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RESUMEN

Esta investigacion se realiz6 en fincas de los dampentos de Caldas, Risaralda y Quindio,
y tuvo como objetivo identificar las especies deétlinia asociadas a café, y otras especies
forestales, ademas de evaluar su patogenicidatiapolas de caféara esto se inicié con

la caracterizacion molecular y posterior caracégiin patogénica en chapolas de variedad
Caturra sembradas en vasos de icopor de 7 oz.ulammo el patégeno que fue
multiplicado en arroz parbolizado, en dosis d8.6, 0.9, 1.2 y 1.5 gramos/vaso, siendo la
unidad experimental la chapola, con 10 repeticignoeslosis, en un disefio completamente
aleatorio, evaluando la muerte de plantas duramtdi& después de la inoculacion. En café
se identificaron 36 focos, con ataque desde 3 t2igplantas, encontrandose ademas en
raices de cacaol'kieobroma cacap)macadamigMacadamia integrifolia),guamo (Inga
edulis) caucho(Ficus soatensis)nim (Azadirachta indica) platano(Musa paradisiaca)
yuca (Manihot esculenta aguacate(Persea americana guayaba(Psidium guajava)
guanabandAnnona muricatg) gmelina Gmelina arborey arbol de la cruzBrowgnea
ariza) y eucalipto(Eucalyptus globulus)Se obtuvieron un total de 115 aislamientos que
molecularmente se clasificaron en dos grupBesdlinia bunodes (R. bunodes) y
Rosellinia pepo (R. pepo), coincidiendo con la identificacion macroscopieasignos sobre

las raices. Con 23 de dichos aislamientos se agatizoruebas de patogenicidad evaluando
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la mortalidad hasta el dia estipulado. Tres deaistamientos no causaron mortalidad,
nueve causaron mas del 50% de mortalidad y coneldstbs se obtuvo una mortalidad
menor al 50%. Independientemente de cualquier &spkeron determinados los

aislamientos de mayor patogenicidad, por lo queoseluyd, que existe un amplio rango

de agresividad entre los aislamientos patogénieoRasellinia evaluados en las chapolas,
independientemente de la dosis utilizada y su pleregia, ademas que la llaga estrellada
(R. pepd en las zonas muestreadas tiene un amplio rangosfedantes en comparacion

con la llaga negreR. bunodes

Palabras clavesilagas radicales, patogenicidad, Roselliaiglamiento, chapola, café.

ABSTRACT

This research was made in the departments of CaRiaaralda and Quindio, in order to
identify the species dRoselliniawhich were associated to coffee, and other f@psties,
besides to test its pathogenicity in plants of eeff For this reason, it was begun a
molecular characterization and previously a pathageharacterization in plants of Caturra
variety which was sowed in icopor pods of 7 oundesculating the pathogen that was
multiplied in processed rice, in dose of 0, 0.8,0..2 and 1.5 grams/glass, being the
experimental unit the plant, with 10 repetitions dyse, in a completely random design,
evaluating the death of plants during 35 days dlfterinoculation. In coffee was identified
36 centers, with attack from 3 to 200 plants, isvaéso found in roots of coco@ieobroma
cacao) macadamia(Macadamia integrifolia) guamo (Inga edulis) rubber (Ficus
soatensis) nim (Azadirachta indica) banana(Musa paradisiacg) cassava(Manihot
esculentp avocado(Persea americana guava (Psidium guajava) soursop (Annona
muricata) gmelina Gmelina arborey tree of the cross Bfowgnea ariza and
eucalyptugEucalyptus globulus)A total of 115 isolations were gotten that molady
were classified in two group&osellinia bunodes (R. bunodem)d Rosellinia pepaR.
pepg, coinciding with the macroscopic identificatiom signs on the roots. With 23 of

these isolations they were made pathogenicity ®stkiating mortality until the stipulated



day. Three of the isolations did not cause moytatitne caused more of 50% of mortality
and with 11 of these a smaller mortality to 50% \gatien. Independently of any species
the isolations of greater pathogenicity were deteeoh so it was concluded, that it exists
an ample range of aggressiveness among the pathagelations of Rosellinizvaluated

in the plants, independently of the used dose lagid origin, Moreover, the sore shatt&. (
pepq in the sampled zones has an ample rank of hairrparison with the black sor.(
bunodes

Key words: Radical sores, pathogenicity, Rosellirsalation, chapola, coffee.

