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RESUMEN

CASTRO C., B.; CORTINA G., H. Evaluacion de resistencia a Ceratocystis colombiana y Ceratocystis
papillata en genotipos de café. Cenicafé 63 (2): 23-30. 2012

Lallagamacanaatribuidaa Ceratocystis colombianay C. papillata ocasiona pérdidas importantes en la caficultura
colombiana, debido a la muerte de plantas en cualquier estado de su desarrollo. Entre las estrategias para
prevenir la enfermedad esta la biisqueda y seleccion de fuentes de resistencia que permitan generar variedades
comerciales de café con dicha resistencia. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta de genotipos
de café a inoculaciones de Ceratocystis spp. Se incluyeron seis accesiones de Coffea canephora (Can), cinco
de C. liberica (Lib) y el Hibrido de Timor (HdT/1343). Como testigos susceptibles se utilizaron plantas de
C. arabica var. Caturra y var. Colombia. Bajo un disefio completamente aleatorio, la unidad experimental
consistio de diez plantas y tres repeticiones por cada genotipo. Las plantas se sembraron en bolsas pléasticas y
se ubicaron a la intemperie. A la edad de 21 meses, se realizo la inoculacion de Ceratocystis colombiana'y C.
papillata, depositando una suspension de ascosporas en una herida en el tallo de cada planta. Un afio después
de la inoculacion se evalu6 la supervivencia de las plantas, midiendo ademas el 4rea de la lesion causada por
el patégeno en el tallo. En Can y Lib no hubo muerte de plantas, mientras el 88% y 90% de plantas en el HdT
sobrevivieron alas inoculaciones de C. colombianay C. papillata, respectivamente. Todas las plantas de Caturra
y var. Colombia murieron al ser anilladas por la lesion. Los resultados demuestran una clara oportunidad del
uso del mejoramiento genético para reducir el dafio ocasionado por Ceratocystis en café.

Palabras clave: Resistencia genética, llaga macana, Coffea arabica, Coffea canephora, Coffea liberica,
Hibrido de Timor.

ABSTRACT

Coffee stem canker disease caused by Ceratocystis colombiana and C. papillata result in significant losses to
the Colombian coffee industry due to the death of plants at all stages of development. Among the available
strategies to prevent the disease, selection of resistant genotypes is the most important. The aim of this study
was to assess the responses of accessions of Coffea canephora, C. liberica and Timor Hybrid (TH) to infection
by Ceratocystis spp. Susceptible C. arabica var. Caturra and var. Colombia plants were included as controls.
Plants were artificially inoculated with the pathogens using ascospore suspensions applied to stem wounds.
One year after inoculation, plants were assessed for mortalily and lesion development. There was no mortality
of C. canephora and C. liberica plants and there was an 88 to 90% survival of plants in TH inoculated with C.
colombiana and C. papillata respectively. All var. Colombia and Caturra plants died due to girdling of their
stems by the test pathogens. These results show that there is substantial opportunity to reduce the damage
caused by Ceratocystis stem canker through breeding and deployment of resistant cultivars.

Keywords: Breeding, Ceratocystis fimbriata, Coffea canephora, Coffea liberica, fungal disease, genetic
resistance, Timor Hybrid.
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Actualmente, el café se cultiva en mas de 70
paises ubicados en el tropico, con una area de
aproximadamente 11 millones de hectareas en
el mundo. En su mayoria, las areas dedicadas
a café corresponde a pequeiios productores,
quienes cultivan diferentes variedades, incluidas
las dos principales especies de Coffea arabica
L. y C. canephora Pierre (21). Estas dos
especies de café se consideran importantes,
no solo en la produccion de la bebida de
mayor consumo en el mundo, sino por sus
caracteristicas genotipicas como fuentes
de resistencia a plagas y enfermedades y
su tolerancia a la sequia y adaptabilidad
a diferentes condiciones de clima, suelo y
métodos de cultivo, como es el caso de C.
canephora (20, 33).

Anivel mundial, las variedades comerciales
de café hacen parte de tres especies, a
saber: Coffea arabica, tetraploide (2n=4x=44
cromosomas) y autocompatible, la cual es
responsable por el 70% de la produccion
mundial; C. canephora, diploide (2n=2x=22
cromosomas), que produce el 30% del café
en el mundo; y C. liberica Bull: Hiern,
también diploide (2n=22), autoestéril y de
menor area cultivada.

