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RESUMEN
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Mediante observaciones morfológicas y uitraeslmcturaies fue estudiado el estado más susceptible de
Hemileia vastatnx üeik. y Br., al ataque de Verticillium lecanii y Talaromyces wortmannii. Se utilizó
mtcroscopia electrónica de barrido (MEB) y de transmisión (MET) en tratamientos con inoculaciones de
los antagonistas en tres tiempos: simultáneamente. 10 y 24 horas después de aplicado H. vastatrix al
follaje. Us muestras inoculadas con Hemileia vasUttrLx y el antagonista, no presentaron colonización de
los tejtdos foltarcs del susceptivo (MET); en el tratamiento diez horas después se observó micelio de H.
vcLstatrix dentro del mesófilo; el tejido en hojas inoculadas 24 horas después fue colonizado totalmente
por H. vastatrix intra e intercelularmente, tanto en el parénquima esponjoso como en el de empalizada
No se observó colonización en los haces vasculares. E. lecanii penetró la pared de las urediniosporas de
H. vastatrix (MEB), causando pérdida de espinas y cambios en tamaño y forma. T. wortmannii rodeó las
urediniosporas maduras y apresónos de H. va.statrix rompiendo sus paredes (MEB). U acaón de T
wortmannii y K lecanii fue evidente sobre urediniosporas maduras, estado más susceptible al parasitismo'
con postenor acción parasitana sobre el apresono en el caso de T. wortmannii.

Palabras claves: Café. Hemileia vastatrix. Verticillium lecanii. Talaromyces wortmannii. roya del
cateto, control biológico, microscopía electrónica.
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El hongo Hemileia vastatrix Berk. y Br.,
agente causante de la roya del cafeto pertenece
al orden uredinales. uno de los más conocidos

hasta el momento, con más de 5000 especies,
muchas de ellas de gran importancia económica
y con patógenos reconocidos en más de 200
fajnilias de plantas vasculares (2). Las royas son
parásitos biotrofos obligados con una estricta
especialización por el hospedante. La roya del
cafeto es una de las enfermedades más impor

tantes de este cultivo en el mundo, donde son

utilizadas comercialmente variedades suscepti
bles de Coffea arabica.

Varios métodos han sido utilizados para el
combate de esta enfermedad, entre ellos sobre

salen la resistencia genética y el control quími
co.

La resistencia es un fenómeno general en
las plantas (27); su naturaleza puede ser de
ducida de diferentes orígenes (30). Para el
control por resistencia genética en Colombia
hasta el presente han sido sembradas cerca de
400.000 hectáreas, con la variedad Colom

bia, variedad resistente desarrollada en Ceni-
café.

Para el condol químico de la roya del cafeto
han sido empleados con éxito fungicidas
si.stémicos y protectores; estos químicos inhiben
la germinación, crecimiento, multiplicación del
patógeno o tienen un efecto letal en él (1). El alto
costo de la mano de obra, equipos, fungicidas y
el deterioro del ambiente han venido limitando
su uso.

En los últimos años ha cobrado un conside

rable interés científico el estudio de

hiperparásitos o microorganismos antagonistas
de patógenos de plantas, con el propósito de
emplearlos en programas de manejo integrado
de enfermedades (1). En el caso particular de la
roya del cafeto este método de control aún no ha
sido lo suficientemente desarrollado para ser
recomendado en campo.

El estudio del micoparasitismo como método
de control biológico de enfermedades de plantas
ha llamado la atención a numerosos autores (3,5,

26). Algunos de estos estudios han sido con dife
rentes especies de royas (7) con las cuales han sido
realizadas observaciones de tipo ultraestructural
(4). Rosillo (29) encontró que aislamientos de
Verticulium lecanii y Tolaromyces wortmannii
presentaron los porcentajes de inhibición más
altos en pruebas de antagonismos con extractos
metabólicos sobre la germinación de
urediniosporas de H. vastatrix. Estos extractos
causaron en las urediniosporas pérdidas de espi
nas y de la capacidad de tinción con azul de
lactofenol, desintegración y en las que germina
ron hubo deformación del tubo germinativo (29,
33). V. lecannii ha sido registrado en áreas tropi
cales y subtropicales, parasitando insectos, royas
y mohos de plantas, macrohongos y también vive
sobre suelo en forma saprofítica, sobre alimentos
o sobre materiales de plantas (13,10). El hongo V.
lecanii ataca insectos, ácaros y hongos
fitopatógenos de la clase Basidiomycetes que
causan las royas en las plantas. En insectos ha sido
encontrado afectando especímenes de los órdenes
Homóptera. Coleóptera y Lepidóptera (6).

