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PREFACIO

Esta tesis estd escrita de acuerdo al Reglamento del
Siztema de Estudics de Posgrado de la Escuela de Biologia, de
la Universidad de Costa Rica, ¥ se sigue las normas de

presentacion de la Revista de Biologia Tropical.
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RESUMEN

Se estudiod la patogenicidad del Thongo Phylloporia
chrvgita sobre arbustos de Ervthrochiton sgvmnanthus , en un
drea de la Reserva Bioldgica Carara, Costa Rica. Se midid el
crecimiento en altura de plantas =anas e infectadas v se
anotd la presencia y diatribucidén de cuerpos fructiferos a
diferentes alturas del +tallo y ramas de la planta., La
observacidén de la distribucidén de las hifas en los diferentes
tejidos se llevd a cabo por medloc de cortes histoldgicos de
tallo ¥ peciolo de hojas, vistoe a través del microscopio de
luz y electrénico de barrido. Ademds se evalud 1 crecimiento
del hongo en tres medios de cultivo: agar-extracto de malta,
agar-extracto de tallo v agar—-extracto de hojas de la planta
hospedera; a tres temperaturas (26, 31 y 35 °“C).

P. chrvaita causd una disminucion significativa de un 52
% en el crecimiento en altura de las plantas infectadas, con
respecto & las plantas sanas.

Se observd invasién de hifas en los tejidos epidérmico,
parenguimatico ¥ wvascular, en los cortes histolégicos de
tallo v peciclo infectados.

De 1los tratamientos utilizados en el laboratorio, el
mejor crecimiento vegetativo de P. ghryvsita se obtuve en
medio de cultivo agar- extracto de malta a 26 ©2C. No se
observd crecimiento vegetativo en los mediocs con extractos de

la planta hogpedera.
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INTRODUCCION

La gran diversidad de especies de plantas en los bosques
tropicales; evita el desarrollc de enfermedades epidémicas.
Lo=s individuc=s de una especie dada parecen geatar muy
separados ¥ rara vez occurren en arboledas o colonias, toda la
flora &3 una mezcla hetercgénea de individuosa, en la cual un
patdgeno no puede aumentar facilmente la cantidad de indculo
v causar lesiones severas en la poblacidn de una especie
determinada (Harlan 1876, Dinoor y Eshed 1984).

Las comunidades naturales mantienen un eguilibrio
dindamico entre los factores genéticos, ecologicos v
patologicos. Sin embargo, cualgquier cambio en la ﬁagnitud
relativa de estos factores, puede wvariar el equilibrioc de la
comunidad. La importancia de los patdgenos de plantas resulta
evidente cuandoc estos cambiocs ocasionan epidemias (Dinocor y
Eshed 1584).

FPara que 3se presente una enfermedad, deben darse tres
condicionea: un hosgpedero susceptible, un patdégenc agresivo y
virulento ¥ un ambiente favorable, a esto podemoa agregarle
una cuarta condicidén: el tiempo, o sea la época del afioc en
que el patdgeno vy el hospederc estédn en yuxtaposicidn, el
tiempo ¥y la duracidn en gue 3e dan la temperatura y humedad
favorables para diseminacidn, germinacidn vy establecimiento
de la infeccién, etc. (Browning et al. 1977).

Los patdégenos tienen la capacidad de sufrir cambios
rapidos o mutaciones, y de poseer un potencial més alto de

propagacién que sus hospederos (Dinocor y Eshed 1884), por lo



2
que 3e les considera potencialmente, como las mayorea fuerzas
gselectivas gue afectan el tamafio y estructura de las
poblacinneé de plantas. Los efectos que pueden producir en
las rpoblaciones son: a) reduccidn de la fecundidad; b)
disminucién de la habilidad para competir con otras plantas
vecinas, o c) causar la muerte. Estos efectos =ze reflejaran
en el tamaroc de las actuales y futuras poblaciones. Si los
cambios s=e presentan en una forma desproporcionada en un
subgrupo de individuos susceptibles al atagque, los patdgenos
pueden afectar la egtructura genética de la poblacidn (Burdon
1987).

En la naturaleza se calcula gue existen aproximadamente
1 500 000 especies de hongos, de las cuales, unicamente
alrededor del 5% (89 000) son conocidas (Hawksworth 1931). De
estas, cagi 8 000 son fitopatdgenas y causan unas B0 000
enfermedades (Agriocs 1583), por lo que son considerados como
gl grupc mas amplio de agentes causales de enfermedades en
las plantas.

