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HONGOS QUE ATACAN LA ROYA DEL CAFE:
UN BREVE COMENTARIO*
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INTRODUCCION

Los hongos son el grupo de microonganismios
miis numeroao en of planeta, estimandose en forma
conservadora que existen 1.5 millones de especies, de
lis cuales tinicaments se conocen menos de 100,000
(Hawlksworth, 1991},  Aungue los hongos mis
conocidos son macroscapicos, comao los champifiones
comestibles, ln mayoria son oTEANISMos mKToscopicns
que se reproslucen por medio de esporas. Al germinar,
ias esporas dan origen a diminutos filamentos
HNamados hifas, que en comjunbe se CONOCEN COHTIO
micelio, una etapa de crecimiento previa a la
formacion de nuevas esporas. Todos los hongos
carecen de clorofila y por lo tanto no pueden
fotosintetizar su propie alimento,  Esto implica que
deben obtener sus nutrientes del sustrato en que
creven, sea de manera saprofita sobre materia orgdnica
muerta, o parasitica sobre otros seres vivos, De las
espiecies de hongos conocidas, apenas unas 51 son
pardsitos e humanos, pero mis de S000 atacan y
causan enfermedades en plantas (Agrios, 1988), lo cual
explica su importancia agricola. Con relativamente
poca freceencia se encuentran hongos hiperparésitos,
g5 decir que atacan agresivamente a otro hongo, v
comnstituyen un agente de control bioltgico del hongo
parisity. En este estudio se presentan experimentos
realizados con varios hongos hiperpardsitos sobre 1a
rova del café, v se analiza su potencial como agentes
e control biolbgico.

La enfermedad

La rova del café inducida por el hongo
Hemileln vastatrix es una de las enfermedades
especiticas de las diferentes variedades de la planta
de café (Coffea arabica; Rubiaceas)Waller, 1985),
siendo considerada poralgunos investigadores comao
unn de las enfermedades mas serias de este cultnrn
(Wellman, 1972 Thurston, 1984; Agrios, 1988).
considern que se origing asociada al café ﬂil'-'eslm en
Etiopia, siendo reportada su presencia en café

cultivado en Sri Lanka en 1864, Fue detectada en el
continente americano en 197 en plantaciones en Bra-
ril {Kushalappa & Eskes, 1989). Desde entonces se ha
extendide al resto de paises latinoamericanos
productores de café, detectindose en Guatemala en
dicternbre de 1980 (Schieber & Zentmver, 1984). La
infeccion ocurre en la cara inferior de las hojas,
desarrollindose primero como pegquenos circulos
amarillo-anaranjadoes de 1-2 mm, los cuales lnego
crecen transformando su color 8 un anaranado intense
y adquiriendo una apariencia superficial pulverulenta,
El proceso de la infeccidn consiste en la penetracion
de la espora a traves de la estoma, colonizacion,
gsporulacion y disemdnacion de las esporas
{Kushalappa v Eskes, 1989). Cada uredocuerpo o
estructura del hongo en donde se gestan las esporas
en la lesion produce de 4 a 6 cosechas de esporas en
un periodo de 5 meses, estimindose que cada lesion
puede producir de 300 a 400,000 uredosporas (MoCain
& Hennen, 1984), La enfermedad no mata la planta,
sin embarge la afecta profundamente ya que ocurre
una defoliacion prematura de las hojas infectadas.
Como consecuencia de lo antertfor, existe una
reduccion del crecimiento vegetative normal que, a
la larga, con otros efectos de stress, disminuyen la
productividad de la cosecha (Waller, 1985),

El control de la enfermedad

El control guimico consiste en aspersiones de
tungicidas durante la estacion de Huvias, Fungicidas
de registro comercial a base de cobre se emplean
preferentemnente en dosis de 3-5 kg ha, en intervalos
de 4-6 sernanas (Fulton, 1984; Waller, 1985). También
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s¢ han combinade con este tratamiento algunos
fungicidas sistémicos {Javed, 1984) entre los que
sobresale ¢ triadimefon aplicado una o dos veces por
cosecha (Fulton, 1984). Con esta metodologia se
mantiene un nivel bajo de infeccion en el rango de un
15-20 " del control {sin tratamiente quimico), Se ha
informado que el emplen continuado de este
programa de control ha sido causa de algunos efectos
adversos, por ejemplo, apariciones bruscas y masivas
del minador de hoja (Levesptere coffeells; Insecta; Lepi-
doptera) v la acomulacion de cobre en los suelos de
las plantaciones cuyes efectos a largo plazo se
desconocen (Fulton, 1984), Asimismao, a juicio de los
autores, no existe documentacion al respecto de una
acumulacion de cobre residual en subproductos del
caté como la pulpa, que de existir provocaria una
contaminacion de aguas superficiales,

