada por el envés
de las hojas de una suspension de roya con
unaconcentracionde 7.5 x 10° urediniosporas/
ml. Las plantas fueron llevadas a condiciones
de umbraculo (50% de sombra) a una tempe-
ratura promedio de 21°C.

3. Efecto de la concentracion de la bacteria
sobre el desarrollo de lesiones de roya. En
este experimento fue aplicada la bacteria en
concentraciones de 3 x 10° ufc/ml. % 3 x 10°
ufc/ml, 43 x 10° ufc/ml y fue realizado un
tratamiento inoculando el producto DIPEL
en una concentracion de 10 g/l. Ocho dias
después fueron inoculadas las urediniosporas
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de roya por aspersion dirigidas al envés de las
hojas. Las plantas fueron llevadas a condicio-
nes de umbriculo (50% de sombra) a una
temperatura promedio de 21°C.

4. Efecto de la aplicacion simultinea de B. £.
k. y V. lecanii sobre el desarrollo de lesio-
nes de roya. En este experimento fue
asperjado el envés de las hojas con una sus-
pension de la cepa Btk, del hongo V. lecanii
y una mezcla de una suspension de los dos
microorganismos. Ocho dias después, las
plantas fueron inoculadas por aspersién con
una suspension de urediniosporas de roya.

Las plantas fueron llevadas a un cuarto hid-
medo (Humedad a saturacién) y se mantuvie-
ron alli por 48 horas y posteriormente, en
condiciones de umbraculo (50% de sombra)
y auna temperatura promedio de 21°C.

Seguimiento histologico de las lesiones. Se
tomaron muestras de hojas a partir de plantas
tratadas con la bacteria y plantas testigo sin
tratar, y fueron realizados cortes al cri6tomo con
un espesor de 30 um; algunos cortes fueron
observados directamente al microscopiode fluo-
rescencia paradeterminar la produccion de com-
puestos autofluorescentes por parte de células
de la hoja y otros compuestos fueron marcados
con el compuesto dietanol mediante el siguiente
procedimiento: fijacion en solucién de
lactofenol-etanol en proporcién 1:2 a una tem-
peratura de 100°C en estufa. inmersion de los
cortes en solucién de cloroformo-metanol du-
rante | hora, inmersion en solucion de buffer
Tris pH 8.5 durante 30 minutos y coloracién con
una solucion de dietanol al 0.1% durante 5
minutos. Los cortes fueron montados en una
solucién de glicerol al 50% vy observados al
microscopio de fluorescencia (15. 29).

Con algunos de cstos cortes fue realizado el
ensayo con el reactivo de Wiesner
(Floroglucinol-HCl). para detectar la presencia
de guaiacil-ligninas (19).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Inhibicién de la germinacion de las uredi-
niosporas. Todos los aislamientos presentaron
alto grado de inhibicion de la germinacién de las
urediniosporas de roya y no hubo diferencias
entre las cepas probadas (Tabla 1). El pH de las
diferentes suspensiones bacterianas aplicadas
estuvoentre 6,2 y 6,7 que se encuentra dentro del
rango Optimo para la germinacion de las
urediniosporas de roya, lo cual indic6 que el
efecto inhibidor fue debido totalmente a la ac-
cion de la bacteria directamente 6 de alguno de
sus productos metabdlicos. El efecto inhibidor
pudo ser causado por alguna de las distintas
toxinas producidas por la bacteria. ya que algu-
nas de estas son toxicas a organismos diferentes
de insectos. que es el grupo para el cual ha sido
ampliamente probada la accién toxica de la
bacteria (1).

Algunos compuestos inhibidores de la ger-
minacion de urediniosporas de roya de café han
sido purificados e identificados a partir de las
urediniosporas mismas del patégeno (10), pero
no a partir de otros microorganismos como el
hiperparésito de royas V. hemileiae (28). Dos de
las cepas nativas aisladas en el laboratorio fue-
ron las que mayor efecto inhibidor tuvieron
sobre la germinacién de las urediniosporas, por
tanto. podria vislumbrarse la posibilidad de de-
sarrollar un producto biolégico para ¢l control
de la roya con cepas nativas de la bacteria.
aunque habria que estudiar el grado de control de
laenfermedad en plantas en invernadero y cam-
po con estos aislamientos.

