)

Olga Lucia Rodriguez? y Lorena Quintero®

Resumen

1 Mal Suramericano de la Hoja (MSH), causa-
do por el hongo ascomiceto Microcyclus ulei (B
Henn) v. Arx, es la enfermedad mds severa en
el Hevea spp. en América. El objetivo de este estudio
fue describir la morfologia y evaluar la patogenicidad
de M. ulei en clones de Hevea spp., bajo condiciones

controladas.

Los aislamientos se caracterizaron en medio PDA y se
evalué su patogenicidad teniendo en cuenta el tipo de
reaccién de cinco clones de caucho analizados segin
tres componentes de resistencia parcial. Se obtuvieron
cuatro aislamientos de M. ulei in vitro: 17aVIF, 17bVIFE,
17iVIF y 17qVIF, procedentes de plantulas de vivero.

Al cabo de 12 dias, aparecieron pequenas colonias
dispersas y de coloracién beige, 10 dias después se
tornaron griséceas y estromaticas. Se observaron co-
nidios que correspondieron al estado anamorfo Fu-
sicladium heveae (K. Schub. & U. Braun). Los conidios
fueron generalmente septados, curvados a sigmoi-

des, lisos y hialinos.

|
|

Plantas de caucho, Armando Sterling

Se encontré una diferencia significativa en los compo-
nentes de resistencia: intensidad de ataque e intensidad
de esporulacién (p<<0,05). Estas variables fueron las
més correlacionadas (r=0.76) (p<<0.05). La méxima
patogenicidad se expresé en los clones MDF 180 y PB
260, y el aislamiento 17iVIF fue el mas agresivo, pues

expres6 virulencia en el 100% de los clones evaluados.

Este primer reporte para la Amazonia colombiana
determiné la pérdida de resistencia en varios de los
clones evaluados, ademds de una reaccién clonal espe-
cifica segin la procedencia del material vegetal y una

compatibilidad especifica con respecto al aislamiento.

Palabras clave

Microcyclus ulei, Hevea spp., patogenicidad, componentes
de resistencia.

Abstract

South American Leaf Blight (SALB), caused by an as-
comycete fungus Microcyclus ulei (R Henn) v. Arx, is
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the most serious disease in Hevea spp in America. This
study describes the morphology and cvaluates the
pathogenicity of M. ulei in clones of natural rubber in
controlled conditions.

The isolates were characterized in PDA medium and
the pathogenicity evaluated according to the type
of reaction of five rubber clones, considering three
partial resistance components. Were obtained four
isolates of M. ulei in vitro: 17aVIF, 17bVIF, 17qVIF
17iVIF of sexual seed seedlings.

After 12 days, small scattered colonies appeared with
beige coloration, 10 days later it turn gray and stro-
matas. Conidia were observed which corresponded
to the anamorph state Fusicladium heveae K. Schub. &
U. Braun.

Conidia were usually septate, curved to sigmoid,
smooth and hyaline. There was significant differ-
ence in the resistance components: intensity of at-
tack and intensity of sporulation (p <0.05). These
variables were most correlated (r=0.76) (p<0.05).
The maximum pathogenicity was expressed in the
rubber clones MDF 180 and PB 260, and isolate
17iVIF was the most aggressive expressing virulence
in 100% of the rubber clones tested.

This first report to the Colombian Amazon allowed
to determine the loss of resistance in several of the
rubber clones tested, a reaction clonal specified ac-
cording to the origin of plant material and specific

compatibility in accord with the isolate evaluated.

Keywords

Microcyclus ulei, Hevea spp. Pathogenicity, Resistance

Components.

Introduccion

Se calcula que en Colombia existen cerca de 30.346 Ha
cultivadas de caucho natural Hevea brasiliensis (Willd.
ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg., y Caqueta es el departa-
mento més heveicola, con el 23,6% de drea sembrada
del total cultivado (Castellanos et dl., 2009). Caqueta

cuenta con 7.506 Ha de caucho natural, de las cuales

1.390 estan en produccién y generan al rededor de
1.212 toneladas de caucho seco por afio (ASOHECA,
2009). Sin embargo, segin STNC (2009), en el 2009
aproximadamente el 90% del caucho natural usado
en el pais fue importado; Indonesia, Malasia y Guate-
mala fueron los principales proveedores, con 26.682

toneladas.

Esta situacién impone al sector hevicola colombiano
el gran reto de incrementar las dreas de siembra, para
suplir las miles de toneladas requeridas por la indus-
tria nacional. Sin embargo, existen limitaciones que
ponen en riesgo el éxito de nuevas plantaciones, con
respecto al desarrollo fitosanitario del cultivo, en ra-
z6n a que se desconoce la susceptibilidad de clones al
hongo Microcyclus ulei (P Henn) v. Arx, y su variabili-
dad fisiol6gica.

En Centro y Suramérica, el principal limitante para el
establecimiento de nuevos cultivos, es el hongo fito-
patégeno M. ulei, que causa el Mal Suramericano de la
Hoja (SALB, por sus siglas en inglés), una enfermedad
endémica de la regién amazénica identificada como

una de las cinco afecciones més agresivas en plantas.

El SALB reviste importancia debido a que produce
defoliaciones prematuras y reduce la actividad foto-
sintética de la planta, es posible que disminuya la pro-
duccién de litex entre 20 y 75% vy ésta es la causa mads

perjudicial para el productor.

La presencia de razas o variantes del hongo M. ulei,
hace cada vez menos efectivo el control quimico de
la enfermedad, lo que ocasiona la destruccién de
las plantaciones y genera un serio problema a escala
mundial, que repercute en pérdidas anuales del 15 al
20% de la produccién (Gémez y Lopez, 2002; Com-
pagnon, 1998).

En ese sentido se decidié evaluar la patogenicidad del
hongo M. ulei en cinco clones de caucho (Hevea spp.),
bajo condiciones controladas, reconociendo el grado
de resistencia de los materiales vegetales en la Amazo-
nia colombiana, lo cual contribuir4 al fortalecimiento
de nuevos cultivos de caucho de uso comercial, pro-
misorio y potencial en esta zona del pafs, y generara

alternativas de solucién para los cultivadores.
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Materiales y métodos
Obtencion de aislamientos de M. ulei

Area de estudio y colecta de
material foliar infectado con M. ulei

Las muestras foliares de caucho natural (Hevea spp.)
con sintomas de M.ulei fueron recolectadas en la lo-
calidad de Itarka, en el Jardin Clonal del Instituto
Sinchi, vivero y Jardin Clonal de ASOHECA (Gremio
cauchero) y Parcela de Observacién Clonal Unién
Temporal IBUN-Sinchi, ubicados en el municipio La
Montaiiita (Caquetd, Colombia) (figura 1).