De otra parte esta el Hibrido de Timor
(HdT), un C. arabica, tetraploide (2n=44
cromosomas), el cual se considera autofértil
y se origind mediante la hibridizacion natural
entre C. arabica y C. canephora (4). Existen
diferentes accesiones o introducciones de HAT,
en diferentes paises cafeteros, incluyendo
Colombia, las cuales se han desarrollado a
través del Centro de Investigaciones de la
Roya del Cafeto (Coffee Rust Research Center-
CIFC) en Portugal. Entre estas introducciones
de HAT estan: CIFC 832/1, CIFC 832/2,
CIFC 1343 y CIFC 2570, las cuales se han
usado en programas de mejoramiento para
producir las mas valiosas variedades de café
con resistencia principalmente a la enfermedad

mas importantes del café, como es la roya
anaranjada de la hoja, causada por el hongo
Hemileia vastatrix Berk. & Broome (2, 8,
17, 25, 32).

Ademas de la roya, existen otras
enfermedades de importancia en café, entre
las cuales estan, el cancer del tronco o llaga
macana, ocasionada por especies del hongo
habitante del suelo Ceratocystis spp. El
género Ceratocystis fue registrado inicialmente
causando pudricion de raices en batata (Ipomoea
batatas L.) en 1890 en New Jersey (Estados
Unidos), siendo descrito por Halsted en
1980. A pesar de que, Ceratocystis fimbriata
Halsted & Hunt. fue ampliamente aceptado
desde 1950, su clasificacion taxondmica ha
causado controversia entre varios autores,
debido principalmente a su amplio rango
de hospedantes a nivel mundial (29, 36).

En café, la enfermedad denominada cancer
se observo por primera vez en Indonesia y
fue descrita por Zimmerman en 1980, como
Rostrella coffea. Posteriormente, Obregon
(26) la denomindé “mal de tinta” debido
a los sintomas observados en plantas de
café en Colombia. Pontis (27) describid
una enfermedad similar en cafetos en
Venezuela y Colombia, atribuyéndole el
dafio a Ceratocystis fimbriata. Castafio
(6,7) y Fernandez (18), la mencionan como
“llaga macana” en cafetales de Colombia.
Esta enfermedad esta presente en C. arabica
en otros paises como Costa Rica, Cuba,
Guatemala, India y Surinam (3). A partir de
aislamientos de Ceratocystis fimbriata (sensu
lato) recolectados tanto en plantas como en
suelo de la zona cafetera colombiana, Marin
et al. (24) realizaron estudios moleculares
que permitieron determinar dos linajes
filogenéticos en la poblacion recolectada,
los cuales fueron detalladamente estudiados
por Van Wyk et al. (34). Mediante analisis
morfoldgicos y moleculares de aislamientos
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obtenidos no solo de café si no también de
otros hospedantes como cacao, citricos y
arboles forestales, estos autores confirmaron
los dos linajes incluidos en el complejo
Ceratocystis fimbriata (s.1.). Estas especies
nuevas son Ceratocystis colombiana Van Wyk
& Wingf. y C. papillata Van Wyk & Wingf.

En Colombia, la llaga macana puede
llegar a causar entre un 20% a 50% de
mortalidad, reduciendo significativamente la
productividad de los cafetales (10). Entre
las practicas de control esta el control
preventivo, mediante la aplicacion de
fungicidas, principalmente durante el zoqueo
(9, 13). No obstante, existen otros factores
que propician el ingreso del patogeno en
la planta, como son las heridas ocasionadas
en la base del tallo por el apoyo de los
trabajadores, especialmente en cafetales
localizados en topografia pendiente (9). En
este caso el manejo del problema no es facil,
considerando ademas que Ceratocystis es
un microorganismo habitante de todos los
suclos de la zona cafetera colombiana (24).

