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RESUMEN
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Mediante observaciones morfolégicas y ultraestructurales fue estudiado ¢l estado mas susceptible de
Hemileia vastatrix Berk. y Br., al ataque de Verticillium lecanii'y Talaromyces wortmannii . Se wtilizé
microscopia electronica de barrido (MEB) y de transmision (MET) en tratamientos con inoculaciones de
los antagonistas en tres tiempos: simultaineamente, 10 y 24 horas después de aplicado H. vastatrix al
follaje. Las muestras inoculadas con Hemileia vastatrix y el antagonista, no presentaron colonizacion de
los tejidos foliares del susceptivo (MET); en el tratamiento diez horas después se observo micelio de H.
vastatrix dentro del mesofilo: 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 observé colonizacion en los haces vasculares. V. lecanii penetro la pared de las urediniosporas de
H. vastatrix (MEB), causando pérdida de espinas y cambios en tamafo y forma. T. wortmannii rodeo las
urediniosporas maduras y apresorios de H. vastatrix rompiendo sus paredes (MEB). La accion de 7.
wortmannii y V. lecanii fue evidente sobre urediniosporas maduras, estado mas susceptible al parasitismo.,
con posterior accion parasitaria sobre el apresorio en el caso de T. wortmannii.

Palabras claves: Café, Hemileia vastatrix, Verticillium lecanii. 'I'alammyrcs wortmannii, roya del

cafeto, control bioldgico, microscopia clectronica.

ABSTRACT

antagonist at three times: simultaneously, 10 and 24 hours after
isolates. Susceptible tissue colonization (TEM) was absent i
pathogen - antagonist; mycellium of H. vastatrix inside the mesophyl was observed in the 10 hours
treatment: for the 24 hour treatment the foliar tissuc was completely colonized by pathogen both inter and
intracellularly, in the spongy parenchime and palisade. Colonization in the vascular bundles was not

application on the leaves with pathogenic
n the simultancous inoculation treatment

rrounded maturing urediniospores and apressoria of H. vastatrix
breaking their walls (SEM). The action of T. wortmanniiandV. lecaniiis exerted on mature urediniospores.

This is the most susceptible stage to parasitism and to subsequent parasitic action on the apresoria by T.
wortmannii.
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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 més conocidos
hasta el momento, con mas de 5000 especies,
muchas de ellas de gran importanciaeconémica
y con patégenos reconocidos en més de 200
familias de plantas vasculares (2). Lasroyas son
pardsitos biotrofos obligados con una estricta
especializacién por el hospedante. La roya del
cafeto es una de las enfermedades més 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 quimi-
co.

La resistencia es un fenémeno general en
las plantas (27); su naturaleza puede ser de-
ducida de diferentes origenes (30). Para el
control por resistencia genética en Colombia
hasta el presente han sido sembradas cerca de
400.000 hectareas, con la variedad Colom-
bia. variedad resistente desarrollada en Ceni-
café.

Para el control quimico de la roya del cafeto
han sido empleados con éxito fungicidas
sistémicos y protectores; estos quimicos inhiben
la germinacion. crecimicnto, multiplicacion del
patégeno o tienen un efecto letal en €1 (1). Elalto
costo de la mano de obra. equipos, fungicidas y
el deterioro del ambiente han venido limitando
Su uso.

En los dltimos afos ha cobrado un conside-
rable interés cientifico el estudio de
hiperparasitos 0 microorganismos antagonistas
de patégenos de plantas, con el propésito de
emplearlos en programas de manejo integrado
de enfermedades (1). En el caso particular de la
roya del cafeto este método de control atin no ha
sido lo suficientemente desarrollado para ser
recomendado en campo.

