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ABSTRACT

Pathogenicity or Rosellinia bunodes on jaul (Alnus acuminata}. c:
Rosellinia bunodes (Berk. & Broome) Sacco was determined to re the causal
agent of a lethal wilt disease observed on Alnus acuminata H.B.K. trees associa-
ted wilh a coffee plantation in San Antonio de Coronado, Costa Rica. The fun-
gus was identified by the anamorphic stage produced in culture. A greenhouse
experiment confirmed the pathogenicity of the fungus on Alnus seedlings.

INTRODUCCION jaw, con la subsecuente muerte. AI mismo tiem-
po, se observ6 que lag plantas de cafe que se

Dada Ia alia tasa de deforestaci6n anual en encontraban alrededor de estos arboles mostraban
nuestro pais, se ha visto la necesidad de promover sintomas similares y morian posteriormente.
y apoyar proyectos de reforestaci6n tendientes a Estos sintomas en el cafe ban sido atribuidos a un
satisfacer lag demandas de madera para log pr6xi- dano en el sistema radical causado POT el bongo
mos afios (Fournier, 1985; Costa Rica,1988). Rosellinia sp., causante de la enfermedad conoci-
Como mochas de las especies forestales que pro- da como maya (Alvarado, 1955; Bianchini, 1958;
veian maderas ban desaparecido, se ha hecho Duque, 1951; Garcia, 1971). EI ambito de hospede-
necesario plantar especies de rapido crecimiento y ros de este bongo es muy amplio, ha sido comuni-
de buena madera. Desafortunadamente, no se cado en un gran numero de especies lefiosas y
conoce mucho de la ecofisiologia, comportamien- semilefiosas, incluyendo forestales, frutales y
to, crecimiento y resistencia a plagas y enferme- ornamentales (Duque,1951; Sarasota, 1975; Araya
dades de mochas de estas especies. et al., 1984; Solis, 1989).

En log ultimos afios, con el afan de aumen- En esta investigaci6n se trat6 de determinar
tar la capacidad de uso de la tierra, se ha incenti- el agente causal de la enfermedad observada en el
vado el uso de sistemas agroforestales (Costa jaul (Alnus acuminata H.B.K.) en un sistema
Rica, 1988). Fournier (1979) ensay6 un sistema agroforestal con cafe.
agroforestal de cafe asociado con jaul en San
Antonio de Coronado (1350 msnm) y obtuvo un
hueD crecimiento de este ultimo. MATERIALES Y METODOS

En 1986, se detect6 en esta finca una mar-
chitez gradual del follaje de algunos arboles de Esta investigaci6n se Ilevo a cabo en log
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plantas de cafe, en San Antonio de Coronado msnm). Ochenta pIantulas se sembraron en bol-
(1350 msnm). Los arboles de jaul habian sido sas plasticas (8x10 cm) en suelo previamente este-
plantados aproximadamente en 1975, en las orillas rilizado con bromuro de metilo (French y Herbert,
de la plantaci6n. La ectad de lag plantas de cafe, 1982) y 80 en suelo no esterilizado. Estas plantu-
oscilaba entre 5 y 14 aftos. AI mismo tiempa se las se mantuvieron en el invemadero con riego 2
recogi6 muestras de suelo (aproximadamente I veces par semana con agua destilada par aproxi-
m3) para anaIisis fisico-quimico y para utilizarlo madamente 9 meses.
en la siembra de lag plantulas en condiciones de Debido a que se present6 una deficiencia
invernadero. mineral y ataque de insectos en lag hojas, se apli-

c6 abono foliar (5 g/L de NPK, Super Green 20-
Aislamiento de bongos 20-20), mezclado con el insecticida sistemico