Leguizamón et a/ (19) observaron que el
micelio y conidias de 15 días del hiperparásito
V. lecanii, afectaron la germinación de
urediniosporas de H. vastratix, sus períodos de
incubación y latencia y la tasa de infección. El
cultivo licuado y el extracto metabólico del
mismo antagonista afectó la evolución de las
lesiones y la germinación de urediniosporas de
H. vastratrix (8,9,33). El efecto fue determina
do por la inhibición total de la germinación y
algunos cambios morfológicos en las
urediniosporas. Las hojas asperjadas con V.
lecanii mostraron al micelio del hongo forman
do redes alrededor de las urediniosporas de
roya, en el sitio de penetración al estoma (8,9,33).

T. wortmannii es considerado como buen

controlador puesto que crece rápidamente, pro-
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ducc gran canlidad de conidias que se dispersan
fácilmente y en laboratorio e invernadero cau

san inhibición en alto porcentaje (29).

Se observó tatnbién e.sporulación de V.
lecanii en urediniosporas de //. vastatrix, me
diante microscopía electrónica de transmisión
(MET) y de barrido (MEB) en la asociación de

II. vastatrix con V. lecanii. El estado final de la

infección causa una degeneración progresiva de
las urediniosporas con el con.secuente colapso
de toda su estructura (20).

La presente investigación tuvo por finalidad
detenninar el momento apropiado en el cual los
antagonistas V. lecanii y T. wortmannii deben

ser inoculados y conocer cual estado del desa

rrollo de 11. vastatrix es más susceptible al

aUique. Además, para observar su efecto sobre
el desarrollo del hongo y conocer mediante
observaciones histológicas el efecto de los dos
hiperparásitos sobre los tejidos de la hoja, ob
servando los cambios en la forma y estructura de

las urediniosporas del hongo. Estas observacio
nes permitieron estudiar alternativas de control
biológico, en especial el hiperparásito T. wort
mannii el cual hasta el momento no había sido

registrado en la literatura.

MATERIALES Y METODOS

Localización. El presente trabajo se realizó en
el Centro Nacional de Investigaciones de Café.
Cenicafé, localizado a 5°00' Norte, 75°36' Oes
te, con una temperatura media de 21,5°C, una

precipitación anual de 2125,2 mm y una altitud
de 1310 msnm (1).

La observación y evaluación de los tejidos,
así como la loma de placas fotográficas en MET
y MEB fueron llevadas a cabo en la Unidad de
Microscopía Electrónica de la Universidad del

Cauca y de la Universidad de Antioquia, respec
tivamente.

Material vegeta!. Estuvo constituido por hojas
individuales seleccionadas del segundo par su

perior de plántulas de Coffea arabica L. varie
dad Caturra de 4 meses de edad, sembradas en

bolsas de polietileno llenas con suelo y pulpa de
café descompuesta en proporción en volumen
de 3:1. Las plántulas permanecieron en vivero
y no recibieron aplicación de ningún fungicida.

Preparación de cámaras húmedas. En cajas
de plástico transparente desinfe.stadas fueron
colocadas e.sponjas sintéticas previamente este
rilizadas en el fondo de la caja, las cuales fueron
remojadas en aguadestiladae.stéril fonnandoen
la superficie de la esponja una ligera capa de
agua (18).

Inóculo. Para prepararlo se recolectaron
urediniosporas de roya 11. vastatrix Berk. y
Br. raza XVII (v, v^ v,) de hojas de plantas de
café var. Caturra, previamente inoculadas en
el laboratorio, mediante raspado directo de
las lesiones con cápsulas de gelatina. Las
urediniosporas fueron depositadas en un vaso
de precipitado con 50 mi de agua destilada y
suspendidas mediante agitación en ultrasoni
do durante 30 segundos. El voluinen de agua
fue ajustado a 100 mi para conseguir la con
centración de 75 X 10' urediniosporas de
roya por inililitro de agua y la suspensión se
mantuvo en agitación magnética continua,
durante el proceso de inoculación con el Ou
de homogencizarla (18).