Los hongos fitopatdgenos atacan todos los Srgancs de la
planta y alteran procesos como: absorcidén y transporte de
agua y minerales, fotoszintesis, transporte de fotcasimilados,
reproduccién, y supervivencia (CATIE 1981). A la wez pueden
reducir la wvariedad de plantas en una zona geografica
determinada, al destrulr aquellas especies qgque sean muy
susceptibles al ataque (Agrics 1888).

Alguncs de estos hongos son pardsitos obligados vy

presentan especificidad con respecto al tipo de hospederc gue
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atacan. Es probable gue esta especificidad se deba a una
coevolucidn entre el patdégeno y =u hospedero, en deonde =e ha
desarrollado cierta tolerancia entre ambos, ¥y a la produccidn
de eciertos nutrientes por parte del hospederc gque =on
requeridos por los organismos gque los atacan (Agrics 19839).

Las plantas superiores de uso agricola y forestal pueden
eatar sujetas a infecciones por uno o més hongos patdgenos. A
gscala mundial, estos organismos originan pérdidas en los
cultivos, gque ascienden a millones de ddélares anuales
(National Academy of Sciences 1888). G5Se han comunicadeo
pérdidas econdmicas importantes en el campo forestal en zonas
templadas, debido a enfermedades causadas por hongos en
plantaciones y pargues, o a danos ocasionados en aserraderos.
En estos cas=o08 sobresalen varias especies de royas
(Uredinales), Endothia parasitica vy Ceratocvstis =pp.
(Ascomycetes) y Phellinus spp (Aphyllophorales) (CATIE 1981).

En dreas tropicales no se han llevado a cabo estudios
sobre el impacto de las enfermedades fungicas en los bosques.

Las principales especies de hongos patdgenos se agrupan
en las Subdivisiones Mastigomycotina, Deuteromycotina,
facomycotina v  Basidiomycotina, en la cual se incluyen las
royas, carbones v muchos hongoa gue degradan la madera en los
bosques (National Academy of Sciences 1988). Dentro de esta
Subdivisidn cabe mencionar al Orden Aphyllophorales que
agrupa muchas familias (Corticeaceae, Ganodermataceae,
Hymenochaetaceae, FPoliporaceae y otras) patdgenas de plantas,

lag cuales ccasionan dafios principalmente en tallos y raices.
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Algunoes de estos hongos tienen la capacidad enzimética
para degradar el duramen o la albura, y causan podredumbre
blanca o parda de la madera segun los componentes de la
pared celular gque degraden, o pueden causar formacién de
llagas por destruccidn del tejido wvascular. Algunos génerocos
de la Familia Hymenochaetaceae (Orden Aphyllophorales) tales
como Phellinus s=spp. e Inonotus spp,., atacan el duramen y la
albura de tallos y raices, pero también pueden vivir como
saprofitos ¥y degradar otros componentes de la madera
(Gilbertson ¥y Ryvarden 1386, Larsen y Cobb-Poulle 1880).

Phylloporia ¢hrvsita, es un hongo de la Familia
Hymenochaetaceas {Orden Aphyllophorales) que ha sido
comunicado como pardsito de angiospermas ¥y causante de
podredumbre blanca en arbustos caducifolios (Gilbertson ¥y
Ryvarden 1887). Posee una distribucidén muy amplia en las
zonas tropicales y subtropicales de América (desde la
Peninsula de Florida, México, Cuba, Jamaica, América Central,
Colombia, Venezuela, Ecuador, Peri, Paraguay y Brasil) v Asia
(Indochina, Indonesia, Filipinas, Singapur y HNueva Guinea)
(Ryvarden y Johansen 1580, Gilbertson y Ryvarden 1987)
{Fig.l). En Costa Rica se ha recolectado en Bagaces vy en la
Reserva Biologica de Carara, sobre arboles de Ervthrochiton
gvmnanthua (Rutaceae), vy en Monteverde sobre un hospedero
desconocido (Carranza-Morse 1892).

