LLAGAS RADICULARES NEGRA (ROSELLI-
NIA BUNODES) Y ESTRELLADA (ROSE-
LLINIA PEPO) DEL CAFETO. I. PATOGE-
NICIDAD E INFLUENCIA DE LA CLASE DE
INOCULO EN LA INFECCION

Octavio Fernandez-Borrero

y Selma Lopez *

INTRODUCCION

Las enfermedades radiculares del cafeto tienen una
amplia ocurrencia y se cuentan entre las mas importantes, debido a los da-
nos de consideracion que ocasionan en la mayoria de los paises cafetaleros
(1,3,4,5,6,8,9,10,12,22,24). A pesar de eso, es muy poco lo que de ellas
se sabe. Casi todos los trabajos conocidos son de naturaleza empirica y
consisten en descripciones de meras observaciones de campo, muchas
veces contradictorias. La ausencia de una clara y definida descripcion de
los sintomas de las diferentes enfermedades, en todos los estados (Ke su de-
sarrollo; la presencia constante de diversos organismos sobre material en-
fermo; y la falta de comprobacion experimental de las verdaderas relacio-
nes de cada uno de tales organismos con los diferentes sintomas quc se ob-
servan en la naturaleza, han traido como consecuencia una tremenda con-
fusion en el campo de las enfermedades radiculares del cafeto.

En vista de la situaciéon existente y considerando
la importacia de las mencionadas enfermedades, en el Centro Nacional de
Investigaciones de Café se realizé una serie de investigaciones sobre algu-
nas de ellas.

*Jefe y usistente respectieamente de la Seceion v Foopatologiv del Centro Nactonal de Ineestigactones
, vy - Rl . . g
de Café.  Chinchiud. Colunda.
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Especificamente, los autores se refieren aqui a las
enfermedades radiculares del cafeto conocidas en Colombia con los nombres
de llagas ‘‘negra’’ y ‘‘estrellada’’, atribuidas a los hongos Rosellinia bu-
nodes Y R. pepo, respectivamente, y cuyas descripciones concuerdan con
las hechas por Saccas (18), Viegas (20) y Fawcett (13).

En el presente acrticulo se dan los resultados de la
rrimera tase del trabajo, relacionados especialmente con la patogenicidad y
a influencia decisiva que tiene la clase de in6culo en la infeccion,

METODOS DE AISLAMIENTO

. El R. bunodes fue aislado de raices de cafetos in-
fectados naturalmente, recolectadas en el Centro Nacional de Investigacio-
nes de Café. Debido al lento desarrollo inicial del patégeno y a la presen-
cia de otros organismos secundarios, especialmente de bacterias, Fusarium
y T'richoderma, que rapidamente invadieron el medio, resulto dificil obte-
ner el hongo en estado puro en cultivo artificial. Después de varios inten-
tos se logro aislarlo, sembrando en P.D.A, acidificado, pequenas porciones
de tejidos desprerdidos de los bordes de lesiones tipicas de la enfermedad,
previamente desinfectadas con bicloruro de mercurio al 1 por mil, durante
2 a 5 minutos y lavadas repetidas veces con agua destilada estéril.

El R. pepo se aislo de raices enfermas de café, ca-
cao y guamo (Inga sp.), siguiendo el mismo método anterior y también
por siembra directa en ¢l medio P.D.A. de fragmentos de micelio blanque-
cino en forma de estrella que se desarrolla entre la corteza y la madera, Al
medio se le adiciond rosa de bengala en la proporcion de 1:15,000. Este
altimo sistema fue el que mejores resultados dié.  Los aislamientos obteni-
dos de los tres susceptivos mencionados, resultaron morfolégicamente igua-
les y los estudios de patogenicidad demostraron que se trataba del mismo

hongo.

A los cinco dias de incubacién ambos organismos
habian crecido suficientemente y se pasé micelio de las margenes de las co-
lonias a tubos de ensayo que contenian P.D.A. Los hongos se mantuvie-
ron, bajo condiciones de laboratorio, por transferencias periodicas a nuevo
medio,

A pesar de que los hongos no produjeron ningun ti-
po de fructificacion, se identificaron como R. bunodes y R. peém por la
tipica mortologia microscopica de sus micelios y por laapariencia de las co-
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lonias en cultivo puro, las que concordaron con las descritas por otros au-
tores (17, 18, 20, 21). Posteriormente, la reproducciéon respectiva de los
sintomas por medio de las inoculaciones artificiales, confirmaron plena-
mente sus identidades.

DESARROLLO DE LOS HONGOS EN DIFERENTES MEDIOS

Puesto que los dos organismos se desarrollaron len-
ta e irregularmente en P.D.A., se preparé una variedad de medios con
miras a encontrar alguno que permitiera un buen desarrollo de los hongos.
Fueron ellos.