Inoculación por gota. Se colocaron hojas
desprendidas de las ramas dentro de cámaras
húmedas con la haz en contacto con la esponja
y posteriormente se inocularon con una
micropipeta, depositando 8 gotas individuales
de 5 microlitros de la suspensión en el envés de
la hoja, en cada espacio intervenal a lado y lado
de la hoja. Luego las hojíis permanecieron en
cámíu-a de crecimiento a una temperatura pro
medio de 23°C, humedad a .saturación y ausen
cia de luz durante 24 horas. Posteriormente

fueron dejadas en penumbra durante 12 horas a
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temperatura aiubiente y finalmente en el la
boratorio a 23°C y fotoperíodo de 12 horas luz
(IK).

Producción aséptica de roya. Cuando las hojas
presentaron grado 3, según la escala de infec
ción definida por Leguizamón (18), la cual
describe el desarrollo de la lesión a través del
tiempo, se desinfectaron limpiándolas con un
;dgodónhumedecidoconaguaJabonosa(teepol),
y se lavíiron con agua destilada. Luego fueron
colocadas en cámara de flujo laminar en un vaso
de precipitado estéril que contenía hipoclorito
de sodio y dispersante (tween 80 art. 822187
Merck) durante 10 minutos y lavadas durante
tres veces consecutivas con agua destilada esté
ril. Por último fueron depositadas en cajas de
petri que contenían en el fondo papel filtro
humedecido con agua destilada estéril.

Estas permanecieron en cámara de creci
miento a 23°C, con alternancia de 12 horas de

luz y 12 horas de oscuridad, hasta cuando hubo
esporulación. Después de obtenido el inóculo
puro se in(x;ularon las hojas desinfestadas. La
inoculación y la desinfestación de hojas fue

realizada según el método descrito (18).

Obtención del cultivo licuado de V. lecanii Y

T. wortmannii. Las cepas de V. lecanii (Cenica-

fé 157) y T. worímannii (Cenicafé 151), fueron
cultivadas en medio sabouraud (SDA) y papa-
dextrosa-agar (PDA), respectivamente. Poste
riormente fueron transferidas a 1(X) mi de caldo
.sabouraud (CS) y caldo papa-dextrosa (CPD)
contenido en vasos de precipitado de 250 mi. El

cultivo .se dejó por un período de 12 a 15 días,
con alternancia de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad a 22°C, y posteriormente se obtuvo
a.sépticamente el cultivo licuado (micelio y
conidias) de los hongos (19).

Las hojas se inocularon con roya y con el
cultivo licuado de los antagonistas. La inocula
ción del cultivo licuado de V. lecanii y T. wort

mannii se realizó simultáneamente (tratamien

to 1), a las diez horas (tratamiento 2), y a las 24
horas de haber inoculado con roya (tratamiento

3), esto con el fin de evaluar germinación y
esporulación en las lesiones (la concentración
del cultivo fue de 1 X 10® conidias/mi). Las

hojas fueron mantenidas inicialmente en cáma
ra húmeda saturada durante 24 horas en condi

ciones de temperatura y humedad relativa ópti
mas para el desarrollo de la roya (19).

OBSERVACIÓN MICROSCOPICA. Seem-
plearon técnicas de microscopía óptica y elec
trónica con el fin de dar cumplimiento a los
objetivos propuestos en el experimento. Estas
permitieron observar las rutas de penetración y
modos de acción de los antagonistas sobre la
roya, así como efecto de los antagonistas sobre
los tejidos de la hoja; además se estudió la
histología, morfología y anatomía de H. vasta-
irix y de los dos antagonistas.

Microscopía óptica de trasluz (MOT). Se
procesaron muestras de hojas inoculadas con
roya y asperjadas con cultivo licuado de V.
lecanii o T. wortmannii, según el procedi
miento de inclusión en resina "spurr utiliza
do para el estudio de tejidos en hojas jóvenes
(Tabla 1). En este material fueron realizados
cortes semifinos de un espesor entre 0,5p,m -
l)im al ultramicrótomo LKB, los cuales fue
ron teñidos con azul de toluidina y observa
dos a través del m icroscopio de luz Axiophot.
(ZEIZZ D-7082).