INTRODUCCION

La importancia del café en la economia Colombianadn dia, a pesar de no contar con la
importancia relativa de los afios 50, 60 y 70, sigimdo un sector estratégico de la
sociedad en términos de tejido social, culturadtitncional, empleo y desarrollo para las
regiones productoras. En Colombia la superficiea gpdra produccion de café es de
7.300.000 hectareas. De acuerdo con el ultimo CEasetero realizado por la Federacion
Nacional de Cafeteros de Colombia en 1997, alradgel®63 municipios son productores
de café en todo el pais. El promedio por fincaledador de 1.5 hectareas, cifra muy
inferior comparada con la del Censo Cafetero del, 1§8e mostré una extension de 4.6
hectareas por finca. El total de las hectareassguencuentran sembradas en café es de
869.157,9; distribuidas asi: 260.009 hectareasad@ Tpica, y 609.149,9 en Café Caturra
y Variedad Colombia (ASOEXPORT, 2009).

Como cualquier otro cultivo, el café es susceptiblena serie de enfermedades de diversa
importancia economica, que afectan la rentabilidaed cultivo cuando no se toman las

medidas de control adecuadas para prevenirlasaolas



En Colombia la enfermedad causadafRosellinia bunodes (R. bunodesg conoce desde
1931, cuando fue encontrada en cacao, café y &rdelsombrio en los departamentos de
Antioquia, Caldas, Cundinamarca, Santander, y \tileCauca (Merchan, 1993).

Duque (1952), reconocio la gravedad de la enferthegla Colombia asi como la
persistencia de los ataques, en trabajos de camafivados entre los afios 1931 y 1938 en

varios departamentos del pais.

En la zona cafetera de Colombia, el incrementotaguas de llagas radicales causadas por
el hongo Rosellinia spp., tanto en café como ercldtsyos asociados, es motivo de interés
dentro de los proyectos prioritarios de investigacespecialmente en cuanto a la busqueda
de herramientas que en forma temprana permitarctdetg cuantificar el patégeno en el
suelo y aplicar las medidas pertinentes de maoejoas adelante explorar la posibilidad de
tolerancia o resistencia al patégeno en germopladmecafé; la incidencia de esta
enfermedad, se ha incrementado en los ultimos laéists un 62% por afio (Casebal,
2003).

Los focos de infeccion, se extienden debido al aintde raices infectadas, con raices
sanas de las plantas, ocasionando la pérdida dael dg siembra, ya que existe gran
posibilidad de infeccion, si se plantan nuevameteestos sitios donde se presenta el
hongo (Ibarraet al,, 1999).

El patégeno crece de manera ascendente, atacan@dnente la superficie de la raiz, y
luego penetrando en ésta, hasta ocasionar la pudrite la corteza, y en el lefio se
manifiesta con la aparicion de estrias en formaagas y puntos negros paralaga
Negra o en forma de estrella o abanicos, en el casblaiga Estrellada (Fernandez y
Lopez, 1964).

El ataque de esta enfermedad, es muy dificil de@amdebido a que los sintomas externos
Uunicamente se manifiestan, cuando el hongo yavadido la mayor parte de la raiz, hasta

haber alcanzado parte del cuello de ésta (LOp&5)19



Saccas (1956), segun un estudio realizado sobezedibs especies de Rosellirga
Oubangui- Chari como causantes de diferentes eaftades que atacan a raices de los
cafetos, encontr6 que estos patdgenos puedeniringadarboles a cualquier edad y los
sintomas externos se manifiestan por medio demarilamiento del follaje, desecacion
de las ramas, produciendo finalmente la muerteadpldnta, una vez el micelio haya

alcanzado el cuello de la raiz.