Medios naturales. a) Se utilizaron los siguientes
"'materiales: mazorca tierna de maiz, raices y ramas de cafetos, pu%pa y al-
mendra de café, cascaras y almendras de mani, yuca y zanahoria. Todos
los cuales se partieron en pequenas porciones, se envasaron y esterilizaron
durante media hora a 15 Ib de presion,

b) Se premaré un medio a base
.  pre
de extracto de maiz tierno y agar (M. T A.), de lasiguiente manera: 350 gra-
1eTno y ag ! g ] g
mos de granos de maiz tierno se trituraron en una licuadora, en 1 litro de a-
gua destilada. El extracto resultante se filtro a través de una doble tela de ga-
sa, se restauré el volumen a 1 litro y se le agregé 10 gramos de agar. La pre-
paracion se puso directamente al fuego hasta la ebullicion, teniendo el cuida-
do de agitarla constantemente; se distribuyo en los recipientes y se esterilizé
g n y . CIpt y

de la manera usual. También se prepararon medios liquidos, en las propor-
ciones de 4, 20, 60,100, 160, 200 y 300 gramos de maiz tierno por litro.

c) Extracto de malta-agar (2 )
y ‘‘lima bean-agar’’ (Difco).

Medios semi-sintéticos. Se prepararon tres medios
a base de papa-dextrosa-agar, en los cuales se varié la concentracion de los
respectivos ingredientes, asi: 1) 200-10-20; 2) 100-5-10; y 3) 400-20-40.
También a la preparacion normal (N*1) se le substituyo la dextrosa por otros
carbohidratos: maltosa, sacarosa, glucosa, lactosa, levulosa, arabinosa, rafi-
nosa, manosa, xilosa, dulcitol, almidén y dextrina.

Medzos sintéticos. Se utilizaron varios medios ba-
sales de diferentes composiciones, adicionandoles las siguientes vitaminas,
solas y en varias combinaciones y concentraciones: tiamina (2, 1 y 0.5 mg/}),
riboflavina (1, 0.5 y 0.25 mg/1), piridoxina (1, 0.5y 0.25 mg/1), inosi-
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tol (5, 2.5 y 1.25 mg 1), acido nicotinico (4, 2 y 1 mg 1) y acido para-
aminobenzoico (1, 0.5y 0.25 mg 1). La reaccion de los medios, liqui-
dos y solidos, se ajusté a pH 6.0 y se esterilizaron a 15 Ib de presion du-
rante 10-12 minutos.

OBSERVACIONES

En los trocitos de mazorca tierna de maiz el mice-
lio de R. bunodes crecié rapidamente sobre la superficie, al principio a ma-
nera de una cubierta blanca algodonosa que parcial y progresivamente se fue
obscureciendo, quedando al final unas porciones blancas y otras negras, En
tal medio, el R. pepo creci6 mas lentamente, a manera de una masa algo-
donosa, inicialmente de color gris claro y mas tarde cambié a obscuro, uni-
formemente.

En los trozos de ramas de cafeto, ambos hongos
tuvieron un buen desarrollo, y con caracteristicas similares a las anterior-
mente descritas, Superficialmente se formaron agregados miceliales, que
caracterizan a las dos enfermedades y que ocurren en las raices naturalme.-
te infectadas.

En los otros medios naturales (pulpa y almendra
de café, yuca, zanahoria y mani) el micelio de R. bunodes invadio lenta-
mente la superficie de los substratos, mediante hifas compactas, que forma-
ron una especie de costra negra de consistencia coriacea,

El medio extracto de maiz tierno-agar (M.T.A))
fue el mejor para el desarrollo del I2. bunodes. En dicho medio las colo-
nias, al principio, fueron de color blanco y estaban compuestas de hifas
gruesas y compactas; luego, cuando el hongo invadio la mayor parte de la
superficie del medio, empezaron a ennegrecerse desuniformemente, presen-
tando en su superficie parches negros y blancos. En ocasiones, cuando las
condiciones ambientales fueron adversas al crecimiento del hongo, las colo-
nias se volvieron lisas y coriaceas, con bordes definidos y permanecieron u-
niformemente negras o blancas. El desarrollo del R. pepo en este medio
fue inferior al de R. bunodes. Las colonias, de aspecto algodonoso, cre-
cieron uniformemente; el micelio, de color pardo o grisiceo, al principio,
tomo una coloraciéon de caté, al final.

En los medios P.D.A., en sus diversas concentra-
ciones, malta-agar y ‘‘lima-bean’’, el desarrollo de ambos hongos fue mas
limitado, siendo siempre superior el del B. bunodes (Fig. 1). En general,
en tales medios, las descripciones de los hongos concuerdan con las hechas
por Rodriguez (17) y Waterston (21). La sustitucion de la dextrosa por
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Figura 1. Efecto del medio de cultivo en el desarrollo micelial. Izquierda: extracto de maiz tierno y a-
ar; derecha: papa, dextrosa y agar. A. Rosellinia pepo, 14 dias de incubacion. B. R. bunodes, 6 y 8
fas de incubacion, respectivamente.
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otros azdcares, en la preparacion normal del medio P.D.A., no influyé fun-
damentalmente en el desarrollo de los dos organismos, salvo en los casos
del dulcitol y de la galactosa que parcialmente inhibieron el crecimiento

de R. pepo.