El estudio del micoparasitismo como método
de control biolégico de enfermedades de plantas
ha llamado la atencién a numerosos autores (3, 5,
26). Algunos de estos estudios han sido con dife-
rentes especies de royas (7) conlas cuales hansido
realizadas observaciones de tipo ultraestructural
(4). Rosillo (29) encontré que aislamientos de
Verticulium lecanii y Tolaromyces wortmannii
presentaron los porcentajes de inhibicién mas
altos en pruebas de antagonismos con extractos
metab6licos sobre la germinacién de
urediniosporas de H. vastatrix. Estos extractos
causaron en las urediniosporas pérdidas de espi-
nas y de la capacidad de tincién con azul de
lactofenol, desintegracién y en las que germina-
ron hubo deformacién del tubo germinativo (29,
33). V. lecannii ha sido registrado en 4reas tropi-
cales y subtropicales, parasitando insectos, royas
y mohos de plantas, macrohongosy también vive
sobre suelo en forma saprofitica, sobre alimentos
o sobre materiales de plantas (13, 10). ELhongoV.
lecanii ataca insectos, dcaros y hongos
fitopatégenos de la clase Basidiomycetes que
causan las royas en las plantas. Eninsectos hasido
encontrado afectando especimenes de los 6rdenes
Homéptera, Coledptera’y Lepidéptera (6).

Leguizamén et al (19) observaron que el
micelio y conidias de 15 dias del hiperpar4sito
V. lecanii, afectaron la germinacion de
urediniosporas de H. vastratix, sus periodos de
incubacién y latencia y la tasa de infeccion. El
cultivo licuado y el extracto metabélico del
mismo antagonista afect6 la evolucion de las
Jesiones y la germinaci6n de urediniosporas de
H. vastratrix (8, 9. 33). El efecto fue determina-
do por la inhibici6n total de la germinacién y
algunos cambios morfolégicos en las
urediniosporas. Las hojas asperjadas con V.
lecanii mostraron al micelio del hongo forman-
do redes alrededor de las urediniosporas de
roya,enelsitiode penetracion al estoma (8,9,33).

T. wortmannii es considerado como buen
controlador puesto que crece rdpidamente, pro-
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duce gran cantidad de conidias que se dispersan
facilmente y en laboratorio ¢ invernadero cau-
san inhibicion en alto porcentaje (29).

Se observé también esporulacion de V.
lecanii en urediniosporas de /. vastatrix, me-
diante microscopia electrénica de transmision
(MET) y de barrido (MEB) en la asociacién de
H. vastatrix con V. lecanii. El estado final de la
infeccion causa una degeneracion progresiva de
las urediniosporas con el consecuente colapso
de toda su estructura (20).

La presente investigacion tuvo por finalidad
determinar ¢l momento apropiado en el cual los
antagonistas V. lecanii y T. wortmannii deben
ser inoculados y conocer cual estado del desa-
rmollo de /. vastatrix es mas susceptible al
ataque. Ademds, para observar su efecto sobre
el desarrollo del hongo y conocer mediante
observaciones histolégicas el efecto de los dos
hiperparasitos 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
biolégico. en especial el hiperparésito T. wort-
mannii ¢l cual hasta el momento no habia sido
registrado en Ia literatura.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El presente trabajo se realiz6 en
el Centro Nacional de Investigaciones de Café.
Cenicafé, localizado a 5°00' Norte, 75°36' Oes-
(C. con una temperatura media de 21.5°C, una
precipitacion anual de 2125,2 mm y una altitud
de 1310 msnm (1).

La observacion y evaluacion de los tejidos,
asi como latoma de placas fotograficas en MET
y MEB fueron llevadas a cabo en la Unidad de
Microscopia Electronica de la Universidad del
Caucay delaUniversidad de Antioquia, respec-
tivamente.
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Material vegetal. Estuvo constituido por hojas
individuales seleccionadas del segundo par su-
perior de plantulas de Coffea arabica L. varie-
dad Caturra de 4 meses de edad, sembradas en
bolsas de polietileno llenas con suelo y pulpade
café descompuesta en proporcién en volumen
de 3:1. Las plantulas permanecieron en vivero
y no recibieron aplicacién de ningun fungicida.

Preparacion de camaras hamedas. En cajas
de plastico transparente desinfestadas fueron
colocadas esponjas sintéticas previamente este-
rilizadas en el fondo de la caja. las cuales fueron
remojadas ¢naguadestilada estéril formandoen
la superficic de la esponja una ligera capa de
agua (18).