Efecto de Bacillus thuringiensis sobre el desa-
rrollo de lesiones de roya. En este ensayo fue
observado ¢l efecto detrimental de la aplicacion
de la bacteria sobre ¢l desarrollo de lesiones de
royaen discos de hojas individuales (Tabla 2). El
mejor tratamiento resulto ser la aplicacion de la
bacteria. ocho dias antes de la inoculacion de la
roya en su mayor concentracion. La inhibicion
del desarrollo de las lesiones de roya pudo




TABLA 1.  Efecto inhibidor de aislamientos de Bacillus thuringiensis sobre la germinacién de urediniosporas de
roya del cafeto.

AISLAMIENTO UREDINIOSPORAS UREDINIOSPORAS %

NO GERMINADAS GERMINADAS INHIBICION
CENICAFE 104 67 2 97,18
CENICAFE 105 70 20 77,77 e
CENICAFE 106 89 6 93,68
CENICAFE 107 68 16 80,95
CENICAFE 108 66 19 77,64
CENICAFE 109 72 16 81,81
M-ONE 54 6 90,00
Liofilizado-CIMIC 53 6 89.83
B. t. kurstaki 61 13 82,43
H,0 destilada 42 86 32,81

»

*  Promedio de 5 campos. 5 lecturas por campo en total.

TABLA 2. Efecto de Bacillus thuringiensis sobre la roya del cafeto Hemileia vastatrix Berk. y Br. en discos de hojas
de Coffea arabica var. Caturra.

TRATAMIENTO TOTAL DISCOS DE HOJAS %
DISCOS CON ROYA INFECCION/ROYA
Tratamiento inductor’
B.1. 3x10* ufc/ml 30 19 63,0
Tratamiento inductor'
B.i. ¥ 3x10* ufc/ml 29 15 52,0
Tratamiento inductor'
B.1. Y4 3x10% ufc/ml 30 19 63,0
Tratamiento mductor
B.r. 3x10® ufc/ml 29 11 38.0
H.O desulada 30 26 87.0

1. Intervalo de aphcacion- 4 dias.

2. Intervalo de aplicacion- 8 dias.
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deberse a la accién combinada de varios efectos
por parte de la suspensién bacteriana tales como:
competencia por espacio, interferencia fisica
en la adhesion y penetracion de las uredi-
niosporas e inhibicion de la germinacién de las
mismas.

No fueron observados sintomas de resisten-
cia en los discos de hojas que fueron tratados
previamente con la bacteria; el desarrollo de las
lesiones fue normal para los discos de hojas
testigo y los tratados. Todas las lesiones produ-
cidas en los discos, llegaron hasta la etapa de
esporulacién o un indice de 7 en la escala de
Leguizamon. En los tratados con la bacteria se
evidenci6 retardo en la aparici6n del periodo de
latencia, en los pocos discos en los cuales fue
registrada la infeccion.,

Bioensayos en umbriculo. Los resultados
que se presentan en cada caso, corresponden al
promedio de la calificacién de cada tratamiento,
deacuerdo a la escala de Eskes, de 0 a 9, para
medir la severidad de la enfermedad en hojas
(1)

1. Tiempo de permanencia del efecto induc-
tor. El tiempo de permanencia del efecto
inductor en la planta fue al menos de 16 dias
después de la aplicacion de la suspensi6n
bacteriana y tuvo un maximo de accién a los
8 dias (Tabla 3). Este resultado coincide con
lo obtenido anteriormente por Roveratti (25),
quién encontré que el efecto inductor de la
bacteriaen la planta permanece porlomenos
durante 36 dias.

Este resultado sugiere que la aplicacion de la
bacteria en el campo para el control de la
enfermedad podria ser ptimarealizando apli-
caciones con intervalos de unos 35 dias. Sia
esto se afiaden otros efectos de la bacteria
sobre la roya como son la inhibicién de la
germinacion de las urediniosporas. el decre-
cimiento en la produccion de urediniosporas
en las lesiones y el bajo poder germinativo de

TABLA 3. Tiempo de permanencia del efecto
inductor deBacillus thuringiensis enhojas

de Coffea arabica, variedad Caturra.