En los medios sintéticos el desarrollo micelial de
los hongos fue insignificante, casi ausente. La adicion de las vitaminas no
tuvo efecto benético alguno, en las concentraciones y combinaciones ensa-

yadas.

Waterston (21) obtuvo estructuras asexuales de
reproducion de R. pepo en malta—a%ar, P.D.A. y ramas esterilizadas de ca-
cao  Sin embargo, en ninguno de los medios aqui descritos fue posible ia
obtencién de algan tipo de estructura reproductiva.

En todos los medios ensayados las colonias de R.
pepo presentaron con frecuencia sectores que se diferenciaron unos de o-
tros en el color y la apariencia. No asi las de R. dunodes que siempre
permanecieron uniformes a través de las sucesivas transferencias.

PATOGENICIDAD

Waterston (21) demostré la patogenicidad del R,
epo en planticas de cacao; pero, hasta donde los autores saben, aun no se
{Jxa comprobado experimentalmente las relaciones de tal hongo con la llaga
‘‘estrellada’’ del cafeto. Viegas (20), de otro lado, obtuvo resultados par-
cialmente positivos trabajando en café con el R. bunodes aislado de yuca
(Manihot utilissima). Alvarez (7) y Wellman (23) no lograron repro-
ducir los sintomas de las dos enfermedades en sus respectivos estudios de
patogenicidad. Posteriormente, el mismo Alvarez (6) consider6 que el
R. bunodes en café, era un simple sapr(')fito.

Con el proposito de clarificar tal situacion se rea-
lizaron varios ensayos de inoculacion, utilizando diversos tipos de inoculo y
plantas en diferentes estados de desarrollo.

MATERIALES y METODOS

A. Indculo natural. En el caso de R. pepo se uti-
lizaron los siguientes tipos de inoculo: 1) agregados miceliales negros que se

121



cenicafé

desarrollan superficialmente sobre las raices de arboles atacados; 2) micelio
blanco en forma de abanicos o de estrellas, desprendido del interior de la
corteza y parte externa del leno; 3) pedazos de corteza de raices infectadas;
4) pedacitos de raices descortezadas, de 2 cm de largo por 1 ¢cm de diame-
tro; §) trocitos de raices enfermas, de las siguientes dimensiones: a)
4.2x2.5, b) 4.0x1.25 y ¢)2.0x0.5, cmde largo por cm de diametro;
y 6) suelo recolectado del rededor de raices de arboles que habian muerto
de infecciones naturales. Dicho suelo llevaba incorporado raicillas afecta-
das y también agregados miceliales del hongo. En este ultimo caso se sem-
braron planticas de 90 dias de edad (‘‘chapolas’’) en recipientes que conte-
nian el suelo. Con los tipos 1 y 2 se inocularon”chapolas® colocando alre-
dedor del cuello de la raiz varias porciones del respectivo inoculo. Con
los tipos restantes se inocularon plantulas de C. arabica var. caturra, de 7
meses, previamente heridas. En el caso de los inoculos 3 y 4 se procedio
en la misma forma descrita para las ‘‘chapolas’’ y para el tipo de inoculo
5, tnicamente se utiliz6 un trocito por planta.

Se comprobé que el R, pepo fue capaz de desarro-
llar nuevo micelio a partir de las diferentes clases de inéculo, lo que demos-
tré su viabilidad. Sin embargo, el crecimiento fue muy limitado en casi
todos ellos.

Con el R. bunodes solo se emplearon los tipos de
inoculo 3, 4 y 6, siguiendo los mismos métodos de inoculacién para“chapo-
|as“y plantulas,

B. Inéculo artificial. La patogenicidad de los
Rosellinia aislados de raices enfermas se proboé inoculando plantas de café
en diversos estados de desarrollo: ‘‘chanolas’’ cultivadas en suelo esteriliza-
do y sin esterilizar, plantulas de 6-8 meses de edad y arboles de 4 anos,
sembrados individualmente en cajones de madera. Como indculo se utilizo
el mismo empleado por Viegas (20), consistente en pedazos esterilizados de
mazorca de maiz sobre los cuales se habian cultivado previamente los hon-
os. Se siguieron los siguientes métodos de inoculacién, cuando se traté de
‘chapolas'y c%e plantulas: 1) igual cantidad de inoculo se coloco a ras del sue-
lo, alrededor del tallo, y se protegié con un pedazo de algodon, el cual se
mantuvo hamedo durante el periodo de incubacion; 2) se descubrié un po-
co el sistema radicular y se puso el in6culo en contacto con las raices, a la
altura del cuello; 3) similar al 2, pero con la diferencia de que en este ca-
so se hirieron algunas raices y el cuello de la planta; 4) indculo localizado
a 5 cm del cuello de plantulas sembradas individualmente en bolsas de po-
lietileno. En un caso el inoculo se dejo superficialmente y en otro se en-
terr6é a unos 3 cm. Los arboles adultos se inocularon con el R. bunodes,
por los sistemas 2 y 3.
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En todos los tratamientos se dejaron los respecti-
vos testigos, en los cuales el inéculo fue reemplazado por trocitos esterili-
zados de mazorca de maiz.