Microscopía electrónica. La ulü^aestructura y
morfología tanto de H. vastatrix como de sus
antagonistas V. lecanii y T. wortmannii fue
estudiada mediante las técnicas que a continua
ción se describen:

Microscopía electrónica de Transmisión
(MET). Una vez seleccionado el tejido en
microscopía óptica se observaron subpirámides
para obtener cortes ultrafinos en el ultramicromo
de un espesor entre 200 a 600 Á; estos cortes
fueron teñidos con citrato de plomo y observa-
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TABLA 1. Procedimiento "SPURR" para la observación de la ultraestruclura de H. vaslatrix, V. Ucanii y T.
worlmannü.

PROCESO TRATAMIENTO TIEMPO

FIJACION Kamoswky 12 horas

lavado Cacodilato buffer 15 minutos

POSTFIJACIÓN Tetraóxido de Osmio 1% 1 hora

LAVAIX) Cacodilato Ixjffer 15 minutos

DESHIDRATACION Etanol 25-90% 1 hora

Etanol 100% 15 minutos

Acetona 30 minutos

IMBIBICION Resina-acetona 3 horas

Resina 100%
1 hora

POLIMERIZACIÓN Resina
48 horas

dos al microscopio electrónico de transmisión
de la Universidad del Cauca. (JEOL 1200 EX).

Microscopía electrónica de barrido (MEB).
(Tabla 2) Mediante glutaraldehído al 3% con
fosfato buffer O.IM (Solución Sórensen) a
PH=7,2 y a4°C fueron fijados uredos pústulas
de roya inoculados con V. lecanii y T. wortman-

fijadas se lavaron con fosfato
buffer (0,1 M), postfijadasen OsO, deshidratadas

hairro 1— y sacadasbajo CO^ liquido en un secador de punto crítico
L^s muestras secas fueron cubiertas con oro v
observadas al microscopio electrónico de
barrido de la Universidad de Antioquia
(HITACHI S-510) (20). ^

RESULTADOS Y DISCUSION

Microscopía óptica de trasluz. El tejido foliar
del café no fue colonizado por H. vastad
cuando fueron aplicados los tratamientos
lecanii y T. wortmannii en fonna simultánea con
H. vastatrix (Figuras 1 y 2). En los tratamientos
en los cuales se aplicó el antagonista 10 horas
después de haber sido inoculadas las hojas con
roya, se observó el patógeno colonizando las
células alrededor de la cámara subestomática, y
en células del parénquima esponjoso y de empa*
lizada (Figuras 3 y 4). Se encontró además una
mayor colonización en los tejidos tratados con
F. lecanii que en aquellos tratados con
wortmannii.
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TABLA 2. Procedimiento para observar la morfología de H. vastatrix, V. lecanii Y T. wortmannii.

PROCESO TRATAMIENTO TIEMPO

njACION

¡.AVADO

MJACION

¡.AVADO

¡)F;.Si¡¡¡)RA1 ACION

SFCADO

ClíHKI MIENTO

Glutaraldehído 3%

Fosfaco buffer 0,¡ M

Telraóxido de osmio ¡ %

Fosfato buffer

Etanol

Acetato de amilo

Oro

¡6h

30 min.

I h

15 min.

¡ 7 h 40 min.

20 min.

4 min.

En las muestras de ios tratamientos inocula

dos 24 horas después de haber sido aplicado el
patógeno se observó una total colonización de
las células del me.sófiio e hifas de //. vastatrix

dentro y fuera de las ellas, así como también
cambios en la posición de los cloroplastos, esto
es, de la fonna centrífuga a la centrípeta (Figuras
5 y 6). Los tejidos vasculares no fueron coloni
zados (Figura 10).

Mat.souka y Vanetti (9) observaron en plan

tas de café resistentes y susceptibles que hubo

colonización intercelular de//, vastatrix alcan

zando el tejido de empalizada y que los tejidos
vasculares no fueron colonizados. Solamente en

la reacción susceptible el ciclo infeccioso fue
completo y se presentó la formación deuredinios
esporulantes en los estomas.

