Nota de Investigacion

USO DE DISCOS DE HOJAS DE CAFETO PARA IDENTIFICAR ORGANISMOS
CON POTENCIAL DE BIOCONTROL’
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Buscando alternativas para el control de la roya del cafeto, Hemileia vastatrix, se
identificaron varias especies de hongos asociados a las uredoesporas de este patégeno. Es
necesario examinar la naturaleza de la asociacién para determinar el potencial de estos
organismos en el control de H. pastatrixz. La condicién obligada de este patégens impide
su cuttivo artificial bajo condiciones de laboratorio por lo que esta etapa inicial en la eva-
luacién de organismos biocontroladores requiere de una metodologia en la que el tejido
vivo forme parte del ensayo.

Para la evaluacién de la reaccidn in vitro de interacciones patégeno-hospedero se
han utilizado discos de hojas con muche éxito (Bussey y Stevenson, 1991; Eskes, 1982;
Rodriguez et al., 1991). Este trabajo tuvo como propésito evaluar este sistema para la
identificacién inicial de organismos que afecten el desarrollo de las uredosporas y de la
infeccién de H. vastatrix. :

Se seleccionaron hojas de apariencia sana del tercer y cuarto nudo de ramas de ca-
fetos de la variedad Bourbén. Las hojas se lavaron en agua corriente y se secaron con
papel absorbente, Se cortaron discos de 2 cm de didimetro con un perforadoer de corcho pre-
viamente esterilizado. Los discos se colocaron sobre laminillas esterilizadas en una
cdmara hiimeda que consistié de platos de Petri de 15 cm de didmetro con papel de filiro
humedecido. Para las inoculaciones se prepard una suspension, en agua destilada esteri-
lizada, de 1 x 10¢ esporas por mililitro de los hongos Verticillium lecanii, Fusarium
oxysporum, Cladosporium cladosporioides, C. oxysporum, Penicillium sp. y Aspergillus
niger. Se afiadieron uredoesporas a razén de 1 mg/ml a cada suspensién y se agité por me-
dio minuto. El centro de cada disco se inoculd con 20 ul de la suspensién mixta de
uredoesporas y de propdgules de la especie del hongo a examinar. Los tratamientos con-
sistieron de las seis especies de hongos, y tres testigos representados por discos
inoculados con uredoesporas, discos inoculados con los hongos en evaluacién y discos tra-
tados con agua destilada esterilizada. Cada tratamiento estuvo representado por 20
discos distribuidos en cinco lJaminillas con cuatro discos por laminilla. Después de inocu-
lados, se colocaron los discos bajo condiciones de obscuridad por 48 hrs al final de las
cuales se mantuvieron bajo Juz difusa en el laboratorio y a 24°C. Periédicamente se exa-
minaron para detectar el desarrollo de sintomas o de lesiones,

Para determinar el efecto de estas especies en la germinacién de las uredoesporas y
en su viabilidad se depositaron seig microgotas de 20 ul de las combinaciones de los tra-
tamientos en medio de cultivo agar-agua (AA} y se incubaron bajo las mismas condiciones

‘Manuscerito sometido a la junta editorial el 29 de junio de 1995,

Rstudiante Graduada, Departamento de Proteccién de Cultivos.

sInvestigadora, Departamento de Proteccién de Cultivos, Recinto Universitario de
Mayagiiez, Apartado 5000, Mayagiiez, P.R. 00681.

81




82 VIZCAINO & RODRIGUEZ/CAFETO

CUADRO 1.—Porcentaje de germinacion y reduccion de la germinacion de uredoesporas
de Hemilela vastatrix inoculodas en suspension mixta con conidias de varias
especics de hongos.

Especies fungosas % germinacién % reduceion’
Verticillinm ltecanii 40 50
Cladnsporium cladosporioides 57 29
Cladasporium oxysporum 60 25
Fusarium oxysporum 70 13
Aspergillus niger 75 6
Penieillium sp. 72 10
Testigo? 80 —

‘Testigo-Tratamiento x 100
Testigo
‘Uredoesporas suspendidas en agua.

que la de los discos inoculados. La germinacién de las uredoesporas se examiné bajo el
microscopio al final de las 48 hrs.