También se inocularon"chapolas"de café con las es-
pecies de Fusarium que frecuentemente aparecieron en el medio durante
el proceso de aislamiento.

Posteriormente se probo la susceptibilidad de las
variedades comerciales de café tipica, borbén y caturra, siguiendo el segun-
do de los sistemas de inoculacién descritos.

RESULTADOS

A. Inéculo natural. A los cuarenta dias de incu-
bacion se dio por finalizado el ensayo. De acuerdo con los resultados (tabla
1), solo sirvieron como indéculo efectivo, en forma limitada, el tipo 5 (ay b).
En los demas casos, el poco desarrollo de nuevo micelio no fue suficiente
para que el organismo pudiera establecer relaciones parasitarias. En pos-

Tabla 1. Influencia de la clase de inoculo natural en la patogenicidad de Rosellinia pepo.

Clase de inoculo

Trocitos de raices de
diferentes dimensiones (cm)

Plantulas o Agre%ados Abanicos Corteza Raices Suelo
chapolas miceliales miceliales de raices  descortezadas 4.2x2.5 4.0x1.25 2.0x0.5 infestado

Inoculadas 20 20 15 15 15 15 15 1S

Infectadas 0 0 0 0 4 3 0 0

teriores ensayos de patogenicidad se comprob(') que pedazos de raices con-
taminadas, de un tamaio mucho mayor que los indicados, tampoco fueron
satisfactorios como indculo.

Con el R. bunodes los resultados fueron totalmen-
te negatvos.

Los anteriores resultados concuerdan con los ob-
tenidos por otros autores. Waterston (21), trabajando con R. pepo en ca-
cao, encontré que porciones de raices naturalmente infectadas no fueron
satisfactorias como fuentes de inoculo. Tampoco pudo reproducir la en-
fermedad utilizando conidias del organismo. Alvarez (6) fracasé cuando tra-
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to de reproducir la lla§a negra’’ en plantulas de caté sembradas en suelo
naturalmente contaminado con RR. bunodes. Carruthers (citado por Alva-
rez), igualmente fue incapaz de reproducir una enfermedad radicular del
arbol de té causada por una especie de Rosellinia, cuando utilizé6 como i-
noéculo ascosporas del hongo. De otro lado, ciertos autores (2,5,11, 12,
18) afirman que las dos enfermedades pueden ser diseminadas en la natu-
raleza por estructuras de los patégenos.

B. Indculo artificial. Los resultados positivos ob-
tenidos en todas las inoculaciones artificiales efectuadas con los dos orga-
nismos confirman sin duda alguna que los hongos R. bunodes y R. pepo
son los verdaderos agentes causales de las llagas radiculares ‘““negra’’ y ‘‘es-
trellada’’ del cafeto. Seguidamente se describen las observaciones hechas
en las diferentes inoculaciones.

Chapolas. Todas las Chapolas inoculadas con 3.
bunodes murieron. Los primeros sintomas de la enfermedad aparecieron
al segundo dia después de las inoculaciones, manifestados por una pudricién
hameda en la raiz y cuello de las"chapolas}’ acompanada de una coloraciéon
parda clara que se hizo obscura con el progreso de la inteccion. Esta ne-
crosis de los tejidos no sobrepaso la parte del tallo localizado al nivel del
suelo. Al tercer dia, el cuello y la base del tallo empezaron a perder agua
y al cuarto dia se observaron deprimidos, a todo lo largo de la extension
de la necrosis.  Superficialmente, sobre los tejidos lesionados, se hizo vi-
sible el crecimiento micelial del hongo, a manera de una red de finisimos
hilos blancos. A partir del quinto dia empezaron a manifestarse los sinto-
mas en la parte aérea; las hojas cotiledonares se tornaron completamente
flacidas y comenzaron a marchitarse; se doblaron por el pedunculo y dos
dias mas tarde estaban complatamente secas, quedando adheridas al tallue-
lo, el cual permanecio6 rigido a pesar de haberse secado totalmente (Fig, 2).

Con 2. pepo los primeros sintomas radiculares a-
parecieron en un tiempo minimo de § dias; la pudricion parda de la raiz
fue seca y no ocurrio constriccion local de los tejidos afectados; el micelio
del hongo corrio abundantemente a lo largo del sistema radicular, forman-
do agregados miceliales de color gris claro, al principio, y obscuro, mas tar-
de; hubo un mayor ataque v consecuente destruccion de las raices secun-
darias, parejamente con la raiz principal (Fig. 2). En gencral, los sintomas
aéreos fueron iguales a los anteriormente descritos para IR, bunodes.

En ambos casos, el periodo de incubacién fue un
POCO mas corto cuando las chapolas se hirieron antes de las inoculaciones.