EI material infectado se dividi6 en pequenos metamidophos (5 mVL de Tamaron).
fragmentos, log cuales se lavaron con H2O destila- Las pIantulas se inocularon a log to-II meses
da e hipoclorito de sodio allO% y se colocaron en de edad de la siguiente forma:
log siguientes medias nutritivos previamente este- a) se agreg6 100 g de granza inoculada conte-
rilizados: Agar-agua al 2% (AA); papa-dextrosa- nida en una botella a cada una de lag pIantu-
agar al 2% (PDA); extracto de malta agar al 2% lag y se removi6 bien el suelo para asegurar
(MA); juga de vegetales con agar al 2% (VA); una buena distribuci6n del inocula.
avena agar al2% (AVA); extracto de maiz-agar al b) a log 2 meses se reinocularon con 10 ml
2% (CM) y extractos 0 macerados de raices de de media liquido procedente de log tubas
cafe con agar (French y Herbert, 1982). A todos de ensayo y se cubri6 la balsa con papel
log medias se leg agreg6 ampicilina 0 tetracilina. absorbente humedecido para mantener la
EI pH oscil6 entre 6,0 y 6,5. humedad y evitar la desecaci6n del in6-

Los cultivos puros se mantuvieron a 27°C colo.
en la oscuridad para su posterior utilizaci6n. Al aparecer log primeros sintomas de la
Tambien se colocaron fragmentos de falces en enfermedad 3 semanas despots, se removieron lag
camara humeda para inducir producci6n de plantulas afectadas para evaluar el estado de
estructuras reproductoras. infecci6n de la raiz y se determin6 para cada una

el peso seco de raiz, vastago y peso total. AI cabo
Identificaci6n de bongos de 6 meses se removi6 el resto de lag pIantulas y

La identificaci6n de log pasibles pat6genos se repiti6 el procedimiento anterior.
se IIev6 a cabo par media de claves y descripcio-
nes especfficas (Barnett y Hunter, 1987; Booth y Diseiio estadistico
Hawksworth, 1972; Dennis, 1978; Ellis, 1971; En aislamientos previos, log bongos
Weber, 1973). Rosellinia sp. y Lasiodiplodia sp., se presentaron

abundantemente, par 10 que fueron seleccionados
Ensayos de laboratorio para inocular las plantulas.

El inocula se prepar6 de la siguiente manera: EI diseno estadistico utilizado rue el de par-
a) log bongos seleccionados se sembraron en celas divididas en bloques al azar, consistente en 4

botellas de vidrio cuadradas (8 onzas) con tratamientos, 2 subtratamientos y 10repeticiones.
100 g de granza de arroz, previamente este-
rilizada y humedecida con 25 ml de media Tratamientos:
(VA) esteril (L6pez-Duque y Fernandez, - Plantas inoculadas con Rosellinia sp.
1966); . Plantas inoculadas con Lasiodiplodia sp.

b) tubas de ensayo con 10 ml de VA liquido - Plantas inoculadas con Rosellinia sp. y
esteril se inocularon con un fragmento pro- Lasiodiplodia sp.
veniente de cultivos sembrados 2 semanas - Plantas sin inocular (testigo)
antes.

S ubtratamientos:
Ensayos de invernadero - Suelo esterilizado proveniente de plantaci6n

Ciento sesenta plantulas de jaul sanas de de cafe
aproximadamente 2 meses de ectad, se recolecta- - Suelo no esterilizado proveniente de planta-
ran en la [fica Retes (Oreamuno de Cartago, 2700 ci6n de cafe.
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Analisis estadistico Suelo esterilizado

Pam evaluar 109 resultados obtenidos en el 7

invemadero, se efectu6 un anaIisis de variancia no 6
Ii1JR parametrico, de acuerdo con el programa denomi- 5 ~ L

Dado Kruskal- Wallis del paquete estadistico 4 ~ ~ . L

Statgraphics, y la prueba Tukey pam establecer el 3

nivel de significancia entre log tratamientos que 2

presentaron diferencias significativas. CI)g ,
a 0
"Q.