Esta regién es considerada zona de no escape al SALB,
dado que las condiciones climaticas propias de la Ama-

zonia colombiana favorecen Gl desarroll() del pat()geno.

Se realizaron recorridos por las plantaciones y, a través
de la observaciéon macroscépica de los sintomas cau-
sados por . ulei en el material foliar, se selecciond la
fuente de inéculo.

En cada colecta, se muestrearon de forma aleatoria
30 plantas de vivero y 7 plantas de cada uno de los
clones experimentales FX2261, MDF180, FX4098,
PA31y PB260, con foliolos que presentaran lesiones

foliares abaxiales de tipo conidial (apariencia afelpada
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FIGURA 1. AREA DE ESTUDIO

REVISTA COLOMBIA AMAZONICA

Colombia amazonica.indb 101 10/02/2011  10:05:46 a.m.



CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y PATOGENICIDAD DE MICROCYCLUS ULEI EN LA AMAZONIA COLOMBIANA

y acuosa de un color verde cenizo), ocasionadas por

Fusicladium heveae, estado anamorfo de M. ulei.

Una vez seleccionada la planta infectada, se eligié el
Gltimo lanzamiento foliar y se escogieron los foliolos
en estadio B, que presentaron la mayor intensidad de
esporulacién en un rango comprendido entre 4 y 5,
segin la escala de Mattos et dl., (2003).

Aislamiento in vitro de M. ulei

Los foliolos infectados con M. ulei se almacenaron en
cajas de Petri, que contenfan discos de papel filtro ha-
medo. Posteriormente, fueron incubadas en el labo-
ratorio a temperatura ambiente, bajo luz cercana a los
2.000 lux, durante 12 horas (Junqueira et dl., 1984).

Esto favorecié la produccién de conidios.

Después de este periodo de incubacién, la observa-
cién bajo estereoscopio permitié comprobar la pre-
sencia de conidios en la superficie de las lesiones. Para
el aislamiento y crecimiento de M. ulei se adaptaron
las metodologias de Junqueira er dl., (1984) y Car-
doso y Mattos (2007). Para la esporulacién se ajus-
taron las metodologias propuestas por Gasparotto et
dl., (1997), Mattos et dl., (1999) y Cardoso y Mattos
(2007). Del muestreo exploratorio realizado en vive-

roy en las diferentes colecciones clonales.
Identificacion del hongo

La identificacién del hongo se llevé a cabo a teniendo en
cuentalas caracteristicas macromorfoldgicas y micros-
copicas de la fase conidial asexual de M. ulei (E heveae),
en colonias de 20 a 30 dfas de crecimiento, de acuerdo
con las claves y monografias pictéricas propuestas por
Cannon et dl., (1995) y Schubert ez dl., (2003).

Pruebas de infeccion y niveles
de patogenicidad de M. ulei

Material foliar seleccionado para
las pruebas de patogenicidad

Se seleccionaron 5 clones de caucho (Hevea spp.):
FX2261, MDF180, FX4098, PA31 (clones diferen-
ciales) y PB260 (control positivo), teniendo en cuenta
los clones diferenciales empleados por Miller (1966),
Darmono y Chee (1985), Chee et dl., (1986) Junquei-
raet dl., (1986) y Mattos et dl., (2003) (tabla 1).

Para las pruebas de infeccién con M. ulei, se emplea-
ron 5 pléntulas/clon con segundo piso foliar en creci-
miento y un rango de edad post-injertacion de3a4
meses. Con el fin de confirmar el cuarto postulado de
Koch, sobre el aislamiento de M. ulei, se utiliz6 el clon
susceptible PB 260, asi como para la estandarizacién
de los métodos de infeccion, y en la produccién de

in6culo in vivo (revirulentacién de M. ulei).

Produccion de in6culo /n vivo de
M. ulei para las pruebas de infeccion

Una vez aparecieron las colonias de M. ulei esporula-
das, se efectuaron las inoculaciones en los clones de
Hevea spp., altamente susceptibles (PB 260), con el
objetivo de revirulentar los aislamientos del hongo
M. ulei, para que recobraran la capacidad de infec-
cién perdida por los subcultivos realizados, y generar
en el clon la produccién masiva de in6culo para la
evaluacién de la capacidad de virulencia de los aisla-
mientos a una serie de clones de clones diferencia-
les, lo cual permitié determinar la susceptibilidad

de los clones.

TABLA 1. CLONES DE CAUCHO NATURAL ( #£VEASPP) UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS DE PATOGENICIDAD DE M/CROCYCLUS ULE.

Clon Progenitores Especie de Hevea Origen
FX 2261 F 1619 x AVROS 183 H. brasiliensis x H. brasiliensis Brasil
FX 4098 PB86xB 110 H. brasiliensis x H. brasiliensis Brasil
MDF 180 Clon primario H. brasiliensis Pert
PA 31 Clon primario H. pauciflora Brasil
PB 260 PB 5/51 x PB 4/9 H. brasiliensis x H. brasiliensis Malasia

Tomado de: Miller (1966); Darmono & Chee (1985) ; Chee et al,, (1986); Junqueira et al., (1986); Mattos et al., (2003).
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TABLA 2. ESCALA DE INTERACCION: RESISTENCIA DE HEVEA VS. VIRULENCIA DE M. ULEI

Clon Aislamiento 1E y/o DE
Completamente resistente (CR) Avirulento <3 y 0
Parcialmente resistente (PR) Poco virulento <5 y <2
Altamente susceptible (AS) Altamente virulento >5 o >)

IE: Intensidad de esporulacién (1 — 6).
DE: Densidad estromdtica (0- 4).