Los resultados en suelo estéril fueron iguales a los
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obtenidos en suelo sin esterilizar.

Las chapolas inoculadas con las especies aisladas de
Fusarium, asi como los testigos, se desarrollaron normalmente y no pre-
sentaron ningin sintoma de inteccidn,

Plintulas de almdcigo. Con el R. bunodes se
obtuvo un 100 por ciento de mortalidad. Los primeros sintomas visibles en
el follaje se notaron por lo general a los 14 dias de incubacion, manifesta-
dos por subito decaimiento y flacidez de las hojas (Fig. 3). Para entonces,
habia ocurrido un ablandamiento de la corteza de la raiz hasta el nivel del
suelo. Progresivamente, los tejidos fueron perdiendo agua y, una vez to-
talmente necrosados, se formé una depresion entre la parte sana y enferma,
claramente diferenciada. Paulatinamente las hojas se fueron marchitando,
se doblaron por el peciolo y terminaron por secarse, al ocurrir la muerte to-
tal de la planta, a los 18 dias de las inoculaciones. Sobre las raices muer-
tas se observo la formacion de agregados miceliales, al principio blanqueci-
nos y posteriormente de un color marron oscuro. Superficial e internamen-
te, en el leno de las partes atacadas de la raiz, se formaron los puntos ne-
gros y rayas longitudinales caracteristicos de la enfermedad (Fig.4).

En el caso de R. pepo no ocurri¢ abiandamiento
de la corteza de la raiz, ni la constriccion de los tejidos necrosados, Fue
mas bien una pudricién seca y, al igual que en las chapolas, hubo un ataque
mas pronunciado en las raices secundarias, quedando, en muchos casos, la
raiz pivotante completamente desnuda. El micelio, organizado en agrega-
dos miceliales, se extendio a lo largo del sistema radicular. Al desprender
la corteza de la raiz se observé claramente, adheridas al leno, las estrellas
o abanicos miceliales que sirven como signos distintivos de la enfermedad
(Fig. 4). Los sintomas aéreos fueron similares a los descritos para R. 6u-
nodes, con la diferencia de que comenzaron a manifestarse a los 18 dias de
incubacién, como minimo (Fig. 3).

El periodo de incubacion en las dos enfermedades
fue un poco menor cuando las plantulas se hirieron en el lugar de la inocu-
lacion. Sin embargo, al causar heridas se estimulo la emision de nuevas
raices y, por tanto, resulté mas satisfactorio no herir los tejidos,

De todos los sistemas de inoculacién ensayados, el
Ne 2, descrito en materiales y métodos, fue el que dio mejores resultados.
El sistema menos efectivo fue el N4, con el cual, para el caso de R. buno-
des, solo se obtuvo un 31% de mortalidad.

Las variedades de café tipica, porbon y caturra

136



resultaron igualmente susceptibles a ambas enfermedades, en cuanto que en
todas ellas ocurrié, bajo similares condiciones, un porcentaje igual de mor-
talidad. Sin embarfo, para el caso de R. bunodes, se observo que el tiem-
po transcurrido desde la inoculacion hasta la muerte, en la variedad borbon
estuvo comprendido entre los 10 y 15 dias; en la variedad caturra, entre
los 14 y 18 dias; y en la variedad tipica, entre los 16 y 20 dias, prolongan-
dose, en algunos casos, hasta los 25 dias. También se encontré que en la
variedad borbon las ra{itas Y puntos negros tipicos en las raices aparecieron
simultineamente con la manifestacion de los sintomas aéreos mientras que
en las variedades tipica y caturra la manifestacién de tales signos ocurri6
varios dias antes y varios dias después, respectivamente, de haberse notado
los sintomas en el follaje. Con el R. pepo no se observaron variaciones
apreciables.

Arboles en produccién. Igualmente, se obtuvo
una mortalidad del 100 por ciento con las inoculaciones de R. bunodes. En
este caso el proceso de ra infeccion fue mucho mas lento, como era de es-
perarse. Al mes de inoculados los arboles, sus raicillas estaban completa-
mente invadidas, la corteza de raices secundarias y principal comenzaron a
mostrar sintomas de pudricion y el micelio habia penetrado en el leno; al
siguiente mes ya hubo aparicién de las tipicas puntuaciones negras, locali-
zadas superficialmente sobre la madera, Al cuarto mes los sintomas se ha-
bian extendido en toda la raiz, hasta el nivel del suelo. La penetracion del
hongo era ya mas profunda en el leno, lo que estaba indicado por la forma-
cion mas interna de las puntuaciones y rayas negras. Después de los seis
meses, los arboles comenzaron a manifestar los primeros sintomas en el fo-
llaje, con la aparicion de una clorosis a lo lar%o de las nervaduras que pro-
gresivamente se fue extendiendo por toda la lamina, hasta quedar las hojas
completamente amarillas, para luego desprenderse. No se inocularon plan-
tas en tal estado de desarrollo con R. pepo.

