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monospdrico identificado como 1-D; 2) Suspensidén concentrada de
esporas del cultivo monospérice 2-E; 3) Suspensidén concentrada
de esporas del cultivo monospdrico 2-F; 4) Suspensién concentra-
da de esporas del cultivo monospdrico hecho a partir del aisla -
miento de lesiones en el hipocétilo e identificado como No.l10, y

5) Agua destilada estéril ( Testigo ).

Reaislamientos. De las plantas inoculadas que presenta-

ron los sintomas caracteristicos, se procedid a hacer, por el
método corriente ya descrito, el reaislamiento de organismeos

para compararlos con los aislamientos originales,

Reinoculaciones, Para probar la patogenicidad de los

reaislamientos se inocularon grupos de plantas siguiendo el mé-
todo ya explicado. Nuevamente se procedid a hacer reaislamien-

tos a partir de los sintomas producidos.

Identificacidn del organismo patbgeno.

Un total de 38 cultivos monospdricos fueron enviados para
su identificacifn en Wageningen, Holanda, Dept. of Phytopathology
State Agricultural University, como parte del proyectc sobre espe-

cies patogénicas y saprofiticas de Colletotrichum presentes en

Coffea arabica L. en Ameérica del Sur y Ameérica del Centro que
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adelanta el doctor Van Der Vossen (15), en la Estacién de Inves-
tigaciones de Café de Ruiru, Kenya, en colaboracién con Colombia

y otros paises.
Patogénesis.

Para observar los aspectos de prepenetracién, penetracién,
establecimiento y desarrollo de la infeccidn, se hicieron prepara-
cicnes permanentes y semipermanentes de cortes de hejas toma-
das a partir de las 48 horas de la incculacién. En general se si-
;_.-;uiéron los métodos descritos por McClung {9} Sass (11} y por Lu-

na (8) en cuanto a micrcteenia se refiere.

Procesc dec prepenetraciéon. Para estudiar la formacidén de

vstructuras del hongo sobre el susceptive, se hicieron en hojas de
afeto inoculadas con el cultivo 2-E, observaciones inicialmente
cada £ horas hasta las 6 horas y luego cada 4 horas hasta las 72

noras después de la incculacién,

Las observaclones incluyeron el estudio bajo el microscopio
<e las gotas de la suspensidn tomadas del susceptivo inoculadc, de
porciones de la cuticula de la epidermis inferior y de impresiones
a¢ la misma epidermis tomadas con metacriloto, asi: con la avu-

@& de un pincel se extiende sobre la epidermis una fina capa de
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metacrilato y se deja secar por espacio de una hora. Se remueve
entonces la pelicula formada con esa sustancia y se ohserva direc-

tamente al microscopio compuesto.

Histopatologia, Con el fin de hacer observaciones de la

anatomia de la hoja, de los cloroplastos, del contenido celular,
del desarrollo y crecimiento del patdgeno en los tejidos de este
brgano, se hicieron cortes transversales y longitudinales en hojas
de plantas fque mostraban sintomas apenas iniciales y en otras

con atagque avanzado.

Los tejidos se mantuvieron para su fijacidén en una solucidn
iijadora FAA, muy utilizada para propdsitos anatdmicos y morfo-
ibgicos, preparada asi: Alcohol etilico del 95%, 50 ml; acidu acé-

tice glacial, & ml; formaldchide del 37 - 40%, 10 ml; agua 35 ml.

El proceso de deshidratacidén se hizo siguiendo la serie de

alcohcles otilics y butilico terciaric que se sefiala en el Cuadro 2.

La infiltracidn se hizo a través de tres cambios de parafina,
. o . )
de dos horas cada unc, a 60 °C, en un ""dispensador de parafina’

Lipshaw ( Vacuum infiltrator and paraffin dispenser), modelo 224.

Para imbibicién se colocaron los trozos de tejide en pequenas
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TABLA 2. Serie de alcohcles utilizada en el pro-

ceso de deshidratacidon de tejidos de

hoja.

Serie TBA* Etanol 95% Agua Tiempo
50 10 ml 40 ml 50 ml 1 hora
70 20 50 30 1
85 35 50 15 I
95 55 40 - 1
100 75 25 - 2
TBA 100 - - 2

Alcohol butilico tercario.
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cajas de papel que contenian parafina derretida ( punte de fusidén
57 - 58°C), suministrada por el dispensador. Las piezas se
orientaron convenientemente dentro de los cubos los cuales se dc-
jaron endurecer suficientemente para proceder luego a seccicnar-

los.