R~ULTADOS ~ Sue!' .
0
'- 7

Aislamiento e identificaci6n de bongos ,~ 6
Los hongos aislados con mayor frecuencia Z 5

en log medias de cultivo fueron: RoseZZinia sp.; 4

LasiodipZodia sp.; Fusarium sp.; Trichoderma sp.; 3

y un basidiomicete fibulado que no foe identifica- 2

do. De estos hongos se seleccionaron Roselliniasp. y LasiodipZodia sp. pam inocular las plantas, '
ya que ambos han sido comunicados como fitopa- 0

t6genos en la literatura (Fernandez y L6pez, 1964; , 4 5

Rossman et aZ.1987; Sztejnberg y Madar,1979). Categorlas de infecci6n

La especie de Rosellinia utilizada se identi- Fig. 1. NUmero de plantulas de jalil en cada una de las
fic6 como R. b~odes (Berk. y Broome) Sacco POT diferentes categorias de infecci6n. (1 = 25'10 de
lag caracteristicas de lag estructuras anam6rficas infecci6n; 5 = 100 % de infecci6n).
formadas en medias de VA (Booth y Hawks- R = R.o~elljnia;. ~ = L.asjodjplo~ia; L + R =

rth 1972' R Z 1987) Rosellinla y Laslodlplodla; T = tesugo.

wo, ,ossman eta., .

Observaci6n de sintomas Pam evaluar la incidencia y severidad de la
Los primeros sintomas de marchitez apare- enfermedad, se establecieron 5 categorias de daflo

cieron 3 semanas despues de inocuIar lag plantu- en forma arbitraria de acuerdo con la siguiente
las con Rosellinia bunodes en suelo esteril. A log sintomatologia:
3 meses se present6 la muerte de plantulas inocu- I. PIantuias sanas, apice del vastago en hueD
ladas con R. bunodes y L. theobromae en suelo no estado, falces secundarias abundantes,
esttril. Se obtuvo un total de 45% de mortalidad n6dulos abundantes y bien desarrollados,
en lag pIantulas utilizadas en el diseiio, aunque no raiz principal normal.
todas murieron a causa de infecci6n par 2. Plantulas vivas, n6dulos un poco colapsa-
Rosellinia (Figuras la y Ib). dos, raices levemente afectadas con presen-

Los sintomas generales observados fueron: cia de micelio (25% de infecci6n).
mal desarrollo radical e hipertrofia, carencia de 3, Plantulas vivas, falces descortezadas, que-
ralz principal y proliferaci6n de raicillas secunda- bradas, pocos n6dulos, inicio del proceso de
rias; n6dulos deformes, colapsados y en mochas podredumbre (50% de infecci6n).
casas ausentes; falCes decolorndas y cubiertas de 4. Plantulas defoliadas, n6dulos colapsados y
micelio 0 rizomorfos. En la parte seres de lag raices hipertrofiadas con abundante micelio
plantulas se present6 una marchitez gradual del (75% de infecci6n).
apice hacia la base, defoliaci6n y muerte. De 5. PIantuias secas (100% de infecci6n).
estas plantulas se aislaron de nuevo Lasio- En suelos esterilizados, el mayor nlimero de
dipZodia theobromae, RoseZZinia bunodes 0 pIantulas sanas.correspondi6 a lag inoculadas con
ambos, pam cumplir con log postulados de Koch LasiodipZodia (6) y a lag pIantulas testigo (7); el
(French y Herbert, 1982). Las pIantulas en suelo mayor nlimero de pIantulas secas se obtuvo en las
esttril inoculadas con s610 LasiodipZodia no mos- inoculadas con Rosellinia y LasiodipZodia (7) y en
traron malformaci6n de n6dulos. las inoculadas con Rosellinia (6). Con respecto a
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Cuadro 1. Mooia, desviaci6n estandar y arnmto mfnimo y maximo de 10s pesos de raiz, vastago y total, seg6n 10s diferentes trata-
mientos y subtratamienlOs.