Por lo tanto este proyecto pretende contribuircaocimiento de las llagas radicales en
café y especies forestales asociadas, causadassspacies del géner®osellinig
mejorando metodologias para su posible diagnogtioevencion a futuradentificando

las especies existentes y evaluando su patogetieidahapolas de café.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion:

El material vegetal con Rosellinia se recolectdosrdepartamentos dealdas municipios
Manizales, Chinchina, Aguadas, Risaralda y Paled®isaralda, municipio de Pereira; y

Quindio, municipios de Armenia, Quimbaya, Circasia y Bwésta .

La identificacién de las especies se hizo en arktbrio de la Disciplina de Fitopatologia
en Cenicafé; y las pruebas de patogenicidad enagglate alméacigo, en la Granja de este
mismo centro, en Chinchina — Caldas a una al@pbximada de 1378 msnm y una

temperatura promedio de 21°C.

Fase 1. Identificacion y Recoleccion de espec@EsRosdllinia:

Se seleccionaron aleatoriamente las fincas cagetasacuales presentaban focos de llagas

radicales ya sea en café o en plantas forestagdnda informacion suministrada por los

comités de cafeteros de los tres Departamentos,



En cada foco de plantas infectadas, se tomararaaltiees arboles con signos del patégeno;
de cada arbol, las cuales se depositaron en bpldatcas etiquetadas, designando un
cbdigo (aislamientos), por departamento, fincatemia, planta y la posible especie de
Rosellinia, de acuerdo a estudios previos (Ferrapd@pez, 1964; Lopez, 1965; Caséio
al., 2003).

Cada bolsa, fue la primera unidad de muestreo. d-éstps fueron llevadas al laboratorio
de Fitopatologia de CENICAFE, para cultivar el hmmmcontrado en cada uno de ellos
artificialmente, utilizando diferentes metodologias cuales fueron aplicadas en forma
integral y unificada de diversos protocolos corelds (Lopez, 1965; Bermudez y
Carranza, 1992; Esquivet al.,1992; Realpe, 2001; Cas#bal.,2003).

Ademés del procedimiento normal de recolecciormdestras, a cada uno de los focos
encontrados, se le realizo, un respectivo and@lessuelo, donde se encontrd que los rangos
de pH estaban entre 4.4 y 5.8; Materia organiceeeénB% y 13.8% y la textura entre
Franca, Franco —Arcillosa, y Franco — Arcillosa redosa, lo que demuestra que el hongo
se adapta muy bien a cualquier tipo de suelo, em#ipntemente, de las condiciones que

éste presente.

Se escogieron aleatoriamente una caja petri céammaento puro del hongo, por cada uno
de los aislamientos, para realizar la respectivacterizacion molecular de éstos. El
micelio se dividio en ocho cuadros de 1 cm, lodesufueron cultivados en medio liquido
Sabouraud, durante 8 digsra luego sefiltrado, obteniendo el micelio del cual se hiao |

extraccion de ADN genomico, de acuerdo con el paitnde Lee y Taylor (1990).

Una vez se obtuvo el ADN gendmico, se procedio antglificacion de los fragmentos
conservados de los genes ribosomales, para proeeleidentificacion taxondémica. El
procedimiento de la amplificacion, se realizd, ipado del analisis de secuencias
espaciadoras internas (ITS) (Fig. 1) del ADN ribnab(ADNr), con el fin de confirmar el
género y especie de cada aislamiento, realizartde eanalisis mediante la amplificacion

por PCR de estas regiones mediante los protodel@slilliset al1996; Lopez 2004



Fig. 1 Region de ADN Ribosomal.
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La amplificacion de las regiones ITS, se realizd@iangte la utilizacion de logrimersITS
(5"TCCGTAGGTGAACCTGCGG3') e ITS4 (5'TCCTCCGCTTATTGATGCS'), los
cuales son primers universales para hongos y generdragmento de ADNr que incluye
las regiones 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 y 28S (RodrigR@a7).