Laos cortes, de 5 micras de espesor, fueron hechos en un
micrétomo rotativo Spencer, modelo 820 y pasaron inmediatamen-
te a un recipiente con apua a 60°C. Las secciones se sacaron
de alli con la ayuda de portaobjetos a los cuales debian quedar
adheridas. Con este fin, a los portaobjetos se les agregd alba-

mina preparada tal como lo indica Luna (8).

Después de montadas las cintas o secciones en las placas,

é=tas se colocaron en una gradilla y pasaron a una estufa Napco
o - p p

graduada a 60°C para su deparafinizacidén y se empezd entonces

con las series de xiloles como preparacidn para la tincidn,

Con el fin de estudiar los desdrdenes que podrian ocurrir
en la anatomia de la hoja y para tratar de detectar en esos mis-
mes tejidos estructuras de un posible patdgeno, se usaron dos ti-
pos de tinciones: Hematoxilina-Eosina y Safranina-verde rapido

{ tast-green}, El procedimiento empleado para tincién correspon-
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de al indicado por Luna (8), con algunas modificacicnes. Un es-
quema del mismo y la descripcidon correspondiente se presenta

en el Apendice.

Después de colorear las placas por medio de las dos
técnicas expuestas anteriormente, se estudiaron bajo un micros-
copio compuesto y se tomaron fotomicrografias de los aspectos

més interesantes abservados.

Reaccidon de cincoe variedades comerciales

de café al agente causal de la enferrmedad.

Para este fin se cmplearon las variedades Catuay, ama-
rillo Chinchind, Mundo Nove, Caturra y Typica como testigo
susceptible, Las plantas de esta Gltima variedad eran provenien-

tes de scmillas de Arboles afectados por la enfermedad.

Por cada variedad se inocularcon por aspersidn al follaje

ocho plantas, asi: cuatre con el cultivo mcnospdrico 2-E y las

s
{.
js¥]
-
]
[
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[

stantes con el 2-F,

Transmisién por semilla.

Se coluocaron 250 semillas obtenidas de Arboles infectados

aaturalmente, en sueloc estéril en un inverndculo de la Escuela
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de Grmduados en Tibaitatd y se observaron cuidadosamente cuando
germinaron. Después la prueba se repitié en dos oportunidades,

con mayor niimeroc de semillas, bajo las condiciones de Cenicaié.



4. RESULTADOS

Aislamiento del agente causal.

De las hojas y frutes afectados se aislaron los géneros

Colletotrichurn y Pestalotia., De las lesiones del hicotilo se ob-

tuvo ademas de los anteriores el gémero Fusarjum.

De cada uno de estos géneros se obtuvo el siguiente name-

ro de cultivos monospdricos: 38 de Colletotrichum spp., 4 de

Fusarium spp. y 2 de Pestalotia spp.

Prueba de patogenicidad.

Hojas.- Los sintomas empezaron a aparecer entre los 14
v 16 dias después de la inoculacidén y sblo en las hojas mas jove-
nes de la planta en el momento de la inoculacién, Unicamente
los cultivos identificados como 1-D, 2-E y 2-F, correspondientes

al género Colletorrichum , lograron inducir la aparicidén de sinto-

mas.

Cabe anotar gue una de las plantas inoculadas con el cultivo
1-D mostrd wna sintomatologia especial al momento de reti -
rar la cimara hitmeda habia en las hojas puntos necrdticos que

- N L ” + e
fueron creciendo y aumentando en nimero rapidamente; a los 8
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dias podian verse los sintomas de mancha mantecosa alrededor de
estos puntos, pero con didmetros hasta de 8 y 10 mm, coéles_cen—
tes, que terminaron causando una verdadera ‘'quemazdn' y ocasiona-
ron la caida de las hojas afectadas. Esta quemazdn alcanzd la par-
te superior del tallo destruyendo gran parté del mismo. Aunque
més tarde emitid algunos brotes, éstos también fueron afectados
hasta el punto de causar la muerte de la planta. Las plantas del

tfratamiento testigc permanecieron sanas,

En todos los casos se logrd reaislar el patdbgeno a partir
de las lesiones producidas y se hicieron nuevas reinoculaciones
y reaislamientos. Cada vez el patbgend recuperado se compard

. - . - el + -
con el aislamiento original encontridndose igual al mismo.