También = encuentran programas activos de
desarrollo de variedades resistentes a Ias diferentes
razas del hongo (Rodrigues, 1984). La atencion se ha
concentrado en la seleccidn de poblaciones de
varledades hibridas de café interespecificos, come el
Catimor ¢ leatid, desarrollados en Colembia v Brazil
{Kushalappa y Eskes, 1984}, Existen también
actividades de investigacion bdsica para entender la
intéraccion entre el hongo v la planta previo v du-
rante la infeccidn, con el objetivo de buscar los
compuestis quimicos de defensa natural que puedan
existir (Morales, 1984).

Los enomigos naturales mas importantes de
ln roya hasta ahora reportados son todos hangos
hiperpardsitos como Verticiilium Iecamii (antes
conocido como V. henileins), V. leptobactram, V.
paalliotae, Cladospariim hentileiar v Peranectria hemileine
(Kushalappa & Eskes, 1989), D¢ hecho, bajo las
condiciones adecaadas de humedad es muy comiin
encontrar V. lecamii en bas muestres de roya.

El objetive de este trabajo es informar del
aistamiento de cuatro hongos hiperparisitos de la roya
del café prevalemtes en Guatemala y de su efectividad
ent reducir la infeccidn de roya en experimentos
conlrolados a nived de invernadero.

METODOLOGIA

La recoleccion de muestras se hizo con la
asesoria de la Comision de Rova que funciond en el
pais durante los afios 8], Se escogieron 22 fincas
situadas en diferentes ecosisternas v altitudes sobre
el nivel del mar en donde no s estuviese aplicando
tratamiento alguno para controlar la roya ¥ que
tuvieran focos de infeccitn asepurados, Las muestras
recelectndas consistieron en hojas con infeccidn
reciente v con infeccion tardia, segin apreciacion vi-

eual de los puntos de infeccidn, Se recolectaron
también hojas con rova en las cuales algunas lesiones
miostraban certo grado de hiperparasitismo (invasion
generalmente de color blanco grisdcen). Finalmente,
se recolectaron hojas sin ninguna lesion aparente,

Se seleccionaron al azar hojas con infeccion
reciente y se obtuvieron esporas directamente de las
lesiones, Las esporas se guardaron en tubos de vidrio
con rosca almacenados 4 10°C, v su viabilidad se
condirmd con ensayos de infeccidn de hojas de café in
pitro. Los ensayos de Infeceldn se llevaron a cabo de
la manera siguierte: la cara inferior de las hojas
{provenientes del segundo y tercer par de hojas de la
planta) se inoculd con 4-8 gotas de una suspensidn de
ESpOras oon una concentracion aproximada de 0.7 mg
peso seco/ml. Nueve o diez hojas infectadas se
colocaron en cajas circulares de plistico, sobre un
tonado de espuma de poliuretano de aproximadamente
(15 cm de espesor. Las cajas con las hojas se cubrieron
con polietilens asegurado con una banda de hule v s
almacenaron a kemperatura ambiente, Cada dia se
abrian las cajas v se humedecian bajo una fina
aspersion de agus destilada, La metodologia se
perfectiond dé manera de lograr infeccion en mas del
99% de las aplicaciones. D las lesiones se recuperaron
esporas para los ensavos posteriores. Dicha
metodologin no se levd a cabo en forma estéril, ni
tampoco se pretendid separar a la roya en sus
diferentes razas. Sin embargo, permitié un constante
sumitiistro de uredosporas para la experimentacion,

En aquellas hojas en donde un
hiperpamsitismo era obvio se obtuvieron muestras del
micelio o estructura filamentosa ficilmente visible,
prevalente en las lesiones. Estas fueron transferidas a
cajas de Petri con PDA (medio de cultivo) e incubadas
a 3T Las cajas que mostraron a la vista crecimiento
de un micelio homogéneo se volvieron a sembrar.
Diche procedimiento se repitié varias veces, con el
objeto de buscar un atslade puro, aunqgue el mismo
no lo garantiza,

Hojas sin lesldn aparente fueron cortadas en
pequeiios pedarzos v suspendidas en agua estéril en
frascos erlenmeyer conteniendo esferas de vidrio
eskériles, La suspension se agitd por una hora a
temperatura ambiente. Se dejaron sedimentar y del
liguido sebrenadante se tomaron muestras, las cuales
diluidas apropadamente se sembraron en cajas de
Petri conteniendo medios apropiados (MRB y TSM)
para el crécimiento de honges (Elad et al, 1981). Las
cajas con un micelio crecido homogéneo fueron
traspasadas como anteriormente se indicd.