5. S2

T.-R T2-L T3-L+R T.-T T1-R T2-L T3-L+R T.-T

~ra{z 3,lli2,7711 4,61i2,1O2A 3,93i3,3597 2,71i1,8291 3,oli1,5085 4,16i2,o313 3,93i2,2951. 3,43i2,49(r1.
(0,8-8,55) (1,8-8,35) (1,1-11,75) (0,7-6,1) (0,85-5,0) (1,0-7,55) (1,6-8,95) (1,45-8,8)

~ vistago 6,47 i2,6408 8,65 i2,9787 8,6 i2,5384 7,27 i2,8036 5,83 i2,2475 7,43 i2,0056 7,72i 1,9102 7,30i2,5029
(3,15 - 10,15) (4,1 - 12,55) (5,95 - 14,75) (4,0. 10,7) (1,5 - 10,05) (4,85 - 10,80) (5,55.9,55) (3,75. 12,1)

~1OIal 9,60i5,ol 13,26i4,O8 12,52i4,43 9,715i4,25 8,245i3,821 11,59i3,5869 11,27 i 3,511 10,73i4,07
(4,1-18,2) (5,9-20,9) (7,75-26,65) (4,7-16,55) ('2,35-14,~) (7,15-17,5) (5,5-17,30) (5,45-16,os)

51 - 5uelo esteriIizado; 5. - Suelo no csterilizado

T. -Plmwl.. inoculadas oon R03e//illia; T2 = Plmtul.. inoculad.. coo Laziodiplo.b:a; T3 - Pl4nbll.. inoculadu conROIe11illia y lDIiOdiploJia;
T z - PlmtuI.. testigo.

- las plantulas sembradas en suelo no esterilizado, el 60

mayor numero de plantulas sanas correspondi6 a 50

las testigo (7) y el mayor numero de plantulas Nsecas alas inoculadas con Rosellinia y ] .0

Lasiodiplodia (7) 0 s610 con Rosellinia (6) g 30

(Figuras la y lb). ~ 2G

10

Analisis estadistico 0

En el Cuadra 1 se observan la media, desvia-
ci6n estandard y los minimos y maximos para cada 5
tratamiento y subtratamiento. Se obtuvo una gran 0 .
variaci6n en los pesos secas tanto de vastago como 'if 4

de raiz en los diferentes tratamientos y subtrata- -:3

mientos, 10 cual se refleja en los valores tan altos ~
obtenidos en la desviaci6n estandard, debido a los ~ 1
fangos tan amplios en los pesos de las plantulas. 1 b

Los pesos mas bajos de raiz, se obtuvieron
en las plantulas inoculadas wlo con Rosellinia y R +

en lag testigo, en ambos subtratamientos. Los 5

pesos de vastago mas bajos se obtuvieron en lag 4

plantulas inoculadas s610 con Rosellinia. - 4
Los pesos totales mas altos se obtuvieron en ~ 3

plantulas inoculadas con Lasiodiplodia 0 con una g 2

combinaci6n de Lasiodiplodia y Rosellinia. ~ ~

No se obtuvo diferencia significativa en log 1

promedios de pesos de raiz, vastago y peso total c
de las plantulas con relaci6n a los subtratamientos
"suelo esteril" y "no esteril", ni entre el peso de la (g)
ralZ y el tipo de bongo inoculado, pero si se obtu- T ta . tA:& .. ' fi . I ed. d ra mien os
vo uuerenCla slgm 1caUva entre os prom 10S e
peso total de las plantulas y el bongo inoculado Fig. 2 Promedios ~ peso seco de p1antulas de jail1 para
(p=O 028) I I , .t tr ed. d d cada tratamlento.

,- , '! a 1m1 e e~ e prom 10 e peso e R = Rosellinia; L = Lasiodiplodia; L + R =
vastago y Upo de bongo moculado (P=O,050). Rosellinia y Lasiodiplodia; T = testigo.
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Al aplicar la proeba de Tukey para detenni- ralces (Epstein, 1978). Rosellinia spp. presenta el
oar lag diferencias de peso total entre tratamien- mismo mecanismo de infecci6n, ya que en el
tog, se obtuvo 1% de significancia entre lag plantu- campo se observa la distribuci6n de la enfenne-
las infectadas con Rosellinia y las inoculadas con dad en parches.
Lasiodiplodia theobromae 0 con una mezcla de Se ha comunicado que especies de Rose-
ambos bongos. No se obtuvo diferencia entre lag Ilinia se desarrollan mejor en suelos a capacidad
inoculadas s610 con Rosellinia y lag testigo de campo y con un alto contenido de materia
(Figuras 2a. 2b Y 2c). organica en zonas tropicales (L6pez-Duque y