En los tratamientos 2 y 3 (10 y 24 horas) se
observó que el ciclo de infección de//, vastatrix
ocurrió completamente con presencia de
urediniosporas (Figura 7), y formación de
haustorios (Figuras 8 y 9). Estas estructuras han

1

l'^igiirii 1. transvcr.sal tic tejido foliar .tajio de Coff€(i
aratvca var. Caturra. No pre.scnta colonización despué.s de
la inoculación simultánea do llemileia vastatrix y
VcrtiriHium tecanii. lipidemiis supenor (FPS). Epidennis
interior (Fil'll. l'aiem|uima esponjoso (l'll.S). Parénquima
de empalizada (Pi:). Haz vascular (IIV). Cloropla.sto,s (C)
en posición centriluya (40X1.

Figura 2. Corte transversal de tejido foliar sano de Coffea
arabica var. Caturra después de la inoculación simultánea
deHemiteia vastatrix yTalaromyces wortmatinii. Obsérvese
que el tejido no presenta daño histológico y no hay
presencia de estructuras ftíngicas. Parénquima esponjoso
(PHS). Parénquima de empalizada(PE). Epidermis superior
(EPS). Epidemiis mfenor (EPl). Haz vascular (HV). (20X)
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Figura 3. Corte transversal de tejido foliar de Coffea
arabica var. Caturra inoculación con Verticillium lecanii,

10 horas después de haber sido inoculado el tejido con
Hemileia vastatrix. Obsérvese las hifas (H) de H. vastatrLx

en el parénquima esponjoso (PES), asi como también la
desorganización a nivel de cloroplastos (C). (40X).

sido estudiadas por Rijo y Sargent (26), quienes
describen un haustorio originario de la célula
madre, como aquella célula que se diferencia de
otras porque sus hifas presentan una pared celu-,
lar mucho más gruesa y su cuerpo tiene forma de
campana. Bushnell (1972) citado por Rodrigues
(28), describió un haustorio como un órgano
especializado, el cual se forma dentro de la
célula hospedante viviente, como una ramifica
ción de una hifa o tallo extracelular (o
intracelular), que finaliza su ciclo de vida en la

•á-rmlí/M

ti

Figura 5. Corte transversal de tejido foliar de Coffe^
arabica var. Caturra. Inoculación con Verticilliiun lecana.
24h después de haber inoculado con Hemileia vastatrix. Se
observa colonizaaón del tejido foliar porparte del patógeno
Hemileia vastatrix. Hifas (H). Uredinio (U). (20X)

célula hospedante-y tiene un papel en el inter
cambio de sustancias entre el hospedante y el
hongo.

Las muestras de inoculaciones de V. lecanii
y T. wortmannii sobre hojas sanas de C. arabi
ca, se observaron al micro.scopio óptico de luz-
notándose que el tejido foliar no fue afectado
(Figura 11). Este trabajo reconfirma lo registra
do por Vélez (33), Oliveira (24) y Leal et ( ̂
quienes aplicaron cultivo licuado de V. lecanii

Figura 4. Corte transversal de tejido foliar de Coffea
arabica var. Caturra. Inoculación con Talaromyces
wortmannii. 10 horas después de haber sido inoculado el
tejido con Hemileia vastatrix. Obsérvese las hifas (H) de
Hemileia vastatrLx localizadas ínter e intracelularmente en
el parénquima esponjoso (PES). (4GX)

Figura 6. Corte transversal de hojas de Coffea ̂ rttbir^
var. Caturra. inoculadas con Talaromyces wortmannii. 2
después de haber inoculado con Hemileia vastoir'-^
Obsérvese la disposición de los cloroplastos (C) en forrn®
irregular (lOOX).
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Figura 7. Detalle de uredinio (U) de Hemileia vasíatrix;
urediniosporas (Ur). Corte transversal de tejido foliar de
Cnffea arabica var. Caturra (lOOX).

sobre hojas de C. arabica inoculadas con H.
vasíatrix y no observaron cambios en su anato
mía foliar. Los hongos V. lecanii y T. wortman-
nii tienen la capacidad de proliferar sólo en las
áreas de la hoja que albergan lesiones de roya.
Este comportamiento sugiere que los
hiperparásitos utilizaron como sustiatoel micelio
y las urediniosporas de roya (Figuras 12 y 13).