Los aislados Fingleos se crecieron a
temperatura ambiente en medio sdlido, empleando
T5M en parciones inclinadas adentro de un frasco de
vidrio de 11, Las esporas producidas en la superficie
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fueron recogidas con 400 ml de agua destilada y la
suspension resultante fue ublizada en los ensavos de
hiperparasitismo descritos a continuacién.

Las hojas previamente infectadas in oitre
muostrando lesiones de roya tanto iniciales como
desarrolladas, recibleron en su cara inferior suficiente
suspension de esporas de los hiperparisitos, de
manera que majaran las lesiones. Hojas sin ninguna
lesion aparente también recibieron la suspension de
esporas de los hiperpardsitos. Un lote de éstas altimas
sirvid de control, El estado de las hojas v de las
lesionis de riva en las hisjas, se revisaron diariamente
por un periodo de 34 semanas. Esta metodologla
permitic observar el comportamiento de un nimero
apreciable de aislados de hongos hiperparisitos sobre
la roya, cuantificando directamente alguno de los tres
efectos siguientes: a) la inhibicion del inicio de la
infeccion en 1a hoja, b} la inhibicion de la esporulacion
de la roya en una lesion en pleno desarrollo v ¢) un
ataque agresivo en lesiones tiotalmente desarrotladas.

Se seleccionaron aguellos aislados que
mostraron alguna actividad positiva, segin los
criterios anteriores, de manera qué pudicran
posteriormente identificarse, y su actividad fue
comprabada en el ensayo de invernadero siguiente,

La cara inferior del segundo v tercer par de
hojas de plantas de café jovenes, proporcionadas por
la Comislon de Rova, se inocularon con 48 gotas de
una suspension de uredosporas con una concentracion
aproximada de 0.7 mg peso seco/ml. Las hojas
inoculadas se humedecieron con una fina aspersion
de agua. Luego, las plantas se almacenaron por 48
horas en un coarte sm boe, manterado a 22-250°C con
B5-90% de humedad relativa. Posteriormente, fueron
transferidas a un invernadero e imigadas dianiamente
pur 2-3 horas.

La metodologia se perfecciond y se logro una
infecciin en mis del %4 % de las aplicaciones. Luego
de un perindo aprocamado die 50 a 60 dias, cuando las
lesiones de roya estaban desarrolladas, se-aplicaron
par aspersiin directa suspensiones de esporas de los
hiperpardsitos seleccionados ¢ identificados, Las
plantas fueron evaluadas cada semania por un periodo
de cuatio semanas, La observaciin visual estimé la
cantidad de lesiones en las hojas, expresindose el
resultado como porcentaje del inicial, es decir, o
B Cero,

RESULTADOS

Mingin aislado de los 308 hongos
filamentosos anteriores previno la infeccidn por rova
de una manera significativa. Esta conclusion se obtuvo
directamente de resullados de los ensayos en donde
4

hojas ratadas previamente con cada uno de los 308
aislndos se ntfectanon con esporas de royva v se observo
el desarrollo de la enfermedad. Al comparar el grado
de infeccion de rova con hias gue no habian sido
tratadas con ninguno de los 308 hongos filamentosos,
no hubo diferendas significativas. Es decir, ninguno
de los hongos filamentosos provocd algdn tpo de
reaccion quimica o binguimica en la hofa, que luego
la valviera mas resistente cuando se pusiers en
contacto con la roya.

Del total, sdlo cuatro hongos morfold-
gicamente distintos mostraron actividad sobre las
lesiones de roya desarrolladas. Los cuatro hongos
fueron identificados comao Aphanecladium meliolae,
Piecilomyces lacinus, Verbicillium leptobactrum v Ver-
tictiliunr sp. Las identificaciones fueron hechas por
D Willlam Gams, Central Bureau voor Schimelcul-
ture, Harn, Holanda.

La actividad de los cuatre aislados para
reducir la cantidad de lesiones en las hojas se muestra
en @] Cuiadreo 1.