Inoculacion de M. ulei para la evaluacion
de los niveles de patogenicidad

La inoculacién del hongo (M. ulei) se realizé en el
laboratorio,empleando  un  aerégrafo  (PAASCHE
27513) y un compresor eléctrico calibrado a 4,5 Pa de
presién. Se roci6 una suspensién de inéculo de 2x10°
conidios/mL, con Tween 80 al 0,05%, sobre la cara
abaxial de foliolos jévenes, correspondientes al estadio
B, descrito por Hallé et dl., (1978), a 23°C y una hu-
medad relativa entre 85 y 95% (Garcia et dl., 1999).

Después de las inoculaciones, las plantas fueron lleva-
das a cuartos climatizados donde permanecieron 24
horas en la oscuridad, y posteriormente se mantuvie-
ron con un fotoperiodo de 12 horas de luz, emplean-
do cuatro lamparas fluorescentes de 40W, durante 12
dfas.

Tras este periodo, las plantas fueron transferidas a un
vivero con polisombra al 50%, con el fin de obser-
var el desarrollo de la fase estromética (Sambugaro,

2003).

Las hojas infectadas por el patégeno fueron revisadas
y analizadas 5, 10, 45 y 90 dias después de la inocu-
lacién, con el fin de describir las lesiones que se pre-
sentaron durante el ciclo de la enfermedad, para ello
se emplearon los componentes de resistencia que se

describen a continuacién:

Componentes de resistencia de M. ulei

Las variables sintométicas empleadas fueron:
* Intensidad de esporulacién: se recurri a la

escala propuesta por Mattos et dl., (2003). La cual

REVISTA COLOMBIA AMAZONICA

clasifica las lesiones segin su intensidad de espo-
rulacién de 1 a 6.

* Intensidad de ataque: se definieron 5 clases,
basadas en el porcentaje de superficie foliar con
sintomas asi: 1) 0-0.8% (ataque nulo o resistente);
2) 1-5% (ataque leve); 3) 6-15% (ataque mode-
rado); 4) 18-30% (ataque severo) y 5) 40-100%
(ataque muy severo) (Chee, 1976).

* Densidad estromatica: se evalué el niimero de
estromas presentes en foliolos maduros (estadio
D), a través de la escala propuesta por Mattos et dl.,
(2003).

Escala de resistencia de Hevea
vs. virulencia de M. ulei

La intensidad de esporulacién y la densidad estromdtica
son los componentes de resistencia més importantes al
momento de clasificar la resistencia del género Hevea
a M. ulei, y el nivel de virulencia (severidad del ataque
en relacién con la produccién de esporas) de M. ulei
(Mattos et dl., 2003). A partir de esta afirmacién, se
definieron 3 tipos de interacciones Hevea x M. ulei (tabla
2). Para su presentacién, se adapté la nomenclatura
de Junqueira ez dl.,(1986) y se modific6 la escala de
resistencia Le Guen et dI.,(2002).

Evaluacion de la patogenicidad de
M. ulei en clones de Hevea sp

Se consideré como principal criterio de evaluacién la
agresividad de los aislamientos, expresada por Bos y
Parlevliet (1995) como la habilidad del patégeno para

atacar y desarrollarse en un hospedante.

Colombia amazonica.indb 103

10/02/2011  10:05:47 a.m.



CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y PATOGENICIDAD DE MICROCYCLUS ULEI EN LA AMAZONIA COLOMBIANA

Este criterio de clasificacion se evalué con base en la
méxima de intensidad de esporulacién. En este senti-
do, se asumié como clon resistente (R) aquel que no
exhibi6 signos de esporulacién del patégeno (inten-
sidad de esporulacién 1y 2), y se clasificé como clon
susceptible (S), el que expres6 una clara esporulacién
del patégeno (intensidad de esporulacién de 3 a 6).
Ademds, se report6 para cada aislamiento el nimero
de clones susceptibles.

Analisis estadisticos

El disefio experimental fue completamente aleatori-
zado, con un arreglo factorial 5x4 (5 clones y 4 ais-
lamientos), con 5 repeticiones (5 plantas/clon). Los
tratamientos fueron constituidos por la combinacién
de los factores (Factor A: clon y Factor B: aislamien-

to). En total, se llevaron a cabo 20 tratamientos.

Se aplic6 un anilisis de varianza de dos vias (Anova),
Modelo I'al 5% de significancia para las variables inten-
sidad de ataque e intensidad de esporulacién. También
se probé la normalidad y la homocedasticidad (test de
Bartlet) al 5% de significancia, para las variables inten-

sidad de ataque e intensidad de esporulacién.

Dada la naturaleza de los datos de la variable densi-
dad estromatica, se practicé el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis para cada factor. Después se efectiio la
prueba de comparacién paramétrica de Tukey HSD,
para las variables intensidad de ataque e intensidad de

A

esporulacion. Para los estromas, se corri6 el test no
paramétrico Student Newman Keuls SNK, ambos al
5% de significancia.

Para conocer el grado de asociacién multiple de las
tres variables, se utilizé el test de Spearman, al 5%
de significancia. La comprobacién de los supuestos
se obtuvo con los test de Anova, el test de Tukey
se corrié con el programa SAS Versién 9.0. El test
de Kruskal-Wallis, el de Tukey para grupos homogé-
neos, el SNKy el coeficiente de correlacién maltiple
de Spearman se corrieron con el programa Statgra-
phics Plus 4.0.

Resultados y discusion

Obtencion de aislamientos de M. ulei

Colecta del material foliar infectado con M.
ulei: los foliolos en estadio Bl de H. brasiliensis, infec-
tados con M. ulei y colectados tanto en vivero como en
jardin clonal, expresaron lesiones abaxiales irregula-
res, con apariencia afelpada y acuosa de color verde-
cenizo, con un rango de intensidad de ataque de 3 a 4
en la escala de Chee (1976).

De acuerdo con la escala de esporulacién de Mattos
et dl., (2003), los foliolos colectados en vivero pre-
sentaron lesiones con mayor rango de intensidad de
esporulacién (de 3 a 6) que el rango de esporulacién
(de 3 a 5), encontrado en foliolos provenientes de
jardin clonal (figura 2A y 2B).

o A

FIGURA 2. LESIONES DE M. ULEI EN FOLIOLOS C DE H. BRASILIENSIS. A. FOLIOLO COLECTADO EN VIVERO CON INTENSIDAD

DE ESPORULACION (IE) IGUAL A 5. B. FOLIOLO COLECTADO EN JARDIN CLONAL CON IE= 4.
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La diferencia en la esporulacion entre los materiales
vegetales del vivero y los materiales clonales puede
estar asociada con la seleccién agronémica, que du-
rante muchos afios que permitié a los fitomejoradores
desarrollar variedades con resistencia a M. ulei, y en
cuyo caso las distintas expresiones de resistencia se
conservaron en colecciones clonales, jardines clona-
les y plantaciones comerciales, mediante propagacién
asexual (Gongalves, 1986).