Laresistencia genética es la mejor alternativa
para contrarrestar el dafio ocasionado por la
llaga macana del cafeto. Entre las fuentes
de resistencia a este patogeno en café estd
la mencionada por Fernandez (18) en una
linea de la variedad C. arabica var. Borbon.
Dicha resistencia esta relacionada con la
formacion de tejidos de cicatrizacion que se
forman alrededor de la lesion del patéogeno,
impidiendo su avance (11, 18). Una posible
“inmunidad” es mencionada por Echandi y
Fernandez (16), Schieber y Echandi (31) e
Izquierdo (22) en Coffea canephora y C.
liberica. En este caso, los autores sugieren
que dicha reaccion de resistencia puede estar
relacionada con altos niveles de compuestos
fendlicos presentes en estas especies, en
comparacion con las plantas susceptibles
de C. arabica.

Con base en la resistencia a Ceratocystis
sp. aparentemente presente en algunas
accesiones de C. canephora, Castro et al.
(12) confirmaron dicha resistencia en plantas
de C. arabica var. Colombia las cuales se
injertaron sobre un patrén de C. canephora.
Recientemente Castro et al. (14) evaluaron
la resistencia a Ceratocystis colombiana 'y C.
papillata en hibridos interespecificos (F4),
producto del cruzamiento entre accesiones
de C. canephora con Caturra. En este
caso se obtuvieron progenies avanzadas
con doble resistencia tanto a roya como a
llaga macana.

La presente investigacion tuvo por objetivo
evaluar la respuesta de resistencia a especies
de Ceratocystis en algunas accesiones de C.
canephora, C. liberica y en el Hibrido de
Timor (CIFC/1343).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en La Granja
de Cenicafé¢ (Manizales, Caldas), localizada
a 5° de latitud N y 75°36' longitud Oeste,
a 1.310 m de altura, temperatura media de
21,0°C, precipitacion anual de 2.560 mm,
humedad relativa promedio de 77,1% y brillo
solar anual de 1.751 horas (15).

En el estudio se incluyeron seis accesiones
de Coffea canephora, cinco de C. liberica, y
el Hibrido de Timor CIFC/1343. Como testigos
se incluyeron plantas de var. Caturra y var.
Colombia. La semilla de los genotipos en
estudio se obtuvo de la Coleccion Colombiana
de Café de Cenicafé, ubicada en la Estacion
Central Naranjal, en Chinchina (Caldas). Las
plantas se sembraron en bolsas plasticas de
22 cm de ancho por 35 cm de largo, con
capacidad de 5 kg de suelo y se ubicaron en
un lote a plena exposicion, proporcionandoles
los cuidados requeridos de fertilizacion y
limpieza de arvenses.
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Cuando las plantas alcanzaron 21 meses
de edad se realiz6 la inoculaciéon de los
hongos Ceratocystis colombiana (aislamiento
CMWS5768) y C. papillata (aislamiento
CMW10844), correspondientes al estudio de
Van Wyk et al. (34). Para la reactivacion de
los aislamientos, se siguid la metodologia
de Castro y Cortina (11), utilizando trozos
de tallos tiernos de café descortezados,
dispuestos en camaras humedas en cajas de
Petri esterilizadas, inoculando dichos tallos,
hasta la obtencion de abundantes peritecios
con masas de ascosporas. La preparacion
del inoculo consistiéo en transferir masas de
ascosporas en viales con agua destilada estéril,
suplementada con 0,06 mL.L" del surfactante
Triton® X100 (Sigma Saint Louis Missouri,
USA). Esta suspension se sometio a ultrasonido
(Branson Ultrasonic cleaner/2510), a una
frecuencia de 40 kHz durante 30 segundos.
La concentracion de esporas se determind
con el hemacitometro, a 7,0 x 10* por mL.

La inoculacion se realiz6 haciendo una
herida en forma de U invertida (de 1,5 cm)
sobre el tallo de la planta, a una altura
aproximada de 10 cm del suelo, utilizando la
punta de una navaja. Con una micropipeta, se
depositd una gota de 50 puL de la suspension
del patogeno, levantando levemente la corteza,
para que quedara en contacto con el floema
de la planta. Durante 15 dias, la herida se
cubrié con algodon humedecido y cinta de
papel Parafilm® (Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, IL), segun método de Castro y
Cortina (11). Al retirar dicha camara humeda
se verifico visualmente la colonizacion del
patogeno, observando la coloracion negra y
de consistencia carbonosa, correspondiente a
macroconidias del patogeno, segun descripcion
de Castafio (6) y Fernandez (18).

Se establecieron dos experimentos
simultaneamente para cada especie de
Ceratocystis. En cada uno se utilizd6 un

disefio experimental completamente aleatorio,
siendo la unidad experimental de diez plantas
y tres repeticiones por cada genotipo.