En general, el porcentaje de germinacién de las uredoesporas en asociacién con los
hongos fue menor que el de aquéllas en agua (Cuadroe 1) . Verticilitum lecanii fue el hongo
que presentd mayor efecto supresor, reduciendo en un 50% la germinacién de las uredoes-
poras. Cladosporium cladosporioides y C. oxysporum fueron también efectivos,
inhibiendo la germinacién en un 29 y 25%, respectivamente. En los tratamientos con F
oxysporum, A. niger y Penicillium sp. ocurrié la menor reduccién. Observaciones poste-
riores demostraron que V. lecanit fue muy efectivo en colonizar las uredoesporas de H.
vastatrix ya que a los seis dias su micelic habia cubierto por completo todas las
uredoesporas.

En los discos se observd, 75 dias después de la inoculacién, que aguellos con las sus-
pensiones mixtas no manifestaron la clorosis tipica de la infeccién inicial de la roya.
Tampoco se observaron lesiones en los discos testigos inoculados con las especies de los
hongos en evaluacidn indicando que éstos no son patogénicos a las hojas del cafeto. Sola-
mente los discos testigos inoculados con uredoesporas manilestaron clorosis (Figura 1).
Se observé que los hongos evaluados pueden sobrevivir sobre la hoja del cafeto, eviden-
ciado particularmente en las inoculaciones con V. lecanii, C. cladosporioides y C.
oxysporum donde al final de la prueba, los discos inoculados mostraban claramente el ere-
cimiento del micelio sobre la superficie.

Nuestros resultados comprueban que el método de discos de hojas es un sistema
adecuado para examinar la accién biocontroladora de especies bioldgicas. Este hecho es
de particular importancia en trabajos con cafetos donde se yvequiere de gran espacio para
el desarrollo de las plantas. En adicién, nuestros resultados indican que existe un poten-
cial en esta flora para el control biolégico de la roya del cafeto. De las especies evaluadas
V. lecanii, C. cladosporioides y C. oxysporum son las mas promisorias ya que mostraron
mayor actividad en la inhibicién de la germinacién de las uredoesporas y tienen la capa-
cidad para sobrevivir sobre la superficie de la hoja.

Entre las especies fungosas citadas como hiperparasitos de H, vastatrix estdn V.
lecanii, V. leptobactrum, V. psaliotae, C. hemileiae y Paranectria hemileiae (Eskes, 1989;
Garcia et al., 1965). En condiciones de humedad alta estos hongos ocurren naturalmente
y de todos ellos, V. lecanii es el hiperparasito mds comin de H. vastatriz. El mismo ha sido
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FIGURA 1. Discos de hojas de cafeto var. Bourbdn inoculados con uredoesporas de
Hemileia vastatrix solas y en combinacién con las especies de hongos evaluados, 75 dias

después de inoculados,
A. Discos inoculados con suspension de uredoesporas y conidias de Vertictllium

fecanit mostrando el erecimiento micelial en el Area inoculada,

B. Discos inoculados ¢con suspensién de uredeesporas y conidias de Cladosporium
cladosporivides mostrando el erecimiento micelial en el drea inoculada.

C. Discos testigos inoculados con uredoesporas suspendidas en agua.

D. Discos testigos tratados con agua solamente,
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reportado como pardsito de insectos (Hall, 1980} y de otros hongos que inducen roya
(Blakeman y Fokkema, 1382) v su accién hiperparasitica ha side determinada bajo con-
diciones de invernadero (Spencer, 1980). Son pocos los estudios que se han llevado a cabo
para examinar ka accion de V. lecanii en el campo. Se considera que una limitacién de este
hongo es la necesidad de humedad alta para su desarrollo, requerimiento que afecta su
sobrevivencia bajo condiciones naturales (Eskes, 1989). Sin embargo, esta micoflora tiene
potencial para el control biolégico de H. vastairiz, sobretodo en areas cafetaleras donde
las condiciones de humedad son altas y bajo las condiciones prevalesecientes en los viveros

de cafetos.
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