£l reaislamiento correspondiente al cultivo monospérice 1-D,
al ser reincculado mestrd los mismes sintomas especiales ya des-

critos paraz el aislamiento, atnque con un poco menos de severidad.

k|

ipocttilo. Las pruebas de patogenicidad dieron resultados

nositives para ¢l cultive monospdrico identificade con el No, 10,

correspondicnte al génoro Colletotrichum vy proveniente de aisla-

mientcs hechos z partir de lesiones producidas naturalmente., Estos

resultados pueden apreciarse en la Tabla 3.
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rida

TABLA 3. Pruebas de patogenicidad de 3 géneros de hongos
aislados de lesiones del hipocdtilo.
Indculo No.de plantas Tratamiento Resultados
inoculadas
Colletotrichum sp. 20 Aspersibn Sintomas desde
los 7 dias
8 Mota de Algo- Sintomas a los
dén * 15 dias
4 Mota més he- Sintomas a los
rida. 3 dias
Fusarium sp. 20 Aspersidn Sin sintomas
8 Mota de al- Sin sintomas
godon
4 Mota méas he- Sin sintomas
rida
Pestalotia sp. 20 Aspersidn Sin sintomas
8 Mota de algo- Sin sintomas
dén
4 Mota mdés he- Sin sintomas
rida
Coll. + Fus. 4 Pestal. 20 Aspersibn Sintornas a los
15 dias
8 Mota de algo- Sin sintomas
dén
4 Mota més he- Sintomas a los
rida 3 dias
Testigo 20 Aspersidn Sin sintomas
8 Mota de algo- Sin sintomas
dén
4 Mota méas he- Sin sintomas

# Sz relicre a una mota de algoddn impregnada de indculo y colocada
en el hipocétilo.
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Lios sintormas inducidos, gue coinciden con los observados
en infecciones naturales consisten en lesiones alargadas, necrod-
ticas, hitnedas y deprimidas que al ir aumentando de tamafio
terminan por rodear completamente el hipocdtilo en su parte su-
perior, causando la muerte de la planta, perc con la particulari-
dad de que la parte inferior del mismo queda erecta ain después
de muerto, La figura 5 permite ver aspectos generales de esta

sitaacion.

lLas plantas gue recibieron como indculo Celletotrichum sclo

o en mezcla, a través de una mota de algoddn impregnada de la

A, b . - .y = -
suspensibén y cclocada en el zipocttile previamente herido, mos-
traron los sintomas cuando se retiraron de la camara himeda a
los 3 dias, con tal severidad que la parte superior de la planta
P .
{ué incapaz de mantenerse erguida., Las plantas menos atacadas
fueron aqueilas c¢ue recibieron el indculo a través de la mota de al-
goddn perc sin que el hipocdtilo hubiera sido herido. Cuatro plan-
tas del tratumiento por aspersidn, mostraron sintomas de mancha
mantecosa en las hojas cotiledonales., En todos los casps las plan-
tzs de café de la variedad caturra incluidas perrmanecieron sanas.
De la misma manera, el grupo del tratamiento testigo tampoco pre-

senté sintomas de la enfermedad. El estado que presentaba el ex-



perimento a los 30 dias de iniciado puede apreciarse en la Tabla

No.4
TABLA 4, Infeccibn obtenida a los 30 dias mediante la inocula-
ciébn de pléntulas de café con 3 géneros de hongos
aislados de lesiones del hipocétilo,
Inéculo % de plantas con sintomas *
Colletotrichum 78
Tusarium ‘ 1]
Pestalotia 4]
Coli. + Fus., + Pestal. 37
Testigo 0

% de 32 plantas observadas en cada tratamiento.

Frutos.

No fué posible reproducir los sintomas tipicos de

Ia enfermecdad en los frutos en ninguno de los tratamientos utili-

zados. Sin

ernbargo, pucde anotarse que en el primer tratamien-

to, donde la cidmara himeda estuvo constituida por un plato plas-

tico, recubierto interiormente de papel absorbente himedo, la pu-

dricidén de los frutos fué mas rapida en los granos inoculados que

en el testigo.
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Inoculacion cruzada. Los resultados obtenidos en el ensayo

realizado para observar la relacidn existente entre la mancha
mantecosa de la hoja y la lesidén del hipocoOtilo, pueden observar-

s5& en la Tabla b5,

TABLA 5. Inoculacidon cruzada de pléntulas de café con tres ais-
lamientos inductores de mancha mantecesa en la heja

y con un aislamiento causante de las lesiones del

hkipocdtilo.,
Inéculo Plantas con sintomas en Plantas
. . . . ] sanas
Hipocotilo Hojas Hipocot. y hojas
1-D 20 0 4 8
2-E 12 16 4 0
2-F 4 2 2 24
No. 10 12 1 6 13
Aguas estéril 6 0 0 32