La evaluacién de resistencia o
susceptibilidad a Ceratocystis spp. se realizé
durante los meses de abril de 2011 hasta
abril de 2012. Las plantas se monitorearon
mensualmente para observar sintomas externos
de amarillamiento, marchitamiento o muerte
de las plantas. Después de 4 meses la
inoculacion se realizd una observacion
del desarrollo de la lesion en el punto de
inoculacién de los patdgenos, y después
de un afio de la inoculacion se realizo la
evaluacion final, midiendo en cada planta el
area de la lesion caracteristica del patdgeno,
asi como las plantas muertas. De acuerdo con
el método de Castro y Cortina (11) se midio
la circunferencia del tallo (CT), ancho (AL)
y longitud de la lesion necroética (LL) en el
floema de cada planta. El avance transversal
de la lesion causada por el patdogeno se
expresd como el grado de anillamiento (GA),
dado por la relacion AL/CT x 100. Los
datos se analizaron mediante un ANOVA y
prueba de F (p<0,01), utilizando el Statistical
Software 9.2. (30). Como complemento se
observd la presencia o ausencia de tejidos
de cicatrizacion o callo cubriendo la lesion
del patéogeno en cada planta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los sintomas de amarillamiento y
marchitamiento de las plantas inicialmente
se observaron en plantas de var. Caturra
y var. Colombia, de 3 a 4 meses después
de la inoculacion. A los 6 meses, todas
las plantas de estas variedades murieron
por efecto de los dos patégenos. En estas
plantas las lesiones necroticas avanzaron
longitudinal y transversalmente, anillando
completamente el tallo (GA= 100%),
(Figura la y Tabla 1).
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Figura 1. Diferentes reacciones de susceptibilidad/resistencia a llaga macana en genotipos de café, un afio
después de la inoculacion de Ceratocystis colombiana y C. papillata. a. Reaccion de susceptibilidad en
tallos de plantas de C. arabica var. Caturra y var. Colombia, en los cuales la lesiéon avanzo6 longitudinal y
transversalmente. b. Reaccion de resistencia observada en las accesiones de C. /iberica, en la mayoria de
accesiones de C. canephora y en algunas plantas del Hibrido de Timor. En estos casos no hubo desarrollo de
la lesion. ¢. Reaccion de resistencia observada en algunas accesiones de C. canephora, en donde hubo avance
longitudinal de la lesion pero no hubo anillamiento del tallo, evitando la muerte de las plantas.

Después de un aiio después de la inoculacion
ninguna de las plantas de las accesiones de
C. liberica habia muerto, notandose tejidos
de cicatrizacidon en el sitio de inoculacion,
sin avance de la lesion del patdogeno (Figura
1b y Tabla 1). En algunas plantas de C.
canephora las lesiones avanzaron durante los
primeros 4 meses después de la inoculacion;
sin embargo, ninguna planta muri6 al final
de la evaluacion (Figura 1b y Tabla 1). En
algunas plantas de C. canephora var. Ugandae
CCC 712, C. canephora CCC 962 y C.
canephora CCC 1015 se observaron lesiones
alargadas y angostas, pero la formacion de
callo impidi6 el anillamiento de las plantas
(Figura lc y Tabla 1). En estos casos el
promedio de GA y LL fue de 3,5% y 0,85
cm, respectivamente, debido a la infeccion
causada por C. colombiana. Mientras que
plantas de C. canephora CCC1015y CCC962

tuvieron un promedio de GA de 3,8% y LL
de 0,85 cm, causada por C. papillata.

En el caso del HAT, el 12% y 10% de
las plantas fueron anilladas y murieron por
efecto de C. colombiana y C. papillata,
respectivamente. El resto de las plantas
de este hibrido mostraron reacciones de
resistencia caracterizada por lesiones similares
a las observadas en C. canephora (Figura
1b). Un afio después de la inoculacion las
plantas del HdT resistentes presentaron un
promedio de GA de 7,2% y 0,5 cm de LL
causado por C. colombiana, y 8,8% (GA)
y 1,4 cm de LL causado por C. papillata.
Tanto el GA como la LL observado en
algunas plantas de C. canephora y en el
HdT/1343 fueron estadisticamente diferentes
a los testigos susceptibles Caturra y var.
Colombia. Segun la Prueba de Duncan
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Tabla 1. Reaccion de resistencia/susceptibilidad en genotipos de café, después de 1 afo de la inoculacion de
Ceratocystis colombiana'y C. papillata. Promedio de grado de anillamiento (GA) y largo de la lesion necrética

(LL) causada por los patdgenos en el tallo.