La eficiencia de cada reaccion de amplificaciommemitore6 tomando 1QL de la PCR
(probando diferentes diluciones) de ésta y realiaaglectroforesis en gel de agarosa al
1.5% a 65 V durante 1 hora y media en Buffer TBE L&s productos amplificados se
detectaron por coloracion con bromuro de etidiac{@d 1ul / gel de una solucion 10
mg/ml) y su peso se estimO por comparacion, canatador de peso molecularX174
DNA-Hind Il Digest.

Una vez se obtuvo los fragmentos amplificados d@NA se enviaron &acro Gen Inc.
(Corea) para su secuenciacion, con base en loseuatalizé la identificacion de las
especies de Rosellinimedianteestos protocolos metodolégicos (Efron, 1996; Hélisl.,
1996; Bridgeet al.,1998)

Todos los aislamientos puros, fueron crioconsersapiara utilizarlos posteriormente en las
pruebas de patogenicidad y para otros experiragrtooperet al.,2004). Igualmente, el
ADN de cada aislamiento fue adecuadamente almagesradubos Eppendorf de 0.6 ml,

guardados en nevera a -20°C, llevando previo tregis

Con base en la agrupacion de los aislamientos giadal ADN, se tomd de cada grupo,

aguellos aislamientos que representaron la divatsigbnética del mismo, de acuerdo con



el criterio de las distancias genéticas (los masdies en cada grupo), hasta completar 23

aislamientos, para proceder a su evaluacion dg@aitidad (Fase 2).

Fase 2. Determinacion de la patogenicidad de lagoesies identificadas:

Una vez seleccionados los aislamientos, se lodivéaa partir de los ya preservados.
Cuando estos lograron los 15 dias de edad en ndedaultivo, los trozos de micelio se
transfirieron a bolsas plasticas autoclavablesecoahdo arroz parbolizado esterilizado en
dos ocasiones. Las bolsas se dejaron en oscurittadpeeratura de laboratorio durante 30
dias hasta que hubo colonizacion completa del apam asi realizar la inoculacion en
chapolas de café (Ibareaal.,1999).

Por aislamiento se pesaron 5 do8ig.6, 0.9, 1.2 y 1.§ramos de arroz por vaso con suelo
estéril. La unidad experimental fue conformada ywa chapola de café variedad Caturra,
sembrada, en un vaso plastico de 7 onzas con sstdvilizado. Por cada dosis, se
realizaron 10 repeticiones, en cada uno de losaishtos. Luego, en invernadero, se
ubicaron aleatoriamente, las unidades experimentidelos aislamientos y las dosis, de
acuerdo con el disefio experimental completameptdalo, en arreglo factorial N x 5 (N

aislamientos y 5 dosis).

Una semana, después de sembradas las chapolaxgi® iel hongo, colocando las dosis
de arroz infectado, en contacto con la raiz. Cdda lthsta los 35 dias después de la
inoculacion, se registr6 el estado de cada unidageramental (viva o muerta),

identificando el numero de dias de mortalidad declapolas (variable de respuesta).

El criterio de seleccion de los aislamientos m&sge#micos se realizd, debido a que la
interaccion (Aislamiento x Dosis) no fue signifieat, al igual que el efecto de las dosis, asi
gue se procedié a evaluar el efecto de los aistaose donde se aplicO una prueba de
Tukey al 5%, para diferenciarlos por menor tiempomedio de sobrevivencia, y con

mortalidad mayor al 50%.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectaron un total de 152 muestras en csltde café, como en otras especies
forestales en los tres departamentos, presentdedosstos tantR. bunodes, y R. pepen

focos que oscilaban con ataques de 3 hasta lagl&0@s por cada uno de ellos (Tab.1).