Indice infeccion

Tratamiento N X /hoja* 62 Cc.v

4 dias 30 1.683*® 12484 31,5293
8 dias 30 1,420 1,2994 68,4890
16 dias 30 2,633*  2,0185 53,4864
H,O destilada 30 6,783¢ 1,3829 21,1681

Tratamientos con la misma letra no difieren
significativamente p =0,05.

* Escalade calificacion de Eskes (0 a 9) 0= Sin infeccion.
9= 76% del area foliar con lesiones.

las urediniosporas producidas, el efectoen el
tiempo sobre el desarrollo de la enfermedad
puede ser aun mas drastico.

En este ensayo no fue observado un efecto
sistémico en la planta con los tratamientos de
la bacteria, a diferencia de lo observado por
Roveratti, er. al. (25). Esto podria deberse a
que en este trabajo fueron usadas suspensio-
nes de la bacteria de menor concentracion
que las usadas por estos investigadores en
Brasil, asi como diferentes aislamientos de la
bacteria y diferente variedad de café. Esto
indica que puede haber una correlacién di-
recta entre la variedad de café. la concentra-
cién y naturaleza del microorganismo induc-
tor y las condiciones ambientales (tempera-
tura y humedad) presentes. en el grado de
respuesta de la planta a inoculaciones con
microorganismos inductores.

2. Efecto de la aplicacion de la bacteria
incrementada en pulpa de café, sobre las
lesiones de roya. En este ensayo fue observa-
da unareduccion dréstica en el porcentaje de
infeccion de la enfermedad en las plantas
tratadas con la bacteria sembrada en pulpa de
café o suspendida en agua destilada estéril
(Tabla 4). La pulpa de café aplicada al envés

146  Cenicafé, 46(3):140-151. 1995



TABLA 4.

Efecto deBacillus thuringiensis en extracto
de pulpa de café sobre el desarrollo de las
lesiones de roya del cafeto.

Grado infeccion

Tratamiento N X /hoja* & CvV

B.tk. (Pulpa) 30 1,400V 1,2484 89,1748
B.tk. (H,O dest) 30 1,967* 1,2994 66,0725
Extracto de pulpa 30 3,133% 2.0185 93,1658
H,O destilada 30 6,783¢ 1.3829 21,1681

1]

.

Promedios seguidos con la misma letra no difieren
significativamente, o = 0,05.

Escala de calificacion de Eskes de 0 a9 donde 0= Sin
infeccion y 9= 76% del érea foliar con lesiones.

de hojas de café. tiene por si sola un efecto
sobre ¢l desarrollo de lesiones de roya. Esto
puede deberse a varios factores: el pH 4cido
de 1a suspension que puede inhibir la germi-
nacion de las urediniosporas de roya, que son
muy sensibles a esta condici6n, las fraccio-
nes s6lidas de la suspension que quedan so-
bre la superficie de la hoja y pueden interferir
en la adhesion y penetracion de las
urediniosporas en la hoja ¢ algin (0s)
metabolito(s) de la suspensién que puede(n)
ser o inhibitorio(s) de la germinacion de las
urediniosporas ¢ inductor(es) de algin meca-
nismo de resistencia en la planta.

Efecto de la concentracion de la bacteria
sobre el desarrollo de las lesiones de roya
del cafeto. En este ensayo fue observado
como la aplicaci6n de la bacteria incluso en
concentraciones tan bajas como Y de la con-
centracion normal aplicada (3 x 10° ufc/ml),
que es una concentracién con la cual se han
obtenido buenos porcentajes de control en
plantulas en invernadero. sigue presentando
un buen control de la enfermedad (Tabla 5).
Esto tendria un efecto directo en lareduccion
de costos al realizar aplicaciones de la bacte-
ria, si se comprueba la misma tendencia en
plantas en campo.

TABLA §.

Efecto de la aplicacién de diferentes
concentraciones de Bacillus thuringiensis
sobre el desarrollo de las lesiones de roya

del cafeto.
Grado infeccién
Tratamiento N Y’hoja* 6? cv
3x10* Btk 30 1,420V 09184 15768
15 3x10® 30 2,300° . 0,9660 29,078
V4 3x10% 30 2,313 1,1737 33,672
Dipel 30 0,100 0,0324 2.897
H,O destilada 30 6.783¢ 1.7159 11,785

Tratamientos con la misma letra no difieren
significativamente, o = 0,05.