Aislamiento in vitro de M. ulei: la totalidad de
los aislamientos fueron obtenidos a partir de folio-
los colectados en el vivero de ASOHECA (pléntulas
origen sexual, pie franco). Estos presentaban lesiones
conidiadas (la fase asexual o conidial de M. ulei), con

una notacién de 4 en la escala de Mattos et dl., (2003).

FIGURA 3. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE M. ULEI BAJO VISTA ESTEREOSCOPICA. A. COLONIAS FILAMENTOSAS DE 12 DIAS. B. CRECIMIENTO ESTROMATICO

Se obtuvieron in vitro 4 aislamientos de M. ulei, a los
cuales se les asigné la notacién VIF: 17aVIF, 17bVIF,
I7iVIF y 17qVIF. El bajo nimero de aislamientos
puede estar relacionado con la dificultad para ais-
lar el patégeno, mantener las colonias viables y la
induccién de esporulacién en condiciones in vitro en
el laboratorio; sin embargo, Junqueira er dl,(1984)
argumenta que la tasa de éxito de un aislamiento
realizado el mismo difa de la colecta de las hojas es
de 70 a 80%, mientras que después de 15 dias, la
efectividad desciende hasta un 10%. Por tal razén,
la siembra del patégeno en este estudio fue reali-
zada 12 horas después de la colecta, de modo que
los conidios recién retirados de las lesiones recién
esporuladas presentan mayor variabilidad y menor

cantidad de contaminantes.

ALOS 22 DIAS. €. MASA ESTROMATICA DE 35 DIAS, OBJETIVO 5X. D. COLONIA ALTAMENTE CONIDIADA AL CABO DE 15 DIAS EN MEDIO PARA ESPORULACION.
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A

FIGURA 4. (ARACTERISTICAS MICROMORFOLOGICAS DE F. MACROSPORUM, ANAMORFO DE M. ULEI, BAJO VISTA MICROSCOPICA. A. CONIDIOS VERDE-
OLIVACEOS UNISEPTADOS CON BASE TRUNCADA, OBJETIVO 40X. B. CONIDIOS CON TUBOS GERMINATIVOS AL CABO DE 24 H, OBJETIVO 10X.

Junqueira et dl., (1984) afirman que la obtencién en
laboratorio del in6culo primario de la fase anamérfi-
ca de M. ulei (E heveae) es uno de los factores que han
limitado las investigaciones del Mal Suramericano de
la Hoja de caucho, dado que los aislamientos sufren
una répida pérdida de viabilidad de los conidios y
son muy suceptibles a la contaminacién por diversos

agentes microbianos saprofitos.

Después de ajustar el proceso de aislamiento, al cabo
de 12 dias, se observé la aparicién de pequefas co-
lonias dispersas y de coloracién beige (figura 3A), 10
dias después se tornaron grisiceas y estromaticas (fi-
gura 3B). Estos resultados coinciden con los de Gas-
parotto et dl., (1997), quienes afirman que tras 12
dias de incubacién se puede observar la germinacién

de la fase asexual de M. ulei.

Después de 4 semanas de crecimiento, se encon-
traron masas estromaticas densas oscuras y com-
pactas, con crecimiento muy lento sobre el medio
de cultivo (figura 3C). En medio de crecimiento,
los aislamientos con edad de 30 a 45 dfas fueron
transferidos a medio de cultivo para esporulacion,
entre 15y 20 dias después desarrollaron una apa-
riencia ligeramente aterciopelada con una colora-
cién marrén brillante (figura 3D), caracteristica de

las colonias altamente conidiadas.

Autores como Holliday (1970) reportaron que para
aumentar la produccién de conidios de M. ulei, las co-

lonias de 14 dias pueden ser expuestas a la luz por 30 6
40 minutos diarios, a una longitud de onda préxima a
la luz al ultravioleta (300-365nm); por otro lado, Chee
(1978) sugirié una hora de luz al dia para aumentar la
produccién de conidios; mientras que Schrader (1980)
sostiene que los cultivos de M. ulei con 14 a 16 dias
de edad aumentan significativamente la produccién de
conidios cuando son iluminadas por 1 6 2 dias con ci-
clos de 0,5 horas de luz de una lampara fluorescente de
40W, a intervalos de 1,5 horas de oscuridad; Lieberei et
dl, (1983) afirman que los aislamientos de M. ulei ex-
puestos a 90 minutos de luz a diario, durante 1 6 2 dias,
aumenta entre 13y 24 veces la produccién de conidios.

En esta investigacién se evaluaron las dieferentes re-
comendaciones. lo que permitié la formacién de co-
lonias esporuladas fue exponer las cajas de Petri a la
luz, a diario, durante 90 minutos. Asi se corroboré
la propuesta de Lieberei et dl., (1983).

Identificacién del hongo M. ulei: Para la identifi-
cacién del hongo se realizaron aislamientos a partir
de conidios en medio de cultivo para esporulacién,
en los cuales los talos formados constituyen masas
estromaticas compactas y de crecimiento muy lento.
Inicialmente presentan un color negro que después
de 8 a 9 dias se torna beige, cuando el nivel de espo-
rulacién es alto.

Para la observacién microscépica se realizaron mon-

tajes a partir de colonias desarrolladas en medio de
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FIGURA 5. INOCULO IN VIVO DE M. ULEI PRODUCIDO EN CUARTO CLIMATIZADO EMPLEANDO EL CLON PB 260. A. LESION CONIDIAL CON UNA INTENSIDAD DE ESPORULACION
IGUALA'S, EN VISTA ESTEREOSCOPICA 20X. B. ARRUGAMIENTO LIMBO-MARGINAL OCASIONADO POR AISLAMIENTOS DE M. ULEI INOCULADOS EN FOLIOLOS B2.

cultivo para esporulacién, que luego fueron tenidas
con azul de lactofenol, para identificar las estructu-

ras reproductivas del hongo.