Como puede observarse en el cuadro anterior, los aisla -
mientos 1-D, 2-E y 2-F produjeron sintomas de mancha manteco-
sz en las hojas y lesiones en el hipocdtilo, Asi mismo, el cultive

moncspdrico No.l0, produjo los dos tipos de sintomas.
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Es de anotar que las lesiones en el hipocétilo se producen
desde los tres dias después de la inoculacién, mientras que las
manchas en la hoja sdlo se producen unos 15 dias después. Por
tanto, v teniendo en cuenta que la primera de las lesiones puede
llegar a matar la planta antes de esos 15 dias, es posible que
muchas plantas hayan muerto antes de la manifestacidén de sinto-

mas en sus hojas,

En todos los tratamientos el total de pliantulas incluidas de
café de la variedad caturra permanecid sano. De igual manera
el grupo testigo no mostrd sintomas de ninguna de las dos lesiones.

Identificacidn del organismo patégeno.

De 38 cultivos monospbricos del género Colletotrichum en-

viados a Iolanda, cuatro habian inducido la produccidn de sinto-
mas de mancha mantecosa pero hasta el mocmento no se ha logra-
do la identificacidén de la especie por parte de los cientificos del
Departamento de Fitopatologia del State Agricultural University,

en Wageningen.

En PDA, los aislamientos fungosos patogénicos presentan un
micelic septado de crecimiento réapido, profuso; producen conidizs

en conididforos libres. Sus colonias son de color gris oscuro y
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a veces verdosas. Los cultivos méis viejos forman escasas masas
gelatinosas de conidias rosadas en estromas sin setas. Las coni-
dias tienen en promedio 4.5 x 20 micras Yy a veces dan la aparien-

cia de ser biceldadas.

Patogénesis

Proceso de prepenetracidn. La observacién al microscopio

de gotas de la suspensidn tomadas del susceptivo inoculado permi-
ten ver que las conidias ernpiezan a germinar, emitiende un tubo,
entre las dos y las cuatro horas después de la inoculacifén. En

este tiempo el porcentaje de germinacién es méis bien bajo {20%),

El estudio de porciones de la cuticula de la epidermis iﬂfe-
rior solamente mostrd algunas conidias emitiendo su tubo gerniina -
tivo.

El mejor método para observar la formacién de estructuras
del hongo sobre el susceptive, como proceso de prepenetracidn
fué la impresion de la epidermis inferior de la hoja tomada con
metacrilato.  Como resultado se observa que entre las dos y las
cuatro hor:is después de la inoculacidén, las conidias emiten un
tubo germinativo que alcanza en este tiempo una longitud hasta

6 veces el largo de las mismas. La germinacién detectada
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por este método alcanzd hasta el 60% en cuatro horas.

Normalmente las conidias emiten un solo tubo germinativo
pero no es raro ver algunas que emiten un tubo germinativo en ca-
da uno de sus extremos. La formacibn de apresorios ocurre con
frecuencia seglin pwede verse en la Figura 2 y no necesariamente
4stos se forman en el sitio preciso de penetracién que parece ser
el estoma. Los tubos se desarrollan sobre la larnina foliar sin
ninguna orientacidn aparente hacia los estomas y sdlo los alcan-

san por casualidad segln se aprecia en la Figura 3,
P P 24

Impresiones tomadas a las 24 horas de la inoculacién dejan
ver que el porcentaje de germinacién no aumenta considerablemen-
te v que méas bien es cl tubo germinativo el que continfa alargan-
dose hasta alcanzar longitudes que pueden llegar a representar 20
veces el largo de la conidia, si es que no ha encontrado el punto

adecuado para penetrar en el tejido.

Histopatologia. Los cortes de la hoja, debidamente colorea-

dos segiin las técnicas de Safranina - verde rapido y Hematoxilina-
Eosina, permitieron observar tejido sano cop sus componenies ade-
cuadamente diferenciados, compardndclos con las descripcicnes que
sobre anatomia de la hoja hacen Dedecca (4) y Esau (53). KEsto

dié por resuitado entonces, el reconocimiento de algunas lesiones
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