In6culo. Para prepararlo se recolectaron
urediniosporas de roya H. vastatrix Berk. ¥
Br.raza XVII (v, v, vq) de hojas de plantas de
café var. Caturra, previamente inoculadas €n
el laboratorio. mediante raspado directo de
las lesiones con cdpsulas de gelatina. Las
urediniosporas fueron depositadas en un vaso
de precipitado con 50 ml de agua destilada y
suspendidas mediante agitacion en ultrasoni-
do durante 30 segundos. El volumen de agud
fue ajustado a 100 ml para conscguir la con-
centracion de 75 X 10° urediniosporas d¢
roya por mililitro de agua y la suspension s¢
mantuvo en agitacién magnética continua
durante el proceso de inoculacién con el fin
de homogencizarla (18).

Inoculacion por gota. Se colocaron hojas
desprendidas de las ramas dentro de célnarz}S
himedas con la haz en contacto con la esponja
y posteriormente se inocularon con und
micropipeta, depositando 8 gotas individuales
de S microlitros de la suspension en ¢l envés d¢
lahoja, en cada espacio intervenal alado y lado
de la hoja. Luego las hojas permanccieron €n
camara de crecimiento a una temperatura pro-
medio de 23°C. humedad a saturacion y ausen-
cia de luz durante 24 horas. Posteriormente
fueron dejadas en penumbra durante 12 horas @




temperatura ambiente y finalmente en el la-
boratorio a 23°C y fotoperiodo de 12 horas luz
(18).

Produccion aséptica de roya. Cuando las hojas
presentaron grado 3. segun la escala de infec-
cion definida por Leguizamén (18), la cual
describe ¢l desarrollo de la lesion a través del
ticmpo. se desinfectaron limpiéndolas con un
algodén humedecido con agua jabonosa (teepol),
y se lavaron con agua destilada. Luego fueron
colocadas en camara de flujo laminar en un vaso
de precipitado estéril que contenia hipoclorito
de sodio y dispersante (tween 80 art. 822187
Mecrck) durante 10 minutos y lavadas durante
tres veces consecutivas con agua destilada esté-
ril. Por dltimo fucron depositadas en cajas de
petri que contenian en el fondo papel filtro
humedecido con agua destilada estéril.

Estas permanccieron en camara de creci-
micnto a 23°C, con alternancia de 12 horas de
luz. y 12 horas de oscuridad. hasta cuando hubo
csporulacion. Después de obtenido el inéculo
puro se¢ inocularon las hojas desinfestadas. La
inoculacion y la desinfestacion de hojas fue
realizada segun el método descrito (18).

Obtencion del cultivo licuado de V. lecanii Y
T. wortmannii. Las cepasde V. lecanii (Cenica-
f¢ 157) y T. wortmannii (Cenicafé 151), fueron
cultivadas cn medio sabouraud (SDA) y papa-
dextrosa-agar (PDA), respectivamente. Poste-
riormente fueron transferidas a 100 ml de caldo
sabouraud (CS) y caldo papa-dextrosa (CPD)
contenido en vasos de precipitado de 250 ml. El
cultivo sc¢ dejo por un periodo de 12 a 15 dias.
con alternancia de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad a 22°C. y posteriormente se obtuvo
asépticamente ¢l 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-
cion del cultivo licuado de V. lecanii y T. wort-
mannii se realizo simultAncamente (tratamien-

to 1).alas diez horas (tratamiento 2),y alas 24
horas de haber inoculado con roya (tratamiento
3), esto con el fin de evaluar germinacion y
esporulacién en las lesiones (la concentracion
del cultivo fue de 1 X 10° conidias/ml). Las
hojas fueron mantenidas inicialmente en cAma-
ra himeda saturada durante 24 horas en condi-
ciones de temperatura y humedad relativa Opti-
mas para el desarrollo de la roya (19).