Ceratocystis colombiana

Ceratocystis papillata

Genotipo

GA (%) (X£DS) LL(cm) (X£DS) AL (%) (X DS) LL (cm) (X £ DS)

C. liberica CCC 1025
C. liberica CCC 1029

C. liberica CCC1033

C. liberica CCC1035

C. liberica CCC 1022

C. canephora CCC 1006
C. canephora CCC 978
C. canephora CCC 980
C. canephora (var. Ugandae CCC712)
C. canephora CCC 962
C. canephora CCC 1015
Hibrido de Timor 1343

C. arabica var. Colombia

S O O O o o o o

41+114b
1,7£64b
48+10,5b
72+ 14,60
100,0a

C. arabica var Caturra 100,0 a

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0
2,1£54b 0 0
0,3+1,3b 2,0+£63¢ 03+12b
0,9+2,1b 5,6+ 11,0 be 1,4+2,6b
0,5+09b 8,8+20,9b 1,4+27b
17,5+48a 100,0 a 13,6 £5,0a
162+59a 100,0a 123+39a

X: Promedios, DS: desviacion estandar.

(5,0%), no se observaron diferencias entre
los genotipos que mostraron resistencia a
los dos patogenos. En las plantas de las
variedades testigo no se observo desarrollo
de tejidos de cicatrizacion.

La formacion de tejidos de cicatrizacion
o callo al igual que la ausencia de lesiones
en el punto de inoculacion de Ceratocystis
sp., en las plantas de C. canephora y C.
liberica y en algunas plantas de H de T,
fue la mejor evidencia de resistencia a los
patogenos. Otro resultado importante fue la
resistencia observada en la mayoria de las
plantas del HdT, lo cual indica que este
hibrido puede portar genes de resistencia
posiblemente conferidos por C. canephora,
que es uno de sus progenitores. Durante
el desarrollo del experimento, desde la
inoculacion hasta la evaluacion final, se
presentaron las siguientes condiciones
climaticas: 3.118 mm de precipitacion,
brillo solar total de 1.192 horas y humedad
relativa promedio de 80%.
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Los resultados de este estudio son de
gran utilidad, no solo en lo que respecta
a la busqueda de fuentes de resistencia a
llaga macana, sino también porque estos
genotipos tienen gran posibilidad de ser
también resistentes a roya, como ha sido
demostrado por varios investigadores en
accesiones de C. liberica y C. canephora
(5, 35). Es de anotar que esta resistencia a
roya en las especies diploides ha permitido
ampliar los métodos de mejoramiento del
café, en el desarrollo de variedades con genes
de resistencia diferentes a los conferidos
por el HAT. Estos métodos se basan en la
incorporacion de dichos genes a C. arabica lo
cual confiere a las plantas mayor diversidad
en la respuesta de resistencia a H. vastatrix,
obteniéndose materiales mejorados y de
mayor durabilidad en dicha resistencia (19,
23,28, 33). Alvarado y Cortina (1) presentan
resultados en generaciones avanzadas de
hibridos interespecificos (F4), derivadas
del cruzamiento C. canephora 'y C. arabica
var. Caturra retrocruzada con Caturra.




Estos hibridos, ademas de ser resistentes a
roya, presentan atributos agronémicos y de
calidad de grano promisorios para obtener
variedades comerciales. De otra parte, la
caracteristica de resistencia a Ceratocystis
fue obtenida por Castro et al. (12), en
injertos de C. arabica var. Colombia sobre
C. canephora, expuesto a condiciones de
infeccidon natural. Recientemente Castro
et al. (14) estudiaron la respuesta de
resistencia a Ceratocystis sp. y H. vastatrix,
en interespecificos entre C. arabica con
C. canephora, encontrando progenies
(F4) que combinan dicha resistencia. Por
consiguiente los resultados encontrados en
el presente trabajo corroboran la resistencia
a Ceratocystis en las especies diploides.
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