Estos focos fueron identificados macroscopicamertie,medio de los sintomas externos
gue presentaron los arboles, ademas de los sinorssntados por las raices de éstos ,
independientemente para cada una de las especissdéinia. En el caso de. pepocon

estrias en forma de abanico o estrella, y Pafaunodesgstrias y puntos negros.

La especie que se presentd atacando la mayor adral especies, flRosellinia peppla
cual fue encontrada en el 97,1% de las muestradentadas, incluidas las de café, en
cambio la especie que se encontr6 en mayor cantidatha sola especie, fRosellinia
bunodes,la cual se presenté atacando café en un 78.8%aglentiestras, de las 113

recolectadas igualmente de café.

Cabe recalcar, que esta esped®e bunodes)fue encontrada Unicamente en cafe, y
Eucalipto, por lo cual podria decirse, gBe Pepo es la mas diversa y a su vez mas
probleméatica por su amplia cantidad de hospeddias.1), pero sin dejar a un lado que la
R. bunodesfue la que mas atacé entre todo el material eetaflo en los tres
departamentos, asi haya sido Unicamente en dogdergg (Tab.1), lo cual corrobora lo
dicho por Castro y Esquivel (1991) quienes afirmaa en las zonas cafeteras prevalece, la

llaga negra.



Tabla 1: Especies muestreadas Vs. Tipo de especies ddiRasgN° de plantas/Foco, en
los Departamentos de Caldas, Risaralda y Quirafiog — 2009).

Especies de Rosellinia
Especie (Muestras Recolectadag Plantas/Foco

R. bunodes | R. pepo
Café 8¢ 24 1-20C
Cacac 6 10
Macadami: 9 10
Cauchc 5 5
Nim 2 5
Aguacat 3 3
Platan 4 3
Gmelina arbore 2 3
Yuce 2 2
Guamc 2 2
Eucaliptc 1 1
Guayab 1 1
Arbol de la cru 1 1
Guanabar 1 1

Al recolectar las muestras en una regién netameafietera, se podria asumir, que los
resultados encontrados son acordes con los dapwesaxios en la tabla, ya que hay un
mayor porcentaje de ataque en café que en las esaecies, o que se refleja en la
disminucion de los rendimientos en esta planta¢@alvez, 1990), sin embargo, Castro
(1992), observo niveles de incidencia hasta d& 8@ varias fincas de esta misma zona,
con pérdidas millonarias, no solo en café, sinobtdmen citricos y macadamia, lo que

hace presumir que en otras regiones con una prigtuotasiva, diferente a la de cafe, y

10



con presencia de Rosellinia, se podria encontréacrédn en cuanto a los rangos de ataque,
como sucede en el cultivo de papa en paises de EBeuador y Colombia cuya
enfermedad es muy importante porque ocasiona @&rdjde oscilan entre 20 y 80% de los
rendimientos, pero, si el agricultor practica elnmeultivo y siembra en campos de cultivo
infestados, al tercer o cuarto afio las pérdidasiggu@lcanzar el 100% (Orellana, 1978;
Ayala, 1987).

Luego de la siembra de las muestras en el labarat® obtuvo un total de 115 muestras
qgue fueron purificadas para el respectivo procesoidéntificacion molecular. Dichas
muestras, fueron procedentes igualmente de losi¢esrtamentos y de diferentes especies

seleccionadas.