Los hongos fueron reaislados del material artifi-
cialmente infectado.

INFLUENCIA DE LA BASE ALIMENTICIA EN LA INFECCION

Observaciones preliminares habian indicado que el
substrato sobre el cual se incrementaban los hongos para su utilizacion co-
mo inoculo tenia una influencia decisiva en el éxito o fracaso de la infec-
cion. Por tanto, se decidio hacer un estudio detallado sobre dicho aspecto
tan fundamental. Para esto, los hongos se incrementaron previamente en
trocitos de ramas de café de 20, 15, 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 gramos de peso,
en P.D.A. y en el medio extracto de maiz tierno agar (MITA). Se inocu-
laron 25 plantulas de café de la variedad caturra de 8 meses, en cada trata-
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miento, El método de inoculacion consistio en colocar, en cada caso, un
trocito y el desarrollo de los hongos ad3uirido en una caja de I)etri con los
referidos medios, alrededor del cuello de la raiz. Al cabo del periodo de
incubacion se determiné el porcentaje de plantulas muertas por tratamiento.

Los resultados obtenidos (Tabla 2) muestran como
el porcentaje de plantulas muertas fue disminuyendo progresivamente con
la correspondiente disminucion del peso del inoculo, hasta llegar a cero.
El micelio desarrollado en el medio MTA. fue un in6culo, tan efectivo co-
mo el desarrollado en los trozos de ramas de café de 20 gramos de peso.

Tabla 2. Efecto de la base alimenticia en la infeccion de plantulas de café inoculadas con Rosellinia bunodes y
Rosellinia pepo.

Naturaleza y peso Porcentaje de plantulas muertas Dias promedios de incubacién
del inoculo (g) R. bunodes 1. pepo . bunodes R. pepo
25.0 100 959 10 19
15.0 100 75 10 19
10.0 80 50 13 21
5.0 64 45 14 25
2.5 16 0 24 -
1.0 8 0 27 -
0.5 4] 0 - —
P.D.A. 67 0 12 -
M.T.A. 100 - 10 —

En dicho medio (MTA) el R. bunodes adquirié un crecimiento micelial vi-
goroso y compacto que le permitio acumular suficiente reserva para un pos-
terior buen desarrollo, previo a la infeccién. El P.D.A. fue una base ali-
menticia mas pobre para I?. bunodes y totalmente nula para R. pepo. La
energia para el crecimiento (16), derivada de la base alimenticia y necesaria

ara la infeccion, fue mas critica para el caso de I?. pepo. En ambas enfer-
medades, los dias de incubacion aumentaron con la disminucion del peso del
inoculo, pero dicho periodo fue siempre mas prolongado ¢n la llaga ‘¢ estre-

llada”’ (R pepo),

EXTEMNSION MICELIAL E INFECCION

A partir de diferentes bases alimenticas, se estudio
la capacidad que tienen los dos hongos para extenderse libremente en el sue-
lo y también la relacion entre dicha extension y la habilidad de producir
infeccion. En cajones de madera de 30 x 27 x 12 cm, con suelo de un ca-
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fetal y mantenido a una humedad cercana a la capacidad de campo, se sem-
braron chapolas de café en hileras distanciadas a 4 centimetros.  Dentro de
las hileras las chapolas estuvieron también separadas entre si a 4 cm. En
uno de los extremos de los cajones, en toda la extension de su ancho y a 2
cm de profundidad, se colocaron los hongos previamente incrementados
sobre los siguientes substratos: extracto de maiz tierno-agar (MIA. franjas
de 1.5 cm de ancho), mazorca tierna de maiz y ramas de cafeto de 2 cm de
diametro. Los cajones se dejaron en completa obscuridad. Al final del ex-
perimento se determino el avance logrado por el micelio en el suelo y el
porcentaje de chapolas muertas.

En la Tabla 3 se resumen los resultados del expe-
rimento. Aunque el inéculo se colocé a una profundidad de 2 cm, el mi-
celio se desarroﬁ() e invadio las planticas superficialmente. Este desarrollo
superficial del hongo, a partir de las diferentes bases alimenticias, fue com-
pacto y parejo hasta que =lcanzo la primera hilera (4 cm); luego, a medida
que fue avanzando en el suelo, tuvo un desarrollo irregular y menos com-
pacto.

Tabla 3. Mortalidad de“chapolas”de café sembradas a varias distancias de
la fuente de inéculo de Rosellinia bunovdes, desarrollado sobre diferentes
bases alimenticias.

VA de chapolas muertas

Distancia del Extracto
inoculo maiz-agar Mazorca tierna Ramas de
N?* de hileras (cm) (MTA) de maiz cafeto
1 4 100 100 100
2 8 0 86 100
3 i2 0 43 80
4 ié6 0 ie 20
s 20 0 0 0
6 24 0 0 Q

El maximo porcentaje de mortalidad ocurrié en la
hilera de chapolas mas cercanas al inoculo y el ataque decrecio progresiva-
mente con el aumento sucesivo de la distancia. El desarrollo maximo del
hongo, a los 26 dias, llego hasta la 4a hilera. De ahi en adelante no se ob-
servo posterior progreso dcl micelio.