Fernandez 1966) 10 cual coincide con log resulta-
dos obtenidos en el analisis de suelo (textura fran-

DISCUSION Y CONCLUSIONES co-arenosa y 4,34% de materia organica).
Es interesante notar que en zonas templa-

Muchas especies de Rosellinia ban sido das, el ataque causado pot Rosellinia spp. se da
comunicadas en la literatura como pat6genos en comunmente en suelos pobres en materia organica
arboles frotales, especies forestales, cultivos agri- (Guillaumin et al.. 1982).
colas, omamentales y hortalizas (Alvarado, 1955; Las concentraciones de N total en el suelo
Araya et al., 1984; Duque, 1951; Fernandez y del cafetal afectado son altas (0,15%) (Fassbender,
L6pez, 1964; Guillaumin et al.. 1982; Rodriguez, 1984), 10 cual favorece tambien el desarrollo de
1958; Sztejnberg y Madar, 1980). Rosellinia spp. Hay que tamar en cuenta que este

En el cafe, varias especies se comunican valor esta influido pot la fijaci6n de N atmosferico
como causantes de la "llaga negra" 0 "llaga blan- a traves de Frankia sp. en log n6dulos radicales.
ca" (Bianchini, 1958; Bonilla, 1958; Castano, Una gran variaci6nse obtuvo en log resulta-
1953), pero su identificaci6n se ha basado unica- dog de losdiferentes tratamientos, debido posible-
mente en el color del micelio presente en lag ral- mente a la dificultad de obtener una buena distri-
ces, ya que log teleomorfos casi nunca se fonnan buci6n del in6culo, a la heterogeneidad de lag
en cultivo 0 en trozos de tejidos en camara hume- plantulas de jaul, al peso de log n6dulos log cuales
da; 10 mismo sucede con log anamorfos (Sarasola, oscurecen la perdida de peso real de lag farces y al
1975). hecho de que lag plantulas se mantuvieron fuera

En el presente estudio se logro obtener for- de su ambito altitudinal.
maci6n de estructuras anam6rficas en cultivo, 10 Se obtuvo diferencia significativa en el peso
que penniti61a identificaci6n a nivel de especie. total de plantulas inocualdas con Rosellinia

Solis (1989) comunica varias especies de bunodes con respecto a otros tratamientos, posi-
Rosellinia que atacan cafe y otros cultivos agrico- blemente debido a que lag plantulas presentaban
las en Costa Rica, pero no detalla ningtin metoda un mal desarrollo radical con ausencia de raiz
utilizado en la identificacion de lag especies ni principal en algunos casos, 0 n6dulos pequenos,
hace referencia a ningun trabajo realizado en este malfonnados, escasos 0 totalmente ausentes.
campo. En lag plantulas inoculadas s610 con

Griffm (1972) observ6 que log rizomorfos de Lasiodoplodia theobromae 0 con una mezcla de
ArlrU"llarielia elegans producidos en medias de cul- ambos bongos, el peso de la ralZ rue mayor (pero
tivo son de color blanco cuando estan inmersos en no significativo estadisticamente) con respecto al
el media, pero al hacer contacto con el aire adquie- testigo, ya que log n6dulos se presentaron colap-
reo una coloracion pardo oscuro debido al proceso sados e hipertrofmdos; el peso del vastago aumen-
de melanizaci6n. El mismo fen6meno puede pre- t6 porque se present6 menos defoliaci6n que
sentarse en Rosellinia spp. ya que el micelio que se cuando se inocu16 solamente Rosellinia bunodes.
encuentra alrededor de la raiz es pardo oscuro, pero En las plantulas testigo, el peso de la raiz
cuando penetra la corteza pierde su coloraci6n, y se rue menor (no significativamente) porque log
observan abanicos blancos de micelio; esta puede n6dulos presentaron un desarrollo nonnal; el peso
set una causa de la gran cantidad de especies des- del vastago rue. superior al de lag plantulas inocu-
critas, que podrian set sin6nimos. ladas con Rosellinia bunodes par presentar un