Las hojas sanas asperjadas con el cultivo de
V. lecanii no mosíaron ningún cambio aparen

te en su morfología en relación con el testigo.
Macroscópicamente se apreciaron vestigios del
cultivo licuado del hongo que no proliferaron ni

Figura 8. Haustorio (Ha) de Hemileia vasíatrix en célula
de epidermis superior (EPS). Corte transversal de tejido
foliar de Coffea arabica var. Caturra (lOOX).

Figura 10. Corle transversal de tejido foliar de Coffea
arabica var. Caturra . Se observa colonización intercelular
de Hemileia vasíatrix en los tejidos del parénquima de
empalizada (PE): tejido vascular no fue afectado (V).
Parénquima esponjoso (PES). (20X)

Figura 9. Haustorio de (Ha) de flernileia vasíatrix en
célula del parénquima esponjoso. Corte transversal de
tejido foliar de Coffea arabica var. Caturra (lOOX).

Figura 11. Corte transversal de tejido foliar de Coffea
arabica var. Caturra inoculada con Verticillium lecanii.

Nótese que el tejido no presenta ningiín daño. Parénquima
esponjoso (PES). Parénquima de empalizada (PE). (20X)
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Figura 12. U rcdiniosporas de Hemileia vastalrix
colonizadas por Verlicilliurn lecanii.

Figura 13. Urediniosporas de Hemileia vastalrix
coionizadas parTalaromyces nortma/iriii.nrnneradas como
2, 5.7y9

afectaron la morfología de la hoja en condicio
nes de humedad (23).

Durante el desarrollo de la investigación se
ob.servó la fase perfecta del hongo T. wortman-
nii así como su fa.se imperfecta perteneciente a
Penicilliu/n kloeckeri{lMl 360420) cuyafiálide
característica presenta abundante conidiación
(Figura 14).

microscopía ELECTRONICA. Micros
copía electrónica de transmisión. Se observó
micelio de //. vastalrix en los espacios
intercelulares y en las células de los parénquimas
de empalizada y esponjoso, de los cortes trans
versales de las hojas correspondientes a los
tratamientos 2 y 3 (10 y 24 horas) de aplicado el
hiperpjirásito (Figuras 15 y 16). Este resultado

Figura 14. ÍMaiidcs de Penicillium kloeckeri anemorfo de
Talaromvces wartmannii. Nótese la abundante conidiacion
caracteinstica del género. Conidia (C). I'iáiide (t')-
Conidióforo (Cn). (4nX).

fue también observado por Spencer y Atkey
(32) en MET en cortes transversales de hojas de
trigo infectadas con Peniccillium recóndita-
Las observaciones de la ultraestructura foliaren

hojas .sanas de café no evidenciaron desarreglos
ultraestucturales en loscloroplastos (Figura 17a).
Se observaron cloroplastos en proceso de dege
neración (desintegración de las membranas ce
lulares y de los tilacoides) por efecto del parasi
tismo de //, vastalrix; también fueron observa

dos en los tratíuriientos2 y 3 (Figura 17b). Estos
resultados también fueron registrados por Rijo

Figura 15.
Microfotografi®

del corte

transversal de
tejido foliar de
Coffea arabicci
var. Caturra.

MET.

Penetración de
hifas (H) de

Hemileia

vastalrix en 1"^

tejidos del
parénquinia de
empalizada.
(2oonx)
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Figura 16.

Corte

transversal de

tejido foliar de

Coffea arabica
var. Gatuna.

MET. Hifas

(H)de

Hemileia

vastatrix

colonizando

parénquima
esponjoso
(PES). (300

OX)

y Sargent (26). Hcat realizó un trabajo sobre la
ultraestructura de la roya del fríjol y observó que
la invasión del hongo en la célula hospedante
presentaba desorganización de las membranas
del tonoplaslo, plasmalema, núcleo, mitocondria,
microcuerpos y retículo endoplásmico. Este autor
describe que la desintegración de la grana del
cloroplasto actúa de manera tardía en compara

ción con los otros organelos presentes en la
célula.

La pared de las hifas de H. vastatrix presenta
tres capas: interna, media y extema (Figura 18)
y algunas hifas presentaron ruptura de sus
paredes, esto debido a la acción de los antago
nistas V. lecanii y T. wortmannii (Figura 19).
Rijo y Sargent (26); Rijkenberg y Truter (25),
observaron que la hifa es intercelular y está
compuesta por tres capas de células, la interna es
fibrilar, la media es amorfa y la extema es de
coloración negra; al parecer presentan propie
dades adhesivas (mucílago).