M. ulei, en su ciclo de vida, presenta tres tipos de es-
poras: conidios, picnidioforos y ascosporas (Cannon
et dl., 1995). En las observaciones se diferenciaron
los conidios (figura 4A), que pertenecen al estado
anamorfo del hongo, correspondiente a E heveae, se-

gan Shubert e dl., (2003).

Los conidios se formaron de manera individual, por
lo general son septados y, en algunas ocasiones, sin
éste. Casi todos se presentaron curvados a sigmoides,
lisos y hialinos. Posteriormente, tomaron una colora-
cién grisécea o verde olivo, y un tamafo aproximado
de 9,2 x 2.1 wm (Shubert et dl., 2003). 24 horas des-
pués de su transferencia a medio de cultivo para aisla-
miento, los conidios desarrollaron tubos germinativos
hialinos de 21 a 30 m de longitud (figura 4B), que
corresponden a la germinacién in vitro del hongo.
También se observaron los conidios en estado ana-

morfo del hongo, que corresponde a Fusicladium heveae.

Pruebas de infeccion y niveles de
patogenicidad de M. ulei en clones
de caucho natural (Hevea spp.)

Produccién de indculo in vivo de M. ulei para
las pruebas de infeccién

REVISTA COLOMBIA AMAZONICA

En pléntulas susceptibles del clon PB 260 se desarro-
116 la etapa de revirulentacién y produccién de inéculo
de M. ulei. Entre los 6 y los 12 dias posteriores a la
inoculacién, se observaron lesiones con signos caracte-
risticos de la enfermedad. Estas presentaron un rango
de intensidad de ataque de 3 a 5 en la escala de Chee
(1976) y un rango de esporulaciéon de 3 a 5 en la escala
de Mattos et dl., (2003) (figura 5A).

Las lesiones esporulantes se relacionan con sintomas
cloréticos iniciales y el arrugamiento posterior del
limbo, en especial sobre la zona marginal y apical de
los foliolos (figura 5B). Este comportamiento es ca-
racteristico por mecanismo de resistencia, atribuido
al colapso y muerte de las células alrededor del sitio
de la infeccién. El colapso de las células del hospe-
dante también es conocida como reaccién de hiper-
sensibilidad (Hashim y Pereira, 1989).

El in6culo in vivo de M. ulei exhibié in vitro un porcen-
taje de germinacién superior al 50%, 12 horas des-
pués de la transferencia de los conidios a medio de
cultivo agar-agua al 10%. Esta capacidad germinativa
fue suficiente para asegurar una infeccién exitosa du-
rante las pruebas de patogenicidad. Del mismo modo,
se obtuvieron in vitro reaislamientos de M. ulei a partir
de conidios revirulentados, provenientes de las lesio-
nes obtenidas en cuarto climatizado. As{ se corroboré

el cuarto p()stulado de Koch.
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TABLA 3.TEST DE TUKEY HSD PARA LA INTENSIDAD DE ATAQUE CON DOS FACTORES.

Factor 1: Clon

Factor 2: Aislamiento

Tratamiento Media Tratamiento Media
PA31 *2 . 4a
17a VIF *2,45714a
FX 2261 2,6ab
FX4098 2,85ab
17b VIF 3,0b
MDF180 3,25b
PB260 4,15¢
17q VIF 3,17143b
17i VIF 3,51429b

*Las medias seguidas de la misma letra en las columnas no difieren significativamente entre si, segin el test Tukey HSD al 5% de significancia.

Evaluacion de los componentes de re-
sistencia de M. ulei

Intensidad de ataque

En la intensidad de ataque se tomaron los valores
méximos registrados en cada clon. Estos mostraron
una respuesta diferencial a los cuatro aislamientos
evaluados: con el 17aVIF, los clones FX 2261 y PA
3 1tuvieron una intensidad de ataque de “27; en los
clones FX4098 y MDF 180 de “3”, y en el clon PB
260 de “5”. El clon PB260 fue el més susceptible al
ataque de M. ulei con este aislamiento. Para el 17b
VIF la intensidad de ataque fue de “4” en los clo-
nes FX4098 y el MDF 180, mientras que los demds
clones presentaron mejor resistencia a este aislamien-
to con una valoracién de “3”; de nuevo, en el clon
PB260 se obtuvieron valores méaximos de “5”. Para
el aislamiento 17i VIF los clones FX 4098 y PB260
fueron susceptibles, pues presentaron valores de “5”
y los demds clones presentaron valores de “4”. Final-
mente, con el aislamiento 17qVIF, se destacaron los
clones FX4098 y el PA31 con valores de “3”, por lo
que se consideran resistentes, mientras que el mds
susceptible fue el clon PB260, con una una intensidad
de ataque de “5”.

El clon PB260 fue el mds susceptible a los 4 aisla-

mientos, presenté una méxima de “5”, lo cual repre-

senta un ataque muy severo (Chee 1976). Se destaca
el clon FX4098, que presenté una intensidad de ata-
que de “5” sélo para el aislamiento 17iVIF. El clon
MDF180 fue susceptible a los aislamientos 17bVIF,
17iVIF y 17qVIF con nota maxima “4”, en contraste
con el aislamiento 17iVIF, que exhibi6 la mayor seve-
ridad; es decir, una mayor intensidad de ataque entre
los cuatro aislamientos probados. El que present6 el
nivel menor fue el aislamiento 17a VIF.

En general, los clones FX2261 y FX 4098 presentaron
una menor intensidad de ataque a M. ulei, en al menos
2 de los 4 aislamientos evaluados. Gasparotto et dl.,
(1997) y Leal (1999) afirman que los clones FX2261
y el FX4098 presentan resistencia a M. ulei, resultado
que coincide con esta investigacién, ya que estos clo-
nes presentaron una menor intensidad de ataque, en

comparacion con los otros clones evaluados.