OBSERVACIONMICROSCOPICA. Seem-
plearon técnicas de microscopia éptica y elec-
trénica con el fin de dar cumplimiento a los
objetivos propuestos en el experimento. Estas
permitieron observar las rutas de penetracion y
modos de accién de los antagonistas sobre la
roya, asi como efecto de los antagonistas sobre
los tejidos de la hoja; ademds se estudi6 la
histologia, morfologia y anatomfa de H. vasta-
trix y de los dos antagonistas.

Microscopia optica de trasluz (MOT). Se
procesaron muestras de hojas inoculadas con
roya y asperjadas con cultivo licuado de V.
lecanii o T. wortmannii, segun el procedi-
miento de inclusién en resina "spurr” utiliza-
do para el estudio de tejidos en hojas jovenes
(Tabla 1). En este material fueron realizados
cortes semifinos de un espesor entre 0,5um -
Ium al ultramicrétomo LKB, los cuales fue-
ron tefiidos con azul de toluidina y observa-
dos a través del microscopio de luz Axiophot.
(ZE1ZZ D-7082).

Microscopia electronica. La ultraestructura y
morfologia tanto de H. vastatrix como de sus
antagonistas V. lecanii 'y T. wortmannii fue
estudiada mediante las técnicas que a continua-
cién se describen:

Microscopia electronica de Transmisién
(MET). Una vez seleccionado el tejido en
microscopia Optica se observaron subpirdmides
paraobtener cortes ultrafinos en el ultramicromo
de un espesor entre 200 a 600 A; estos cortes
fueron tefiidos con citrato de plomo y observa-
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. iv T
J ¢ de H. vastatrix, V. lecanii y
TABLA 1. Procedimiento "SPURR" para la observacién de la ultraestructura de

wortmannii.
PROCESO TRATAMIENTO TIEMPO
FIJACION Kamoswky 12 horas
LAVADO Cacodilato buffer 15 minutos
POSTFIJACION Tetraéxido de Osmio 1% I hora
LAVADO Cacodilato buffer 15 minutos
DESHIDRATACION Etanol 25-90% 1 hora
Etanol 100% 15 minutos
Acetona 30 minutos
IMBIBICION Resina-acetona 3 horas
Resina 100% 1 hora
POLIMERIZACION Resina 48 horas

dos al microscopio electrénico de transmisién
de la Universidad del Cauca. (JEOL 1200 EX).

Microscopia electrénica de barrido (MEB).
(Tabla 2) Mediante glutaraldehido al 3% con
fosfato buffer 0.1M (Solucién Sorensen) a
PH=72y a4°C fueron fijados uredos pustulas
de royainoculados con V. lecanii y T. wortman-

nii. Las muestras fijadas se lavaron con fosfato
buffer (0.1M), postfijadasen OsO , deshidratadas
en series ascendentes de alcohol y se secadas
bajo CO, liquido en unsecador de punto critico.
Las muestras secas fueron Cubiertas con oro y
observadas al microscopio electrénico de

barrido de la Universidad de Antioquia
(HITACHI S-510) (20).

20 Cenicafé, 47(1): 16-31. 1996

RESULTADOS Y DISCUSION

Microscopia 6ptica de trasluz. El tejido fOll.f“i
del café no fue colonizado por H. vastair’
cuando fueron aplicados los tratamientos

lecanii yT. wortmannii en forma simullanfia 002
H.vastatrix (Figuras 1y 2).Enlos tratamlemo;
en los cuales se aplic6 el antagonista 10 horas
después de haber sido inoculadas las hojas €O
roya, se observé el patégeno colonizando 1aS
c€lulas alrededor de la cAmara subestomatica. Y
en células del parénquima esponjoso y de empa-
lizada (Figuras 3y 4). Se encontré ademas una
mayor colonizacion en los tejidos tratados con

V. lecanii que en aquellos tratados con
wortmannii.




TABLA 2. Procedimiento para observar la morfologia de H. vastatrix, V. lecanii Y T. wortmananii.
PROCESO TRATAMIENTO TIEMPO
FIJACION Glutaraldehido 3% 16 h
[LLAVADO Fosfato buffer 0,1M 30 min.
FIJACION Tetraéxido de osmio 1% lh
[LAVADO Fosfato buffer 15 min.
DESHIDRATACION Etanol 17 h 40 min.
SECADO Acetato de amilo 20 min.
CUBRIMIENTO Oro 4 min.