Microscopía electrónica de barrido (MEB).
La observación de uredinios de H. vastatrix en

el microscopio electrónico de barrido, mostró
que las urediniosporas maduras tienen una su
perficie lisa, y otra con espinas (Figura 20):
observaciones de urediniosporas infectadas con
V. lecanii mostraron una capa de micelio de este
hongo cubriendo las urediniosporas maduras,
las cuales perdieron sus espinas (Figura. 21)

Hanssler et al. (14), investigaron al micros
copio de luz la interacción entre Puccinia
graminis var. tritici y V. lecanii y encontraron
al hiperparásito entre las urediniosporas de la
roya, después de 24 horas de inoculación. Ob
servaciones al microscopio electrónico de esta

■J.lilMiMffu.i.ii ♦

Figura 17.
a. Corte de cloroplasto en
hoja de Coffea arabica var.
Caturra no infectado
(15000X). b. Corte
transversal del cloroplasto
en hoja infectada por
Hemileia vastatrix: se
observan los tilacoides
desorganizados (Ti). Lípidos
(L). MET. (15000X)
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Figura 18.

Corte

transversal de

hifa de

Hcrnileia

vastalri.x.

•MET.

Se observan

cuerpos

lipidíeos (Cl),

aparato de golgi (dictiosomas (D)), ribosomas (R). Capas
de la pared de las hifas: interna (Ci), media (Cm) y

extema (Ce). (12000X)

Figura 20.

Detalle de

urediniospora
de H. vastatrix

madura. MEI5.

SL. superficie
lisa; .SE.

superficie con
espinas.

(3000X).

Figura 19.

Corte

transversal de

una hifa de

¡íemileia

vastatrix.

MET. Capas
en proceso de
desintegración;
Interna (Ci).

Media (Cm).

Extema (Ce).

(20000X).

interacción confinnaron que la penetración di
recta depende fundamentalmente de la capaci
dad enzimálica de V. ¡ecanii (20).

Mendgen (22). no registró ataque de tubos
germinativos de V. lecanüaPucciniastriiformis.
invino pero, en hojas de trigo las hifas del
hiperparásito crecieron internamente y alrede
dor de las urediniosporas.

La mayoría de las urediniosporas fueron
invadidas por hifas de V. ¡ecanii. las cuales
destruyeron el contenido de la urediniospora.
causando dcfonnación (Figura 22). Frecuente
mente se observó la penetración de la pared de
la urediniospora de roya y en idgunos ca.sos. una
sola urediniospora fue invadida por más de una
hifa del hiperparásito (Figura 23).
hiperparásito V. ¡ecanii actiía mediante pe*
netración y muerte de urediniosporas de roya
en la pústula; de esta manera, el hiperparásito
reduce el grado de infección en la hoja (13-
20. 21. 22).

Se observó efecto de lisis sobre ure-
dinosporas no germinadas e indujo la salida del
contenido interno de la uredinospora. Sin em
bargo. en algunos casos el rompimiento tuvo
lugcU" después que las esporas iniciaron el creci
miento de su tubo germinal. En este caso el tubo
germinal se hinchó y rompió por un extremo y
el contenido comenzó a vacituse. resultado
registrado también por Silveira et a¡. (31).

Locci et a¡. (20). observaron mediante MET
y MEB a V. ¡ecanii penetríuido a través de ̂
pared de las urediniosporas de H. vastatrix y o'
estado final de la infección produjo una degO'
neración de las urediniosporas.

Mendgen et a¡. (23). indicaron que diferen
tes aislamientos de V. ¡ecanii actúan en la acti
vidad quinolítica y de disolución de las pfaedes
de las urediniosporas de varias royas. Las
interacciones entre urediniosporas de
gratninis var. tritici y V. ¡ecanii al microscopio
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Figura 21.
Hifas de

Verticillium

lecanii

cubriendo

urediniosporas
de Hemileia

vastatrLx

(3000X).

MEB.

Figura 22. F'olomicrografía. ilifas de Verticilliufn leconii
penetrando una urediniospora de Hemileia vastatrix. MEB.
Se observa perdida de espina.s, cambio en la forma y
tamaño de la misma. (30íX)X)

Figura 23.
Invasión de

urediniospora
de Hemileia

vastatrix por
varias hifas de

Verticillium

lecanii.