Los resultados para intensidad de ataque de A
ulei cumplieron con los supuestos de normalidad
(p>0,05) y homocedasticos. De acuerdo al test de
Anova, existe una diferencia significativa en las medias
de las notas maximas de intensidad de ataque entre
clon y entre aislamiento (p<<0,05). La interaccién
de estos dos factores también implica una diferencia
significativa en las notas mdximas de intensidad de
ataque, expresadas por los distintos clones para cada
aislamiento (p<<0,05).
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Los resultados del test, tras comparaciones multiples
Tukey HSD, evidencian la existencia de tres grupos
homogéneos. En general, la mayor resistencia en los
siete clones se presenté con el inéculo del aislamiento
17aVIF, dado que con éste hubo una menor intensi-
dad de ataque, los demds aislamientos presentaron un
ataque muy similar.

El clon PB260 fue el mads susceptible, ya que exhibi6
el mayor promedio de nota maxima de ataque (IA=
4,1) (tabla 3). Su susceptibilidad difirié significativa-
mente de los demds clones (p<<0,05), lo que con-
trasté con el clon PA31, el més resistente dado que
cuenta con el menor promedio de nota méxima de
intensidad de ataque.

También se evidencid que el aislamiento con una ma-
yor intensidad de ataque promedio (3,5) fue el 17iVIF,
y el que present() una menor virulencia fue el aislamien-

to 17aVIF.

Estos resultados contrastan con lo afirmado por Gar-
cia et dl., (1999) quicnes utilizaron la intensidad de
ataque como un indicador para la patogenicidad de
un aislamiento, dentro de los componentes para la re-

sistencia a M. ulei.

Las variaciones en los niveles de intensidad de ataque
con relacién a un mismo aislamiento pueden deber-
se a las diferencias en la edad de los foliolos inocula-
dos, de acuerdo con lo expresado por Hashim et dl.,
(1978): las hojas con mayor edad son més resistentes
a la infeccién por M. ulei.

Intensidad de esporulacién

Las notas mdximas obtenidas para la intensidad de
esporulacién, provocadas por los cuatro asilamientos
de M. ulei, se presentaron entre “1”, para los clones
FX2261 y PA31, con el aislamiento 17aVIF, y “4” en

el clon PB260.

El clon PB260 presenté la mayor intensidad de es-
porulacién en este aislamiento. Para el 17bVIF, los
clones susceptibles (intensidad de esporulacién ma-
yor) fueron el MDF180 y PB260 con valores de “4”
y “5”, respectivamente; los demds presentaron mayor
resistencia con valores entre “2”y “3”.

REVISTA COLOMBIA AMAZONICA

Los clones MDF180 y PA31 presentaron una inten-
sidad de esporulacién de “3”, con el aislamiento 17i
VIF, y la esporulacién més fuerte “5” se evidencié
en el clon PB260. Con el aislamiento 17qVIF, los
clones FX4098 y PA31 presentaron una intensidad
de esporulacién baja, mientras que los clones FX
2161 y MDF180 obtuvieron valores de “4”. Una vez
mis se destaca el clon PB260 por ser el més suscep-
tible, dado que present6 un intensidad de esporula-
cién de “5”.

Segin Gasparotto et dl., (1990) y Gasparotto y Lima
(1991), la intensidad de esporulacién varia de acuer-
do con el estado de maduracién de los tejidos foliares
y la sensibilidad del clon. Esto coincide con los resul-
tados de esta investigacion, con los que se encontra-
ron variaciones en la intensidad de esporulacién de un

mismo clon, y con los demas.

Cuando el fitopatégeno se localiza en los foliolos de
las hojas con una edad de 10 a 12 dfas, las lesiones
fueron de apariencia afelpada de color verde oliva,
que tornan negras con el tiempo. Esto no correspon-
de con lo afirmado por Gasparotto y Lima (1991),
dado que ellos exponfan que las lesiones son circula-
res, con una apariencia afelpada, que se localizan con
més frecuencia en la cara abaxial de la ldmina foliar
y a los 20 dias se va tornando de verde oliva a negra,
resultado de la esporulacién del microorganismo du-
rante su fase conidial.

Las lesiones tienen un contorno irregular y alcanzan
hasta 2 centimetros de didmetro, producen arruga-
miento, deformacién, rompimiento de tejidos afec-
tados y, luego, defoliacién o muerte, de acuerdo

con lo obtenido en esta investigacién.

Peralta et dl., (1990) plantean que la resistencia al Mal
Suramericano de la Hoja se asocia con el tamano de
las lesiones y la esporulacién. Cuando se evaluaron los
clones de Hevea a los aislamientos de M. ulei en esta
investigacion, el tamano de la lesién no mostré signi-
ficancia, mientras que la intensidad de esporulacién
si fue representativa. Esto confirma lo expuesto por
Junqueira (1985), quien consideré la esporulacién
como un test sensible para la identificacién de la sus-

ceptibilidad de los clones.
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TABLA 4. TEST DE TUKEY PARA LA INTENSIDAD DE ESPORULACION CON DOS FACTORES

Factor 1: clon Factor 2: aislamiento
Tratamiento Media Tratamiento Media
PA31 1,7a
17a VIF 1,91429a
FX 4098 2,2ab
FX 2261 2,3ab
17q VIF 2,68571b
MDF180 3,0b
PB260 4,4c
17b VIF 2,77143b
171 VIF 3,28571b

*Las medias seguidas de la misma letra en las columnas no difieren significativamente entre si, segin el test Tukey HSD al 5% de significancia.

Hashim y Pereira (1989) y Langford (1945) sugieren
que la intensidad de esporulacién se debe tener en
cuenta para evaluar la resistencia al en clones de Hevea
y su utilidad en la seleccién. Junqueira er dl., (1989)
afirman que el tipo de reaccién (intensidad de esporu-
lacién) y el didmetro de la lesién constituyen los prin-

cipales parametros para evaluar virulencia de M. ulei.

Los resultados para la variable intensidad de espo-
rulacién de M. ulei presentan distribucién normal
(p>0,05), son homocedasticos. Los resultados del
test de Anova muestran que la nota méxima de in-
tensidad de esporulacién difiere significativamente
entre clon (p<0,05), y segin el aislamiento evaluado

(p<<0,05).

La interaccién de estos factores también implica una
diferencia significativa entre las notas maximas de in-
tensidad de ataque, expresadas por los distintos clo-
nes para cada aislamiento (p<0,05). A través de los
resultados posteriores del test de comparaciones mul-
tiples Tukey se identificaron tres grupos homogéncos,
en los cuales se observaron variaciones en la intensi-
dad de esporulacién en los clones, con respecto a los
aislamientos.