En las muestras de los tratamientos inocula--

dos 24 horas después de haber sido aplicado el
patogeno se observéd una total colonizacion de
las células del mesofilo ¢ hifas de H. vastatrix
dentro y fuera de las cllas, asi como también
cambios en la posicion de los cloroplastos, esto
es.de laformacentrifugaalacentripeta (Figuras
5y 6). Los tejidos vasculares no fueron coloni-
zados (Figura 10).

Matsouka y Vanctti (9) observaron en plan-
tas de café resistentes y susceptibles que hubo

oy F >/ EPl|
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Figura 1. Corte transversal de tejido foliar sano de Coffea
arabica var. Caturra. No presenta colonizacion después de
la inoculacion simultanea de  Hemileia vastatrix 'y
Verticillivun lecanii. Lprdermis supernor (EPS). Epidermis
mferor (EPD. Parenquima esponjoso (PES). Parénquima
de empalizada (PE). Haz vascular (HV). Cloroplastos (C)
en posicion centrifuga (40X).

0y B

colonizacion intercelular de H. vastatrix alcan-
zando el tejido de empalizada y que los tejidos
vasculares no fueron colonizados. Solamente en
la reaccion susceptible el ciclo infeccioso fue
completoy se presentd laformacién de uredinios
esporulantes en los estomas.

En los tratamientos 2 y 3 (10 y 24 horas) se
observé queelciclode infecciéndeH. vastatrix
ocurri6 completamente con presencia de
urediniosporas (Figura 7), y formacién de
haustorios (Figuras 8 y9). Estas estructuras han

Figura 2. Corte transversal de tejido foliar sano de Coffea
arabica var. Caturra después de la inoculacién simultanea
deHemileia vastatrix yTalaromyces wortmannii . Obsérvese
que el tejido no presenta dano histoldgico y no hay
presencia de estructuras fungicas. Parénquima esponjoso
(PES). Parénquima de empalizada (PE). Epidermis superior
(EPS). Epidermis inferior (EPI). Haz vascular (HV). (20X)
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Figura 3. Corte transversal de tejido foliar de Coffea
arabica var. Caturra inoculacion con Verticillium lecanit,
10 horas después de haber sido inoculado el tejido con
Hemileia vastatrix. Obsérvese las hifas (H) de H. vastatrix
en el parénquima esponjoso (PES), asi como también la
desorganizacion 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 més gruesa y su cuerpo tiene forma de
campana. Bushnell (1972) citado por Rodrigues
(28), describi6 un haustorio como un 6rgano
especializado, el cual se forma dentro de la
c€lula hospedante viviente, como una ramifica-
cion de una hifa o tallo extracelular (o
intracelular), que finaliza su ciclo de vida en la

e
Vi

Figura 4. Corte transversal de tejido foliar de Coffea
arabica var. Caturra. Inoculacién con Talaromyces
wortmannii, 10 horas después de haber sido inoculado el
tejido con Hemileia vastatrix. Obsérvese las hifas (H) de
Hemileia vastatrix localizadas inter e intracelularmente en
el parénquima esponjoso (PES). (40X)
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Figura 5. Corte transversal de tejido foliar de Coffed
arabica var. Caturra. Inoculacion con Verticillium leC'a"”'
24h después de haber inoculado con Hemileia vastatrix. Se
observa colonizacion del tejido folar por parte del patogeno
Hemileia vastatrix. Hifas (H). Uredinio (U). (20X)

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

Las muestras de inoculaciones de V. lecantt
y T. wortmannii sobre hojas sanas de C. arabi-
ca, se observaron al microscopio Optico de luz.
notandose que el tejido foliar no fue afec;(ado
(Figura 11). Este trabajo reconfirma lo regista-
doporVélez(33),Oliveira (24) y Leal et al.(17_)_
quienes aplicaron cultivo licuado de V. lecant

CLIEIDI B

Figura 6. Corte transversal de hojas de Coffea arab’:m .
var. Caturra. inoculadas con Talaromyces wortmannil. 2.
después de haber inoculado con Hemileia vastatr™:
Obsérvese la disposicion de los cloroplastos (C) en form?
irregular (100X).