La recluccidn de L infeccion mostrada por trs
de los hongos hiperpardsitos fue diferente
estadisticamente a la reduccion observada en las
plantas control, de acuerdo con un andlisis de
variancia de todos los datos v la aplicacidn del test de

Tukey. Este resultado analitico se observa
directamisnbe en el cuadno, Los tres hiperpanisitos que
redujeron el grado de infeccion hasta cifras de un 16-
23% del grado de infeccion original fueron A. melfolee,
P lilacinus y V- leptobactrum, - El patrén con el iempo
de los dos primeros hongos es muy similar y diterente
al mostrado por V. leplobactrum.  En ¢l control, sin
embargo, hubo un descenso causado por razones
desconocidas, cuya magnitud es similar a s reducritn
observada en las plantas inoculadas con Verticilliim
5P
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La accitn de Tos hiperpardsitos se observo
empleando SEM {microscopia electronica de registro)
Enlas Figuras 1 v 2 e ilustra parte del virtual atagque
gue las hifas o filamentos individuales de A, melolse
¥ e V. leplodmciruin gjercen sobre ¢ uredocuenps de
la roya presents en una estoma de |a hoja de caté

DNSCLUSION

Los expenmentos desentos han probado la
existencia de un control bioldgico de la royva de cate
en Guatemala a bravés de la accion de hongos

hiperparasitos. Por vez primera se informa de dos
hiperparisitos de H, mastabric: los honges flamenbosos
A. meliloge v P. llacinus. Poede ser que el
comportamiento de los hiperparisitos en las
plantaciones s muestren diferentes a los enconirados
en los experimentos en invernadoro, aungue en datos
preliminares (pruebas sin réplicas) de ensayos
efectuados en la zoma de atulul, se comprobs la
eflcacia de los cuatro hiperparasitos atslados para
reducir las lesiones de roya. El promedio de red uccion
fue de 32% de valor original de infeccidn por H
DEstRirLy.

b
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nitsdockiisega, B Bl |||.I|"'-. vl el
FEY Pt Briisba il aprssiboa LIEE Friddla 3 | Isirriathiim

WA 75 .|'|I1I|'-:|'|l\.'_ aAda I:l'.'|I|I|'.‘|.1.I w ohsorvan ahundandes i '~||Ii|1.|-||||' !III:‘«.'TI'-II'-I--I'II_I Figns ramilsislas
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Mo es de extrafor gue se hayvan encontrado
hiperpardsitos de la roya en Guatemala. De hecho, el
fendmeno del hiperparasitismo esti generalizado en
muchos ecosistemas, ocurriendo tanto en las hojas y
los tallos {Andrews, 1992} como on las rafoes (Adams,
1990} de las plantas. El hiperparasitismo puede
explicarse a través de una bateria de mecanismos en-
tre los que estin: a) competencia por nutrientes
esenciales, b) produccion de antibidgticos, c}
producciin de eneimas que destruven la pared celular
y d} induccidn de resistencia en la planta (Baker, 1989;
Goldman et al., 1994). Es posible que en un caso dado
todos estos mecanismos estén presentes. Enel ataque
du I rova por los cuatro hiperparisitos aislados no se
conoce con certeza cudles de ellos estuvieron activos.
Los resultados preliminares para comprobar la
producciin deenzimas que destruyen fa pared celular
por las cuatro cepas no fueron concluyentes, Sin em-
bargo, podria ser el mecanismo prevalente, no sdlo
por o observado a través del SEM que losughere, sino
porque se conoce desde hace bastante tiempo que
cepas de Verticillium son productoras activas de este
tipo de enzimas {Acha et al. 1965).

{Culin realista es pensar que en Guatermala
pusiers controlarse la rova solo con los hiperparasitos
maturales? Para contestar esta prégunta o8 necesario
investigar el comportamiento de los mismos bajo toda
15 diversidad de cond iciones quie sé encuentran en la
zona productora de café. jSeria factible rociar um
cultive esporuladoe de un hiperparisito en los
cafetales? Por supuesto que es factible, sin embargo
se visualizan doy problemas que necesitan de
investigaciones futuras. El primero se refiere a la
estabilidad del indculo y el segundo a su preparacion
fisicn mas adecuada. La estabilidad depende tanto
del almacenamiento de las esporas producidas como
de las condicionsy de cultivo en que fueron obtenidas,
coma ha sido demostrado por [ackson v Schisber (19492)
en &l caso die Colletotriclum trimoetum, v por Agosin
et al. (1997) para ¢l caso de Trchodernw ezl Lina
de las preparaciones fisicas que ha demostrado
poteneial @8 la incorporacidn de las esporas en matri-
ces satidas de almidon sometidas a una extrusicn y
posteriormente secadas cn un becho fluido (Danghe et
al;, 1997}, Sinembargo, este tipode preparadoes mds
apropiado para controlar fitopatoigenos en las raices:
Una segerencia interesante (Bhatnagar, 1997) la cual
es aplicable en el caso del café, és la mezcla de la
suspension de esporis con los fungicidas de cobre
comiinmente empleados, pam efochuar la aspersion
conjunta, Debe investigarse si la eficacia de los
hiperparasitos se mantiene en esta preparacion,
incluyendo también en la mezcla los fungicidas
sigtemicos.
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