En contraste con lo afirmado por Junqueira et dl.,
(1986) quienes inocularon 33 clones de Hevea con
16 aislamientos, se destacé la gran variabilidad fi-
siolégica en los aislamientos evaluados. El clon
PB260 fue el mas susceptible, dado que present6 el

mayor promedio de nota médxima de esporulacién

(4,4) (tabla 4), y su susceptibilidad difirié signifi-
cativamente de los demds clones (p<0,05), lo que
contrasté con el clon PA31, el mas resistente a la
intensidad de esporulacién con un menor promedio
de nota méaxima (1,7). también se evidencié que el
aislamiento mads virulento fue el 17iVIF, dado que
es el que causa mayor esporulacién, en comparacién
con los demds, y el de menor esporulacién fue el
aislamiento 17aVIF (tabla 4).

Los resultados estadisticos de la intensidad de espo-
rulacién reflejan que ésta depende de la virulencia
del aislamiento y la resistencia del clon. Garcfa et dl.,
(1999) mencionan que la ausencia de acumulacién de
escopoletina, asi como la de lignina en las hojas afec-
tadas por el hongo, se relacionan con la severidad de
los sintomas de la enfermedad, en este caso, con la

esporulacion.

En muchos casos, el clon resistente permite la penetra-
ci6n répida del patégeno, a través de la epidermis para
activar en el menor tiempo posible el mecanismo de
resistencia. (Hashim et dl., 1978, Rivano, 1992). Pe-
ralta et dl., (1990) afirman que la resistencia a M. ulei
estd asociada al tamafio de las lesiones y la esporula-
cién, Mattos (2007) reporté 6 nuevas razas de M. ulei,
lo que suma un total de 42 razas obtenidas a partir de
clones que antes eran resistentes pero que, a través de
los afios, se volvieron susceptibles a las nuevas variantes
del hongo, por lo que pone de manifiesto la alta varia-
bilidad fisiolégica de . ulei y una pérdida paulatina de

la resistencia de diversos clones de caucho.
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En particular, la variabilidad de los aislamientos pro-
bados en este estudio confirma los resultados obte-
nidos por Junqueira et dl., (1986), Rivano (1997) y
Mattos et dl., (2003), quienes atribuyen dicha variabi-
lidad a la reproduccién sexuada. Segin Shaner et dl.,
(1992). Esta caracteristica es la responsable de la alta
variabilidad patogénica en los hongos de reproccion
sexual. Junqueira et dl., (1988) afirma que el hongo
desarrolla su fase conidial en de un perfodo que varfa
entre 5 y 16 dias, este periodo es considerado por
Gasparrotto et dl., (1997) como una fase explosiva por

la facilidad en la diseminacién de los conidios.

Densidad estromatica

La densidad estromdtica, en los clones FX4098,
MDF 180y PA31 fue de “0” para los cuatro aislamien-
tos evaluados. El clon FX2161 presenté una densidad

estromatica de “1”

para los aislamientos 17iVF y el
17qVIF; los datos registrados de densidad estrom4-
tica en el clon PB260 variaron entre “1” para el ais-
lamiento 17aVIF y “3” para los aislamientos 17iVF y
el 17qVIF.Estos datos concuerdan con los reportados
por Garcia et dl., (1999), lo que confirma la severidad
manifiesta en la virulencia de M. ulei sobre este clon

oriental.

De acuerdo con los resultados, se evidencié que un

incremento en la intensidad de ataque implic6 un au-

mento en la intensidad de esporulacién de los aisla-
mientos ensayados, y el aumento de la esporulacién

favorecié en mayor grado la formacién de estromas.

La resistencia completa, exhibida por varios de los
clones evaluados en distintos aislamientos, inhibi6 la
formacién de estructuras estromaticas, como ocurrié
con los clones FX 4098, MDF 180 y PA 31. Estos
materiales vegetales son muy importantes en la bus-
queda de resistencia horizontal (Rivano et dl., 1989;
Simmonds, 1990), dado que las progenies generadas
a partir de estos parentales constituyen una barrera
genética clave en la interaccién hospedero-patégeno,
porque conlleva al bloqueo del desarrollo sexuado del
hongo, condicién en la que ocurre la mayor variabi-
lidad fisiolégica de este patégeno (Junqueira et dl.,
1987; Gasparotto et dl., 1989; Peralta et dl., 1990).

Los resultados del test no paramétrico de Kruskal-
Wallis para la variable densidad de estromas mostra-
ron que no existe diferencia significativa en la densi-
dad estromadtica entre los cuatro aislamientos de M.
ulei evaluados (p> 0,05), es decir que la densidad es-
tromdtica no varié cuando se modificé el aislamiento

patogénico.

La densidad estromatica difiere significativamente
entre los diferentes clones de Hevea spp. (p< 0,05).
Esto permite concluir, que la densidad estromatica no

TABLA 5: TEST DE COMPARACION MULTIPLE SNK PARA LA FORMACION DE ESTROMAS POR DOS FACTORES

Estroma por clon

Estroma por aislamiento

Tratamiento Media Tratamiento Media
FX 4098 #0,0a
17a VIF #0,0857143a
PA31 0,0a
MDF180 0,0a
17b VIF 0,257143a
FX 2261 0,2ab
PB260 1,7¢
17q VIF 0,485714a
17i VIF 0,514286a

*Las medias seguidas de la misma letra en las columnas no difieren significativamente entre si, segin el test SNK al 5% de significancia
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TABLA 6. COEFICIENTES DE CORRELACION DE SPEARMAN PARA DISTINTOS COMPONENTES DE RESISTENCIA A M. ULEI

Componentes
Componentes
1 2 3
1- Intensidad de ataque
2- Intensidad de esporulacién 0.7617
3- Densidad estromdtica 0.4732 0.5965

varfa segtn el tipo de aislamiento evaluado, pero si lo

hace dependiendo del clon de Hevea inoculado.

Los resultados obtenidos con el test de compara-
ciones multiples SNK, permitieron apreciar que los
clones FX4098, PA31 y MDF180 fueron los més re-
sistentes a la formacién de estromas, y que el més sus-
ceptible con respecto a la densidad estromatica fue el
clon PB260 (tabla 5). En cuanto a los aislamientos, se
observé que todos pertenecen a un grupo homogéneo
(Tabla 5), es decir que no existe diferencia en los clo-
nes cuando se inocula un aislamiento, la formacién de

estomas es indiferente del aislamiento.