Figura 7. Detalle de uredinio (U) de Hemileia vastatrix;
urediniosporas (Ur). Corte transversal de tejido foliar de
Coffea arabica var. Caturra (100X).

-— Ha

Figura 8. Haustorio (Ha) de Hemileia vastatrix en célula
de epidermis superior (EPS). Corte transversal de tejido
foliar de Coffea arabica var. Caturra (100X).

Figura 9. Haustorio de (Ha) de Hemileia vastatrix en
célula del parénquima esponjoso. Corte transversal de
tejido foliar de Coffea arabica var. Caturra (100X).

sobre hojas de C. arabica inoculadas con H.
vastatrix y no observaron cambios en su anato-
mfa foliar. Los hongos V. lecaniiy T. wortman-
nii tienen la capacidad de proliferar s6lo en las
éreas de la hoja que albergan lesiones de roya.
Este comportamiento sugiere que los
hiperparésitos utilizaron como sustratoel micelio
y las urediniosporas de roya (Figuras 12 y 13).

Las hojas sanas asperjadas con el cultivo de
V. lecanii no mostraron ningiin cambio aparen-
te en su morfologfa en relacién con el testigo.
MacroscOpicamente se apreciaron vestigios del
cultivo licuado del hongo que no proliferaron ni

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

Figura 11. Corte transversal de tejido foliar de Coffea
arabica var. Caturra inoculada con Verticillium lecanii.
Noétese que el tejido no presenta ningin dafio. Parénquima
esponjoso (PES). Parénquima de empalizada (PE). (20X)
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Figura 12. Urcdiniosporas de Hemileia vastalrix
colonizadas por Verucillium lecanii.

Figura 13.
colonizadas porTalaromyces wortmannii.numeradas como

2.5.7y9

Urediniosporas de Hemileia vastatrix

afcctaron Ia morfologia de la hoja en condicio-
nes de humedad (23).

Durante el desarrollo de la investigacion se
observo la fase perfecta del hongo T. wortman-
nii asi como su fase imperfecta perteneciente a
Penicillium kloeckeri(IMI360420) cuya fidlide
caracteristica presenta abundante conidiacion
(Figura 14).

MICROSCOPIA ELECTRONICA. Micros-
copia electronica de transmision. Se observo
micelio de H. vasiatrix en los espacios
intercelulares y enlascélulas de los parénquimas
de empalizada y esponjoso. de los cortes trans-
versales de las hojas correspondientes a los
tratamicntos 2y 3 (10 y 24 horas) de aplicado el
hiperparésito (Figuras 15 y 16). Este resultado
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Figura 14. Fialides de Penicillium kloeckeri anemorfo QC
Talaromyces wortmannii. Notese la abundante comdiadQH
caracteristica del género. Conidia (C). Fiahde (F).
Conidioforo (Cn). (40X).

fue también observado por Spencer y Atkey
(32) en MET en cortes transversales de hojas de
trigo infectadas con  Peniccillium recondita.
Las observaciones de la ultracstructura foliar en
hojas sanas de café no evidenciaron desarreglos
ultracstucturales en los cloroplastos (Figura 17a)-
Se observaron cloroplastos en proceso de dege-
neracion (desintegracion de las membranas c¢-
lulares y de los tilacoides) por efecto del parzwi'
tismo de /1. vastatrix; también fucron observa-
dosenlos tratamientos 2 y 3 (Figura 17b). EStOS
resultados también fueron registrados por Rijo

Figura 15.
Microfotograf1a
del corte
transversal de
tejido folar de
Coffea arabicd
var. Caturra.
MET.
Penetracion de
hifas (H) de
Hemileia
vastatrix en los

tejidos del
parénquima d¢
empalizada.
(2000X)




Figura 16.
Corte
transversal de
tejido foliar de
Coffea arabica
| var. Caturra.