Escala de calificacion de Eskes (0 a 9) 0= Sin
infeccién. 9= 76% del area foliar con lesiones.

La aplicacién del producto DIPEL a una
concentracion de 10g/1, present6 un control
muy eficiente de la enfermedad en pléntulas
en el invernadero. Este producto puede ser
una alternativa para el control de la
enfermedad en campo, y en Brasil ya se han
obtenido algunos resultados promisorios
que pueden llevar incluso al uso de formu-
laciones de la bacteria por parte de los cafi-
cultores (3). También hay que afiadir que en
la actualidad se encuentran en experimenta-
cién por parte de diferentes casas comercia-
les. productos formulados con cepas mads
potentes de la bacteria o con bacterias
recombinantes que pueden incluso expresar
diversos tipos de ¢-endotoxinas. los cuales
podrian dar un control mayor de la enferme-
dad ().

4.Efecto de la aplicacion simultinea de Btk y

V. lecanii sobre las lesiones de roya del
cafeto. Fue observada una reduccion en el
grado de infeccién de la roya en las plantulas
tratadas pero en un menor grado que el obte-
nido en los tres ensayos anteriores en
umbraculo (Tabla 6). Esto pudo deberse a que
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TABLA 6. Efecto de la apljcacién simulténea de
Bacillus thuringiensis y Verticillium lecanii
sobre el desarrollo de las lesiones de roya

en pldntulas deCoffea arabica var Caturra.

Grado infeccién

Tratamiento N X /hoja* 62 C.vV
Btk 30 5,567+ 0,9184 40,412
V. lecanii 30 5,567+ 0,9660 73,739
Bitk. + VL 30 5,533 1,1737 61,261
Testigo 30 7.000° 1,7159 11,785

¥ Tratamientos con la misma letra no difieren

significativamente, o = 0,05,

*  Escalade calificacion de Eskes (0a 9) 0=Sin infeccion.
9=76% del 4rea foliar con lesiones.

en este ensayo la temperatura a la cual fueron
mantenidas las plantas de café en el cuarto
hiimedo durante las 48 horas posteriores a la
inoculacién de los dos microorganismos, fue
mucho menor que en las condiciones de
umbréculo a donde fueron llevadas las plantas
inmediatamente después de realizados los tra-
tamientos en los ensayos anteriores. Bell (4)
indica la existencia de una relacion directa
entre la temperatura y el grado de resistencia
observado en las plantas inducidas.

Los valores obtenidos para los tres tratamien-
tos en donde fueron aplicados los microorga-
nismos en forma individual o en forma con-
junta fueron muy similares, lo cual hace pre-
sumir en principio que no se registré accién
sinergfstica entre los dos, sino que por el
contrario, fue observado un efecto competiti-
vo al aplicarlos simultaneamente. Resulta re-
comendable por tanto realizar aplicacion de
los dos microorganismos en tiempos diferen-
tes dentro de un manejo integrado de la enfer-
medad, asperjando B. rhuringiensis en forma
preventiva y aplicando V. lecanii en forma
curativa, en donde ha mostrado tener un
efecto mayor de control sobre la enfermedad
(18).

Seguimiento histolégico e histoquimico. Las
células del mesofilo de hojas de café tratadas
con la bacteria sintetizan compuestos
autofluorescentes y desarrollan una coloracién
amarilla muy intensa al microscopio de
fluorescencia.coloracién que no fue detectada
en hojas de plantas no tratadas (Figura 1). Estos
compuestos pueden ser del tipo fendlico, co-
minmente implicados en reacciones de resis-
tencia de las plantas superiores al ataque de
patégenos (2, 14). Aunque en café existen algu-
nas dudas sobre la naturaleza de los compuestos
implicados en las reacciones de resistencia (21),
algunos trabajos han mostrado la sintesis de

Figura 1. a. Corte transversal de hojas de Coffea arabica,
tratadas con una suspension de Bacillus thuringiensis
Obsérvese la aparicion de fluorescencia de color amanllo
por la sintesis de compuestos autofluorescentes en células
del mesofilo. b. Hojas de Coffea arabica no tratadas.
Obsérvese la apancion normal de fluorescencia amarilla en
tejido epidermal pero no en células del mesofilo.
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compuestos como calosa y polifenoles en res-
puesta a la inoculacién de microorganismos
inductores de resistencia (3); también han sido
observados en la sintesis de polifenoles en
plantas de café resistentes a Ceratocystis
fimbriata (El. Halst.) Hunt. (31).