(3000X).

MEB.

electrónico, después de 72 horas, registraron
disolución casi completa del contenido de la
uredinospora por efecto del hiperparásito (14).
La invasión parece ocurrir por digestión y mu
chas veces se observó una pequeña área trans
parente delante de la pared. Esta área transpa
rente presenta tinción intensa, indicando la co
lonización del material digestivo de la pared

(13).

V. lecanii presenta conidióforos delgados y

verticilados; conidios solitarios, ameroconidios,

pero en sucesión en el ápice del conidióforo
ramificado, de apariencia ovoide a elipsoide con
bordes redondeados (Figura. 24)

El mecanismo de antagonismo de T. wort-
mannii sobre H. vastatrix, comienza al rodear
por medio de micelio las urediniosporas del
patógeno, este fenómeno puede ser observado
en las Figuras 25,26,27. Después de rodear las
estructuras infectivas, el micelio logra penetrar

las e inhibir el proceso infectivo de las
urediniosporas al rodearlas y obstaculizar el
desarrollo del apresorio (Figura 28).

Posterior a la penetración del micelio en las
urediniosporas se observó lisis de la pared y
vaciado de su contenido (Figura 29). Como
consecuencia del aprisionamiento por parte del

Figura 24.
Conidioforo

(C) y conidias

(Cn) de

Verticillium

lecanii .

(lOOOX).

MEB
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Figura 25. L'ri.'<Jinios¡v)ras de Hemilcia vasUiIrLx (U)
rodeadas por hifas de I ataromyces wortmannii (H). MHB.
(ISOOX).

Figura 28. liifas (H) de TaUiromyces wortmanntt
penetrando urediniosporas (U) y apresono (A ) de Heinile"'
vaslatrLx. (1.50()X).

Figura 26. 11 ifas (11) ácTakiromyces wortmannii rodeando
urediniosporas (U) de Ilemileia vastatrix. MIÍl). (60(1X).

!L'
Figura 27. I litas ( H ) de Talaromyres wortmannii saliendo

de uredmiospora (U )dcHemileia vastatrix. MFH. (2(K)()X).

micelio de T. wortmannii pudieron ser observa
das defomiaciones en las urediniosporas y

vaciado ya indicado (Figuras ."ÍO y .SI).

La investigación nos pennite concluir que
los antagonistas V. leranii y 7'. wortmannii so"
controladores biológicos del parásito //.
trix y su aplicación debe hacerse en los primeros
estados de desíarollo de la enfermedad, a partu"
del grado 4, según la escala de Legui/íunón (
y no descartar grados .5 a 7 de la tnisma escala,
lo cucü redundaría en distninución de inóculo
residual y potencial íú reinició de los ciclos
epidémicos. Además, es necesímio tener en cuenta
el periodo de incubación y período de latencia
(PI y PL) de la roya del cafeto.

Las observaciones de la interacción, patógc-
no-hiperp;u-ásito demostrimon que V''. lecanii pe
netró solíunente las urediniosporas maduras do
//. vastatrix y no .se evidenció su penetración en
urediniosporas inmaduras o en micelio.

La microscopía electrónica de tríuisinisid'^
(MET) pennite estuditu" con detíille los eventos
nucleares y citológicos que se presentan en las
uredinosporas, su desarrollo y maduración. Esto
podrá ayudar a entender los procesos
bioquímicos involucrados en la resistencia a la
infección del bongo.
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Figura 29. Ruptura de la pared de urediniospora (U) de
roya (Hemileia vaslalrix). cau.sado por la acción de
lalaroinyres wortmannii. Obsérvese la pérdida de su
contenido. MKB, (lOOOX).

..'/■I Figura 30.
Deformación y
pérdida del
contenido de
urediniosporas
de roya (U)
causada por la
acción del
hongo
Talaromyces
worírnannii.
Presentan
compresión de
sus paredes.
MEB. (800X).

r

/ 50um
Figura 31. Deformación de urediniosporas de Hemileia
vaslalrix pir efecto de Talaromyces worimannii. MEB.
( intlOX).

La microscopía electrónica de barrido (MEB)
proporciona una valiosa información sobre la
morfología en forma tridimensional del modo de
penetración de los hipeiparásitos y del patógeno.
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