MET. Hifas
(H) de
Hemileia
vastatrix
colonizando
parénquima
€sponjoso
(PES). (300
0X)

y Sargent (26). Heat realiz6 un trabajo sobre la
ultraestructura de laroyadel frijol y observo que
la invasion del hongo en la célula hospedante
presentaba desorganizacion de las membranas
deltonoplasto. plasmalema, nicleo, mitocondria,
microcuerpos y reticuloendopldasmico. Este autor
describe que la desintegracion de la grana del
cloroplasto actia de manera tardia en compara-
cion con los otros organelos presentes en la
célula.

Lapared de las hifas de H. vastatrix presenta
tres capas: interna, media y externa (Figura 18)
y algunas hifas presentaron ruptura de sus
paredes, esto debido a la accién 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 estd
compuesta por tres capas de células, la internaes
fibrilar, la media es amorfa y la externa es de
coloracién negra; al parecer presentan propie-
dades adhesivas (mucilago).

Microscopia electronica de barrido (MEB).
La observacion de uredinios de H. vastatrix en
el microscopio electrénico de barrido, mostré
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 interaccién entre Puccinia
graminis var. tritici y V. lecanii 'y encontraron
al hiperparésito entre las urediniosporas de la
roya, después de 24 horas de inoculacién. Ob-
servaciones al microscopio electrénico de esta

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). Lipidos
(L). MET. (15000X)
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Figura 18.
Corte
transversal de
hifa de
Hemileia
vastatrix.
MET.

Se observan
cuerpos
lipidicos (Cl),
aparato de golgi (dictiosomas (D)), nbosomas (R). Capas
de la pared de las hifas: intena (Ci), media (Cm) y
externa (Ce). (12000X)

Figura 19.
Corte
transversal de
una hifa de
Hemileia
vastatrix.
MET. Capas
en proceso de
desintegracion:
Interna (Ci).
Media (Cm).
Externa (Ce).
(20000X).

Figura 20.
Detalle de
urediniospora
de H. vastatrix
madura. MEB.
SL.. superficie
lisa: SE.
superficie con
espinas.

(3000X).
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interaccion confirmaron que la penetracion dl
recta depende fundamentalmente de la capaci-
dad enzimatica de V. lecanii (20).

Mendgen (22), no registré ataque de tubos
germinativos de V. lecanii a Puccinia striiformis.
invitro pero, en hojas de trigo las hifas del
hiperparésito crecieron internamente y alrede-
dor de las urediniosporas.

La mayoria de las urediniosporas fueron
invadidas por hifas de V. lecanii, las cuales
destruyeron el contenido de la urediniospora.
causando deformacién (Figura 22). Frecuente
mente se observé la penetracion de la pared de
laurediniospora de roya y en algunos casos. und
sola urediniospora fue invadida por més de una
hifa del hiperpardsito (Figura 23). El
hiperparédsito V. lecanii actia mediante P&
netracion y muerte de urediniosporas de roya
en la pistula; de esta manera, el hiperpardsito
reduce el grado de infeccidn en la hoja (13.
20, 21, 22).

Se observé efecto de lisis  sobre ure”
dinosporas no germinadas ¢ indujo la salida del
contenido interno de la uredinospora. Sin ¢m”
bargo. en algunos casos ¢l rompimiento WY
lugar después que las esporas iniciaron el crect”
miento de su tubo germinal. En este caso ¢l tub0
germinal s¢ hinchG y rompi6 por un extremo Y
el contenido comenzé a vaciarse, resultado
registrado también por Silveira er al. (31)-

Loccieral. (20). observaron mediante MET
y MEB a V. lecanii penctrando a través d¢ 1a
pared de las urediniosporas de H. vastatrixy cl
estado final de la infeccién produjo una dege”
neracion de las urediniosporas.

Mendgen er al. (23). indicaron que diferen”
tes aislamientos de V. lecanii actian en la actl
vidad quinolitica y de disolucién de las paredes
de las urediniosporas de varias royas. L2
interacciones entre  urediniosporas de !
graminis var. ritici y V. lecanii al microscopi




Figura 21.
Hifas de
Verticillium
lecanii
cubriendo
urediniosporas
de Hemileia
vastatrix
(3000X).
MEB.