Con relacion a la identificacion macroscopica dehdo, en el medio de cultivo, la

coloracion del micelio de las colonias & pepoinicialmente fue de color blanco, a

medida que este crecia y cubria la mayor partea driperficie del medio se tornaba de
color gris ahumado a café o negro al final. El hiocde las colonias desde su inicio fue de
aspecto algodonoso, pero a medida que envejecial@é de consistencia quebradiza.
También se observo la presencia de sectores giieesenciaban unos de otros en el color
y la apariencia, formando halos concéntricos blasobrepuestos al micelio negro (Fig. 2,
3, 4, 5, 6) similares a las descripciones realiggua Fernandez y Lopez (1964). Con lo
gue se manifestd, que el crecimiento de este henglaboratorio, es muy distinto a su

crecimiento en campo.

Fig. 2Café Fig. 3. Macadamia Fig. 4. Cacao

.
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Fig.Aguacate Fig. 6 Caucho

Con respecto a la crioconservacion del las cepaaspestos aislamientos arrojaron un

tiempo estimado de viabilidad del hongo entre 4 méses , siendo reactivados mediante
choque térmico a temperatura de 34 a 37 °C, lo baak necesario una reactivacion
constante, lo que puede causar la pérdida de patidped del hongo (Fernandez y Lopez
1964), por lo que es fundamental, ensayos de omasén y permanencia del hongo, en

otros medios, como el arroz parbolizado, o so@gs(roet al.,2003).

En cuanto a los analisis moleculares de los aislaim$ de Rosellinia, se obtuvo un total de
52 aislamientos con ADN puro, lo que fue validado yna prueba de electroforesis, siendo
estos utilizados para las pruebas de PCR (Reaetidtadena de la polimerasa), y los
cuales fueron enviados a Macro Gen (Corea) paraesuenciacion. Las 100 muestras
restantes, se perdieron durante el proceso dargestd en laboratorio, debido a que este
hongo es muy susceptible a diversos tipos de camdaiin, lo cual provoco que se debiera
realizar varias replicas por cada aislamiento, ghsminuir el riesgo de perdida por

contaminantes.

Se obtuvo finalmente un total de 28 secuenciadaslé? enviadas, que en un 100%
resultaron ser muestras de Rosellinia, el resttaslanuestras, debido a que indicaron
algun tipo de contaminacion o presentaron sertgmde hongo como, Flavodon flavus,
Marasmius cladophyllus, Rhizotocnia s.p, Penialiugrisetulyum, entre otros

contaminantes comunes de laboratorio, fueron dadesh ya que no aportaban ADN puro,

para cualquier tipo de prueba.

12



Es importante aclarar, que estas otras especidsrams, debieron presentarse ya que a la
hora de la amplificacién se utilizarpnimersuniversales para cualquier otro tipo de hongo,
lo que ocasiond que si existiera ADN dentro deptagbas, pero que éste fuera de alguno
de los otros hongos y no de Rosellinia, lo cuainey dificil de identificar a la hora de
realizar las pruebas de electroforesis, pero queetecta Unicamente al momento de su

secuenciacion.

Para este andlisis molecular se afadieron 43 rsgesede especies de Rosellinia
reportadas en la base de datos del Gen Bank, Z)yabcon estas se elabordrekpectivo
dendrograma, el cual fue construido en el progrBREQUE: Phylogenetic Tool (Fig. 7),
utilizando Hypoxylon intermedium como grupo externocon un bootstrap de 1000
repeticiones.

Tabla 2: Especies d&oselliniareportadas en el Gen Bank, las cuales fueron adasg
para la construccion del dendrograma:

ESPECIES DE ROSELLINIA EN GEN BANK
R. necatrix : 25
R. mirabilis: 3
R. compacta: 3
R. bambusae: 2
R. subiculata: 2
R. buxi : 2
R. pepo: 1
R. corticium: 1
R. quercina: 1
R. aquila: 1
R. lamprostoma: 1
R. arcuata: 1

Fuente: Gen Bank
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Esta comparaciotuvo como objeto, saber realmente con que esf aparte de las ya

conocidas actualmentse estaba tratando en la region cafetera colombuietédo a que |

mayoria ddas reportadas en este banco de germoplasma, erceentran registradas

esta zona del pais.