Una caracteristica comunicada en otros mejor desarrollo foliar.
bongos pat6genos es la transmision de planta a El ataque mas severo se obtuvo cuando se
planta par media de rizomorfos 0 uniones de inocu16 Rosellinia bunodes. En este estudio
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Lasiodiplodia theobromae es considerado como (hIs~wto T~ol?8ico de Costa Rica, Univen.idad
un invasor secundario u oportunista que penetra NaclOOal, Direccioo General Forestal). 7 p. (mIme-
]as raices debilitadas por el ataque de Rosellinia ografiado).

bunodes y no causa mayores perdidas de peso; BARNETT, H.; HUNTER, B. 1987. illustrated genera of
unicamente se observ6 una hipertrofia en log imperfect fungi. 4 ed. New York, MacMillan
n6dulos. Se desconoce la causa real de esta mal- I Publishing. 218 p.

formaci6n, aunque puede sugerirse que probable- .I BIANCHINI, C. 1958. Las llagas del cafe en Costa Rica. San
mente se deba a una reacci6n de log tejidos de la Jose, Ministerio de Agricultura e Industrias. 30 p.
planta al organismo invasor. (8o1etfn Tecnico DO. 21)

Debe mencionarse que en ]as raices del jaul BO~, E. 1958. La llaga negra del cafeto y su canbate.
se establece un bongo, el coal posiblemente este Revista Cafetera de Colombia 14(134):35-38.
tambien interacbJando en este complejo sistema.

Se concluye en la presente investigaci6n BOOTH, c.; HAW~SWO~TH, D. 19?2.. Commonweal~h
Mycologlcal InSUwte. Descnpuon of pathogenlc

que el agente causal de la enfermedad observada flmgi and bacteria. Nos. 351-352-353-354-519.
en el jaul es Rosellinia bunodes el coal tambien
ataca a ]as plantas de cafe en el sistema agrofores- CAST~O, J. 1953. Algunas observaciones soble la "llaga
tal estudiado. negra" radicular del cafeto. Chinchina:, Colombia,

Es necesario efectuar mayores estudios para Cent~o Nacion~1 de Investigaciones del cafe.
. . . h Boleun Informauvo 4(37):28-30.

determmar 109 metodos de transmls16n del ongo,
la penetraci6n en el hospedero, as} como log COSTA RICA. Fundaci6n Neotropica. 1988. Desarrollo
requerimientos nutricionales para obtener forma- socioecon6mico y el ambiente natural de Costa
ci6n de estructuras sexuales y posibilidades de Rica; situaci6n actual y perspectivas. San Jose,

tr I b. 16 ' d te 16 Fundaci6n Neolr6pica. 159 p.
con 0 10 glCO e es pa geno.

DENNIS, R. W. 1978. British Ascomycetes, J. Cramer. p.321.

RESUMEN DUQUE, J. 1951. La podredumbre negra de la raiz del cafe-
to. EI Cafe de El Salvador 2(230):31-37.

El bongo Rosellinia bunodes foe aislado de ELUS, M.B. 1971. Dematiaceous Hyphomycetes. Kew,
falceS y corteza de arboles de jaw (Alnus acumi- Surrey, England, Commonwealth Mycological
nata) afectados por marchitez letal en un cafetal Instiwte. p.230-231.
de Coronado, Costa Rica; R. bunodes se indetific6 EPSTEIN A 1978 R rafi .. f th thI . I 6rf. ,.. oot g t lranSffilsSlon 0 e pa ogen.
en cu UVO poco por as estructuras anam lCas Annual Review of Phytopathology 16:181-192.
del micelio. Su patogenicidad se demostr6
mediante inoculaciones de arboles de jaul en FASSBENDER, H. 1984. Quimica de suelos; con enfasis en
invemadero. suelos de America Latina. San Jose, Costa Rica,
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