Figura 22. Fotomicrografia. Hifas de Verticillium lecanii
penetrando una urediniospora de Hemileia vastatrix. MEB.
Se observa pérdida de espinas, cambio en la forma y
tamano de la misma. (3000X)

Figura 23.
Invasion de
urediniospora
de Hemileia
vastatrix por
vanas hifas de
Verticillium
lecanii.
(3000X).
MEB.

electrénico, después de 72 horas, registraron
disolucién casi completa del contenido de la
uredinospora por efecto del hiperparésito (14).
La invasi6n parece ocurrir por digestién y mu-
chas veces se observé una pequeiia drea trans-
parente delante de la pared. Esta drea transpa-
rente presenta tincién intensa, indicando la co-
lonizacién del material digestivo de la pared
(13).

V. lecanii presenta conidi6foros delgados y
verticilados; conidios solitarios, ameroconidios,
pero en sucesion en el dpice del conidiéforo
ramificado, de aparienciaovoide 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
patégeno, este fenémeno 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 penetracién del micelio en las
urediniosporas se observé 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 .
(1000X).
MEB
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Figura 25. Urediniosporas de  Hemileia vastatrix (U)
rodeadas por hifas de Talaromyces wortmannit (H). MEB.
(1500X).

Figura 26. Hifas (H)dceTalaromyces wortmannii rodeando
uredmiosporas (U) de Hemileia vastatrix. MEB. (600X).

Figura 27. Hifas (H) de Talaromyces wortmannii saliendo
de urediniospora (U) deHemileia vastatrix. MEB. (2000X).
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Figura 28. IHifas (H) de Talaromyces »s'()rlrrxaflllfi
penetrando uredimosporas (L) y apresono (A) de Hemileia
vastatrix. MEB. (1500X).

micelio de 7. wortmannii pudieron ser observas
das deformaciones en las urediniosporas y cl
vaciado ya indicado (Figuras 30y 31).

La investigacién nos permite concluir que
los antagonistas V. lecanii y T. wortmannit SO0
controladores biolégicos del pardsito /. vasta
rrix y suaplicacion debe hacerse en los primeros
estados de desarrollo de la enfermedad. a partif
del grado 4. segin la escala de Leguizamon ( 18)
y no descartar grados 5 a 7 de la misma escala.
lo cual redundaria en disminucién de inéculo
residual y potencial al reinicié de los ciclos
cpidémicos. Ademas, es necesario teneren CUC“?Zl
¢l periodo de incubacion y periodo de Jatencid
(PI'y PL) de la roya del cafeto.

Las observaciones de la interaccion. patoge”
no-hiperparasito demostraron que V. lecanii p&”
netr6 solamente las urediniosporas maduras de
H.vastatrix y no se evidencio supenetracion e
urediniosporas inmaduras o ¢n micelio.

La microscopia electronica de transmision
(MET) permite estudiar con detalle los eventos
nucleares y citoldgicos que se presentan ¢n las
uredinosporas, su desarrollo y maduracion. EstO
podra ayudar a cntender los procesos
bioquimicos involucrados en la resistencia @ la
infeccion del hongo.
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Figura 29. Ruptura de la pared de urediniospora (U) de
roya (Hemileia vastatrix), causado por la accién de
Talaromyces wortmannii. Obsérvese la pérdida de su
contenido. MEB. (1000X).

Figura 30.
Deformacion y
pérdida del
contenido de
urediniosporas
de roya (U)
causada por la
accié6n del
hongo
Talaromyces
wortmannii.
Presentan
compresion de
sus paredes.
MEB. (800X).

Figura 31. Deformacion de urediniosporas de Hemileia
vastatrix por efecto de Talaromyces wortmannii. MEB.
(1000X).

Lamicroscopia electr6nica de barrido (MEB)
proporciona una valiosa informacién sobre la
morfologia en forma tridimensional del modo de
penetracion de los hiperparasitos y del patégeno.
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