La formacién de estromas no fue tan relevante en este
estudio, lo que refleja una minima expresién de la fase
sexuada de los aislamientos probados, en los primeros
18 a 30 dias postinoculacién. El mayor periodo de ge-
neracién estromdtica observado en esta mnvestigacion
fue el del clon PB260, relacionado con su capacidad

para formar estructuras estromaticas.

En el estudio de Garcia er dl., (1999) el periodo es-
tromatico oscil6 entre los 8 y los 30 dias, lo cual sig-
nifica que los clones evaluados presentaron un menor
periodo de aparicién de las primeras lesiones espo-
ruladas y, por ende, una mayor intensidad de espo-
rulacién. Es decir que los clones evaluados por estos
autores fueron mas susceptibles que los probados en

este estudio.

Por otro lado, Chee et dl., (1985), observaron
que los clones FX 3864 y FX 2261 presentaron
una abundante produccién de estromas. No obs-
tante, en este estudio, el clon FX 2261 fue par-
cialmente resistente y no generé estromas por
encima de “2” en una escala de “0 a 4”. Rebou-
cas-Lins y Ataide-Brito (1981) sostiene que el
clon FX2261 presenté el peor comportamien-
to fitosanitario al ser evaluado en condiciones de
plantio. Esto significa que los aislamientos evalua-
dos en esta investigacién fueron menos agresivos

que los empleados por los autores mencionados.

TABLA 7. TIPO DE REACCION DE CINCO CLONES DE CAUCHO NATURAL (HEVEA SPP) A CUATRO AISLAMIENTOS DE M. ULEI PROCEDENTES DE VIVERO (VIF)

Comportamiento* de Hevea spp.
Aislamiento
FX 2261 FX 4098 MDF 180 PA 31 PB 260
17a VIF R R S R S
17b VIF S R S R S
17i VIF S S S S S
17q VIF S R S R S

§=Susceptible (con esporulacion)

R=nResistente (Sin esporulacion)
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Correlacion entre los
componentes de resistencia parcial

De acuerdo con la tabla 6, las correlaciones més ba-
jas se observaron entre la intensidad de ataque y la
densidad estromatica. La mds alta se present6 entre la
intensidad de ataque y la intensidad de esporulacién,
seguida por la correlacién entre la intensidad de espo-

rulacién y la densidad estromatica.

El componente que mejor se correlacioné con la for-
macién de estromas fue la intensidad de esporulacién,
de ahf que en los estudios contempordneos sobre me-
joramiento genético con énfasis en la resistencia a 4.
ulei, la intensidad de esporulacién y la densidad estro-
mitica sean los dos componentes de resistencia fun-
damentales para clasificar la reaccién de resistencia
en Hevea (Le Guen et dl., 2002; Mattos et dl., 2007).

Peralta et dl., (1990) plantea que la intensidad de es-
porulacién estd muy relacionada con el tamafio de las
lesiones, afirmacién que coincide con lo obtenido en
esta investigacién, dado que al haber una mayor in-
tensidad de esporulacién mayor serd la densidad es-
tromatica.

Esta relacién entre la intensidad de esporulacién y la
densidad estromitica es muy importante, dado que
permite entender que la resistencia de Hevea a M. ulei
puede estar asociada con estos componentes, lo cual
resulta primordial en la bﬁsqueda de resistencia ho-
rizontal, de acuerdo con Simmonds (1990) y Rivano
(1992), quienes afirman que las progenies de Hevea,
generadas a partir de parentales con estas caracteris-
ticas, constituyan una barrera genética en la interac-

cién hospedero-patégeno, ya que conlleva al bloqueo

del desarrollo sexuado del hongo, causa de la mayor
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variabilidad fisiolégica de este patégeno (Junqueira et
dl., 1987; Gasparotto et dl., 1989; Peralta et dl., 1990).

Clasificacion del tipo de reaccion clonal

Todos los clones evaluados en este estudio presen-
taron resistencia incompleta en al menos uno de los
aislamientos probados (tabla 7), se destacan los clones
FX 4098 y PA 31, por ser los mas resistentes, pues
s6lo expresan susceptibilidad con el aislamiento 17i

VIF, virulento en el 100% de los clones evaluados.

Los clones MDF 180 y PB 260 expresaron suscep-
tibilidad en el 100% de los aislamientos probados.
Parlevliet (1979) considera que el término resisten-
cia completa es utilizado cuando la multiplicacién del
patégeno es totalmente inhibida, es decir, cuando no
hay esporulacién. La resistencia parcial o incompleta
se refiere a todos los tipos de resistencia que permiten

alguna esporulacién del patégeno.

Darmono & Chee (1985) reportaron que el clon FX
4098 era altamente susceptible en laboratorio, pero
es menos susceptible en campo. También destacaron
la inmunidad del PA 31. Chee y Holliday (1986) re-
portaron como clon resistente al FX 2261. Junqueira
et dl., (1987) afirmaron que el clon FX 4098 presenta
niveles bajos de resistencia incompleta. Hashim y Pe-
reira (1989) atribuyeron poca resistencia al clon FX
4098, el cual generé grandes lesiones. Rivano (1997)
y Mattos et dl., (2003) confirmaron la resistencia del
clon FX 4098

Conclusiones

La caracterizacién morfolégica y la evaluacion de la
virulencia de 4 aislamientos de M. ulei, obtenidos de
la regién amazénica en diferentes clones de Hevea spp,
en condiciones controladas, contribuye con la genera-
cién de bases cientificas para desarrollar investigacio-
nes orientadas a la determinacién de clones de Hevea
spp, resistentes al Mal Suramericano de la Hoja de
Caucho, con alto potencial productivo para la Ama-

zonia colombiana.

En general, la patogenicidad expresada por los ais-

lamientos, de acuerdo al nivel de resistencia de los

clones evaluados, permiten describir tres aspectos
importantes: 1) pérdida de resistencia en varios clo-
nes evaluados, 2) reaccién clonal especifica, segin la
localidad (ambiente favorable para el desarrollo de la
enfermedad) y 3) compatibilidad especifica con dife-

rentes aislamientos polivirulentos.
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