Las tres bases alimenticias fueron igualmente efec-
tivas hasta la primera hilera de chapolas.  El rapido agotamiento del medio
M. T.A. no soportoé un avance del micelio mas alla de los primeros 4 cm,
Rcspecto de las otras dos bases, la de rama de cafeto fue superior, en cuan-
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to permit1é un desarrollo micelial mas vigoroso, después de haber alcanza-
do y matado la primera hilera de chapolas.

DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion demos-
traron de manera concluyente que los hon%os Rosellinia bunodes, y R.
pepo, son los verdaderos agentes causales de las llagas “‘negra’’ y ‘‘estrella-
da’’ del cafeto, respectivamente. Las diterentes especies de Fusarium
que comunmente se encontraron asociados con las dos entermedades resul-
taron ser simples saproéfitos.

Los estudios de patogenicidad indicaron la impor-
tancia definitiva que tuvo la clase de inéculo en el proceso de la infeccién.
En concepto de Garret (14) para que ocurra una progresiva infeccion del
hospedante, el patogeno necesita ejercer una minima fuerza invasora la cual
es suministrada por el inoculo, hasta que se establezca una infeccion inde-
pendiente. De manera similar, los autores encontraron que tanto el R,
bunodes como el R. pepo, antes de penetrar en las raices de su hospedante
para establecerse como parasitos, necesitaron hacer primero un Vvigoroso
crecimiento ectotrético a lo largo del sistema radicular y el éxito o fracaso
en la infeccion dependié del mayor o menor desarrollo previo adquirido por
los hongos. El crecimiento externo dependié de los substratos sobre los
cuales se encontraron los organismos. Cuando la base alimenticia fue in-
suficiente, los hongos no pudieron llegar hasta la fase parasitaria, ya que
por agotamiento del substrato no fueron capaces de continuar su crecimien-
to y murieron antes de vencer la resistencia pasiva del susceptivo. Con-
trariamente, una base alimenticia suficiente permitio que los hongos aumen-
taran notablemente su inéculo potencial (14, 16) y llegaron a establecerse
como verdaderos parasitos. En la Tabla 2 se observa como, a medida que
el peso del inéculo fue disminuyendo, la habilidad de los hongos para causar
inteccion igualmente fue decreciendo, hasta llegar a un nivel critico del in6-
culo potencial, por debajo del cual no ocurrioé infeccion.  Aunque los dos
hongos se comportaron de una manera similar a este respecto, sin embargo,
dicho nivel critico fue alcanzado mas rapidamente por I2. pepo. Los resul-
tados aqui obtenidos, respecto de la infeccion en relacion con ¢l tamano de
la base alimenticia, son similares a los descritos para otros hongos (15).

Aun cuando el periodo de incubacion vario pro-
porcionalmente con el tamano de la base alimenticia, siempre fue mas pro-
longado el de la llaga “‘estrellada’” (2. pepo), y, en igualdad de condiciones,
el R. bunodes mostro ser un patégeno mas agresivo.
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El tamano v condicion del inoculo natural fuer
factores limitantes en la infeccion,  Unicamente el inocuto de determis -
das dimensiones (Tabla 1) fuc parcialmente efectivo, pero nunca alcanee nn
nivel de electividad tan alto como el del indculo artiticial (Tabia 2) de vt
o aun mucho mavor base alimenticia.  Tales resultados confirman los obi.--
nidos por otros autores (21, 6). A la luz del analisis hecho anteriormente pa-
ra el caso del inoculo artiticial, resulto evidente que las diversas clases de
inoculos naturales utilizados rapidamente se agotaron y ¢l nuevo micelio
producido murié antes de que se produjera la invasion del susceptivo,

La enfermedad radicular del cateto que se encuen-
tra en Puerto Rico, y que Alvarez (6) comprob(') ser causada por el Flusa-
rium bulbigenum, es totalmente diferente a la llaoa “‘negra’’ causada por
R. bunodes. Por los sintomas que el mencionado autor descrlbe v por los
aislamientos de R. bunodes obtenidos por ¢l de material enfermo, se infie-
re que las dos enfermedades se pueden dar alli simultancamente en el mis-
mo arbol, y los resultados negativos obtenidos en sus estudios de patnomu-
cidad, se pudlelon deber al sistema de inoculacion empleado, especiiiim nte
en lo re,lauunado con la clase de inoculo utilizado. S (onclusmnu cubre
el caracter saprofitico de IR, bunodes estan en compietn desacuerdo con
nuestros evidentes resultados, lgualmente, Welman (23 tracaso en sus in-
tentos de reproducir las dos entermedades posiblemente per el tipo de ino-
culo utilizado.