Fig. 7 Dendrograma&onstruido con las 28 secuenciasRosellinia,mas las reportadas en

el Gen Bank
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El dendrograma arrojo, que las secuencias de ARKbfuexitosamente alineadas con las
otras especies del género Roselliriizcluidas en este analisis, lo cual es muy faverala

gue se puede afirmar, que realmente se esta tnaloajan especies del gén&osellinia

La especie que inicialmente se identific6 macromadpente por medio de la
sintomatologia que presentaba, coRo pepo,se alined correctamente con la misma
especie identificada ya molecularmente en el Gen Bank,glee permite decir que
realmente se trata d& pepo En cambio, la especie que fue identificada enpcaoomo

R. bunodessi se alined con las del géndrosellinia pero al momento de separarse entre
especies, no se agrupd con ninguna. Esto se depié an el banco de germoplasma, no
existe reporte alguno de otfa bunodeslo cual hace que estas muestras no tengan con
quien agruparse, lo que puede dar certeza de daeeggecie realmente se trata de la
identificada macroscopicamente corRo bunodegpor muchos autores como Chardén y
Toro (1930) o Castafio(1953) .

Por este hecho y esperando resultados de postetiabajos a éste, los cuales estan siendo
realizados por CENICAFE, se incluird entre los dadel Gen Bank &. bunodesgomo
una especie ya identificada, para poder ser uldiz&omo comparativo en otras

investigaciones moleculares.

Para las pruebas de Patogenicidad, se seleccionaron istd@8mentos de diferente
procedencia y hospedante, de los 28 obtenidos éespe la identificacion molecular
(Tab.3). Luego de su inoculaciéon en chapolas @& sa encontré que la muerte de éstas,

se inicia al séptimo dia, lo cual muestra lo agredel patégeno.
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Tabla 3. Aislamientos deRosdllinia spp. utilizados en las pruebas de patogenicidad en

chapolas de café variedad Caturra. Y sus respectisdiospedantes originales.

Tratamiento | Cddigo aislamiento Id:anr:)t;ggﬁlcgtr)n Hospedante
1 RCQ 48 R. bunodes Café
2 RCQ57 R. bunodes Café
3 RCQ53 R.bunodes Café
4 RCR15 R. pepo Café
5 RCC64 R.pepo Café
6 RCAUR18 R. pepo Caucho
7 RGUAMQ1 R.pepo Guamo
8 RCQ67 R.bunodes Café
9 RMACC 45 R.pepo Macadamia
10 RCACC 37 R.pepo Cacao
11 RCACC 65 R.pepo Cacao
12 RGUC 45 R.pepo Guayaba
13 RCC73 R.bunodes Café
14 RMACC36 R. pepo Macadamia
15 RCR 24 R. bunodes Café
16 RMACC 57 R. pepo Macadamia
17 RCQ 60 R.bunodes Café
18 RCC 77 R. bunodes Café
19 RCC60 R.bunodes Café
20 RMACC 47 R.pepo Macadamia
21 RCCAC37 R.pepo Cacao
22 RCQ71 R.bunodes Café
23 RCQ64 R.bunodes Café
24 Testigo sin hongo

El analisis de varianza no mostré efecto de laaecton aislamiento x dosis, ni efecto de

las dosis por separado, pero si de los aislami¢htds4).
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Tabla 4. Porcentaje de mortalidad de las chapolagor aislamiento evaluado y dia
promedio de muerte hasta el fin de las pruebas (dizb) .