Se llevaron a cabo algunos experimentos
para tratar de determinar la naturaleza especifi-
ca de los compuestos implicados en la resisten-
ciacomo el ensayo de Wiesner parala deteccion
de guaiacil-ligninas (19) y marcaci6n con cloru-
ro férrico para deteccion de polifenoles (9) pero,
ninguno de estos ensayos resulté positivo. En
algunosestudios de resistenciainducidaen plan-
tas de café han identificado la sintesis de calosa
en hojas tratadas (3). Esto puede indicar que los
mecanismos de resistencia incompleta que de-
sarrollan las plantas de café a la roya pueden
diferir de algin modo con los mecanismos de
resistencia vertical. ya que ha sido posible iden-
tificar la sintesis de lignina como una reaccién
de resistencia de plantas de café var. Colombia
al ser inoculadas con urediniosporas de roya, en
donde fue observada una reaccién incompati-
ble.

Para interpretar estos resultados, es necesa-
rio aclarar que existen diferentes tipos de com-
puestos similares a ligninas. constitutivos en la
planta o inducidos en respuesta a la presencia de
microorganismos patdgenos y no patogenos, y
que presentan distinta estructura molecular, por
tanto, son detectados mediante diferentes ensa-
yos histoquimicos (19).

Utilizando la tincion de las lesiones con
dietanol fue posible observar urediniosoros com-
pletos en las hojas no tratadas. en tanto que los
urediniosoros producidos en las hojas tratadas
fueron en todos los casos incompletos y en
muchos casos, el proceso fue inhibido total-
mente sin produccion de urediniosporas (Figura
2). Esto puede indicar que el desarrollo del
hongo es inhibido en las células del meséfilo en
donde ocurre la sintesis de compuestos del tipo

Figura2. a. Lesiones en hojas de Coffea arabicatratadas
con una suspension de Bacillus thuringiensis. Obsérvese la
produccién de urediniosoros incompletos de Hemileia
vastatrix. b. Lesiones en hojas de Coffea arabica no
tratadas. Obsérvese la produccion de urediniosoros
completos de Hemileia vastairix.

fendlico, como una respuesta inducida por la
inoculaci6n de la bacteria y por tanto el proceso
de esporulacion no ocurre. Algunos estudios
han sido realizados para determinar el punto
exacto del proceso infectivoen el cual sepresenta
lainhibici6n en estudios de resistencia inducida,
que sugieren en algunos casos, la inhibicion de
la penetracion a células del meso6filo y en otros
casos la inhibicién en la produccién de células
madres de haustorios en el tejido infectado (4).
En los cortes realizados fue posible observar la
disminucién en la produccion de células madres
de haustorios en las hojas tratadas, aunque fue
dificil establecer cuantitativamente el grado de
inhibicion.
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Experimentos preliminares han mostrado
ademds que las urediniosporas producidas en
hojas tratadas con la bacteria, tienen un menor
porcentaje de germinacion y por tanto, son me-
nos infectivas al realizar aplicacién de estas
sobre hojas de café susceptibles. Esto indica un
claro efecto en el tiempo sobre el desarrollo de
la enfermedad incluso en generaciones de roya
posteriores al tiempo de inoculacién de la bacte-
ria.

La bacteria muestra buenas perspectivas de
control de la roya del café, debido a que se
presentan varios efectos al realizar suaplicacién
sobre hojas de café susceptibles a la enferme-
dad. Dentro de los diferentes efectos observados
estdn; induccién de sintesis de sustancias de
resistencia en la planta de café, baja adhesi6n a
la hoja e inhibicion de la germinacién de las
urediniosporas de roya, posiblemente un efecto
de competencia por espacio en la superficie de la
hoja de café, disminucién en el nimero de
urediniosporas que se producen en los
urediniosoros y en los porcentajes de germina-
cién, por lo cual su efecto podria ser observado
durante varias epidemias de la enfermedad. Es-
tos resultados deben ser confirmados con expe-
rimentos en campo.
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