Muchos conceptos se han ey costo en relacion con
las diferentes posibles maneras e diseminacion natural de fas Jdos enferme-
dades.  Asi, Saccas (18) atirma que cllas pucden ser di-eminadas por coei-
dias y ascoporas, transportadas por el viento v los insectos a grandes distap
cias.  Alvarado (5) c¢s de opinion similar, en relacion con el Y. bunodes.
Duque (12) considera que los abanicos miceliales y los peritecios de R. pevo
pucden servir para los procesos de inoculaciones ar titiciales.  1os resuitados
obtenidos en el presente trabajo se apartan totalmente ‘e tales puates de
vista. Nuevamente, el micclio producido por las esporas y demas estruc-
turas de los hongos, separadas de las partes atacadas dei susceptive, depen-
derian de una base alimenticia tan pobre que rapidamente moriria, mucho
antes de establccerse independientemente en sus hospedantes.

También se ha dicho que los rizomortos que se o-
riginan en las raices de los cafetos afectados, avanzan por e el suelo 2 const-
deraole distancia y establecen contacto con arboles sanos, diseminando asi las
enfermedades (2, 11, 18). Aunque no se haya nbservadn que los Rosetli-
nias estudiados produzcan estructuras con una morfologia de verdadcros
rizomortos (14, 16), sino s:mplcs agregados miceliales, los resultados obte-
nidos aqui sobre la libre extensiéon de tales agregados a través del suelo
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(Tabla 3) indicaron que tal proceso fue limitado y en el éxito de la infec-
cion, la distancia fue critica: a medida que el micelio se alejo de la base a-
limenticia, su efectividad para causar enfermedad disminuyo6 sensiblemente.
Viegas (20) no logré obtener infeccion de plantas sanas de café distanciadas
a 20 cm de plantas inoculadas e infectadas con R. bunodes. Es posible,
por tanto, que en la naturaleza tal método de diseminacion, de existir, sea
igualmente limitado, de manera similar a como ocurre con R. necatriz (19).

Analizando la diseminacion de las dos enfermeda-
des, basados en los resultados logrados por los autores, los métodos mas
factlb]es serian pcr contacto directo de raices enfermas y sanas y por el
transporte de pedazos de raices contaminadas, lo suficientemente grandes
como para que sirvan de inoculo efectivo, y que queden localizados lo mas
cercanamente posible a los organos susceptibles del cafeto. Por esto dltimo
es razonable suponer que las zanjas de aislamientos, recomendadas por al-

unos autores (8, 12, 13) no hayan detenido el avance de las dos enferme-
des (6, 2, 24). De ser factible, la aplicacion del principio de sanidad de
extraer y destrunr todas las raices grandes de un arbol afectado, seria el
método mas efectivo para combatir las dos enfermedades en las resiembras,
Waterston (21) empleando este sistema, en cacao, obtuvo excelentes resul-
tados con IR. pepo. Desde luego, esto no evitaria las nuevas contaminacio-
nes por transporte de material infectado.

RESUMEN

De varios medios de cultivo ensayados, uno prepa-
rado a base de maiz tierno y agar fue optimo para el desarrollo de los hongos

Rosellinia bunodes y R. pepo. En medios sintéticos suplementados con va-
rias vitaminas el crecimiento de ambos organismos fue practicamente nulo.

Por medio de inoculaciones artificiales de plantas
de café en todos los estados de desarrollo, se reprodujeron los sintomas ti-
picos de las dos enfermedades. El moculo consistié en trozos de mazorca
tierna de maiz y de ramas de café sobre los cuales se habian incrementado
los horgos. El mejor método de inoculacién fue el de colocar el in6culo
en contacto con las raices a la altura del cuello de la planta.

No fue p051ble reproducir ninguna de las dos en-
fermedades cuando se inocularon ¢ ‘chapolas’’ o plantulas de café con agre-
gados miceliales desprendidos de material naturalmente contaminado con
Rosellinia pepo y R. bunodes ni tampoco utilizando los abanicos miceliales
blanquecinos de R. pepo. Cuando se emplearon pedazos de raices natu-
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ralmente infectadas, solo fue parcialmente efectivo el inoculo de determi-
nadas dimensiones de R. pepo. Con R. bunodes los resultados fueron ne-
gativos.

La base alimenticia tuvo una influencia decisiva en
la infeccion. Cuando ésta fue suficiente, los dos hongos aumentaron nota-
tablemente su inoculo potencial y hubo una infeccion exitosa. Contraria-
mente, cuando dicha base fue insuficiente los hongos murieron antes de es-
tablecerse en sus susceptivos, Se encontré también que la libre extension
del micelio a través del suelo estuvo en relacion con la naturaleza de la base
alimenticia, y a medida que el micelio se iba alejando fue disminuyendo no-
tablemente su efectividad para causar enfermedad.

Las dos enfermedades se diseminan fundamental-
mente por contacto directo de raices enfermas y sanas y por el transporte
de partes grandes de raices contaminadas. La aplicacién del principio de
sanidad de extraer y destruir todas las raices grandes de un arbol afectado,
seria el método mas efectivo para evitar las dos enfermedades en las re-
siembras.
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