AISLAMIENTO % DE MORTALIDAD DIA PROMEDIO DE MUERTE
1 775 28.475dc**
2 100 22.5dc
3 77.5 29,525dc
4 27.5 59,9a
S 15.0 67,125a
6 10.0 69,925a
7 10.0 69,525a
8 60.0 41,275cd
9 * *

10 10.0 70,35a
11 12.5 68,15a
12 12.5 68,5a
13 60.0 41,05¢cd
14 25.0 61,8254
15 * *
16 17.5 63,6a
17 52.5 44 575bc
18 725 30.9¢d
19 7.5 71,025a
20 * .
21 15.0 68.9a
22 100 29.05¢d
23 100 35.125¢d
TESTIGO * *

* Al momento de terminar el experimento todas laghapolas estaban sanas.

** Datos con letras diferentes indica diferencias sifficativas entre aislamientos, segun prueba de
Tukey ( 0.5%).

17



Hasta el dia treinta y cinco (35), se determinotge (3) de estos aislamientos no causaron
mortalidad alguna en las chapolas; en 11 de ehlo=nos del 50% de la unidades
experimentales murieron y en 9 murieron mas del 5@%as unidades experimentales.
Cabe resaltar que no hubo influencia de la proczdede la muestra, ni de la especie de

Rosellinia inoculada (Tab. 4).

El nimero de unidades experimentales muertas ¢tdsp con respecto a las dosis de
inoculacion, fue muy heterogénea en el rango depiieestablecido para esta prueba. La
dosis de 0.6 gr. tuvo una fluctuacion en cuantpoatentaje de unidades experimentales
muertas entre el 50% hasta un 90% (aislamieny23; la dosis de 0.9, fluctud entre el
50% (aislamientos 8, 13y 17) y un 100% (aislamae 22 y 23), y la dosis 1.5 un 100%

(aislamiento 2).
En la tabla 5, se presentan los aislamientos nrésiags, con un 100% de mortalidad a los

35 dias y dentro de ellos el de menor tiempo deaidad en diferentes dosis.

Tabla 5. Aislamientos deRosellinia spp. que causaron 100% de mortalidad en
chapolas de café variedad Caturra en el menor tiengpdespués de la inoculacion.

_ _ _ Tiempo medio de| Error de
Aislamiento Dosis | mortalidad (dias) | estimacion

15 13.0b* 0.97
2 (RCQ57)

0.9 26.4 a 0.56
22 (RCQ71)

1.2 26.3a 0.51
22 (RCQ71)

1.5 26.3a 0.26
22 (RCQ71)
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0.9 28.1a 0.57
23 (RCQ64)

*Promedios con letras no comunes indican diferenciagnificativas entre tratamientos,
segun prueba de Tukey al 5%

El aislamiento méas patogénico fue el RCQ57 quessponde &. bunodeg¢Tab. 5), el
cual fue extraido de café, en él murieron el 10@%ad unidades experimentales, con el

menor tiempo mortalidad (13 dias), en la dosi%.8e

Sin embargo, otros aislamientos como el RCQ71 y & Qresentaron el doble del tiempo

medio de mortalidad, respecto del méas patogéniab.(3).
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CONCLUSIONES

- Las especieR pepo, y R bunodesn las Gnicas encontradas en las plantas evaleadas

la zona central cafetera, tanto en café, comoras especies forestales asociadas a éste.

- La llaga estrelladaR. pep® en las zonas muestreadas tiene un amplio rango de
hospedantes en comparacion con la llaga ndgrdiinodes lo cual se demostrd al ser

encontrada en la mayor parte de las muestrasetadhs.

- En los tres departamentos se encontraron 72 fosa®s afectados por llagas radicales,

en un amplio rango de hospedantes ademas del café.

- La secuenciacion en el género Rosellinia, es impprtante para la clasificacion entre las
especies ya que Unicamente utilizando ésta, se grhlrar entre las especies encontradas

en este estudio, debido a que no se trabaj@orersespecificos.
- Se determind que existen diferencias en la peaioglad de los aislamientos de

Rosellinia evaluados en chapolas independientemelatela dosis utilizada y su
procedencia.
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