Phvlloporia chryvsita presenta un basidiocarpo anual,
pileado v =ésil, sclitario o a wveces imbricado, semicircular,

de 1.0-5.0 x 2.0-7.0 x 0.15 em. La superficie del pileo e=



Fig. 1. Distribucién de Phvlloporia chrysita en
América y Asia tropical (Gilbertson vy
Ryvarden 19B7).
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pardo-amarillenta a pardo-rojiza, con una cubierta gruesa de
consistencia aterciopelada esponjosa de 10 mm de espesor la
cual puede-desaparecer cuando adulto; una 1linea delgada negra
separa el pileo del contexto. La superficie de 1los poros
presenta un color amarillento a pardo oscuro, con un margen
delgado esteril de color pardo. Presenta poros pequefios casi
invisibles, de 6-B por mm, con tubos de 1-4 mm de longitud,
el contexto es de 1-2 mm de espesor, denso v se diferencia
porgque e3 mas pardo gque la parte tomentosa, de la cual se
separa PpOor una capa oOScura gque agparece como una linea en
cortes longitudinales. Setas ausentes; basidios con cuatro
esterigmas, de 7-10 =z 3-4 um; basidiésporas subgiobosas,
pardo amarillentas de 2.5-3.5 um de didmetro (Gilbertson v
Ryvarden 1987) (Fig. 2).

El sistema de hifas monomiticas consta de hifas
generativas, de septos simples, de color amarillento a pardo
rojizo, en la parte tomentosa con una textura poco compacta,
de 4-8 um de ancho, con paredes de 0.5-1.5 um de grosor,
hifas del subhimenio de color hialino a amarillo-clarc con
ramificaciones gruesgas de 3-5 um de didametro (Gilbertson ¥
Ryvarden 1387)(Fig. 3).

Ervthrochiton gvmpnanthus es una planta de la familia
Rutaceae; se distribuye en tierras calientes del Pacifico,
desde el sur de México hasta Panama. Es un arbol pequefio, de
aproximadamente 4 m de altura, ramas corpulentas, glabras,
con lenticelas elipticas; hojas opuestas, vy agrupadas en el

apice de las ramas, unifoliadas, lamina eliptica obovada de



Fig. 2. Cuerpo fructifero de Phvlloporia chrvsita
sobre tallo y pecioclo de E. gymnanthus.



Fig. 3. Phvlloporia chrveita . a) hifas del contexto
inferior, b) hifas del contexto superior,
c) basidio y d) basididsporas (Tomado de
Gilbertson y Ryvarden 1987).
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17.5 a 30 cm de largo v 6.3 a 14 cm de ancho, con puntos
glandulares en ambas superficies, glabras; inflorescencia
terminal coﬁ dos a cuatro ramas pequefias cimosas, pedinculo

erecto de B-12 cm de largo, glabro; flores de coler blanco

crema, caliz de cinco azépalos libres de 1.0 - 1.6 cm de
largo; corola con cinco pétalos (de 1.0 - 1.2 cm de largo)
oblongo ovados ; el fruto es wuna cdpsula de cinco carpelos.

Forma parte de la vegetacidn del sotobosque (Standley 1337,
Porter y Elias 1879) (Fig. 4).

En Costa Rica E. gvmnanthus es comin en sotobosgque de
los bosques de galeria de Puntarenas, donde se distribuye
ampliamente: en la FReserva Bioldgica Carara ez una poblacidn
tipica que se distribuye densamente en las orillas de los
genderos (Herbario Nacional de Costa Riea).

Se conoce peoco sobre loas efectos reguladores de los
hongos en poblaciones de plantas del bosque tropical, por lo
que un estudio de este aspecto podria ayudar a esclarecer la
dindmica de esstas poblaciones vegetales en el bosque natural.

El hongo Phwvlloporia gchrvsita ha sido observado en
plantas de E. gvinpnanthus, en diferentes estadios de
dezarrollo (desde pléantula hasta arbol adulto), pero se
desconocen los efectos que puede ocasionar a la planta.

Este trabajo se llevd a cabo para:

1. Determinar el efecto de P. chrvsita socbre el
crecimiento de plantulas de E. gvmnanthus en el bosgue.

2. Determinar el modo de penetracidn y distribucidén del

hongo en los tejidos de la planta.



Fig. 4. Planta de Ervthrochiton gvmnanthus

en 21 sitio de estudio. Carara.
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3. Describir las caracteristicas morfolégicas
microgcopicae del hongo en medio de cultivo.
4. Deﬁerminar la temperatura de crecimiento Sdptima del

nongo en medio de cultivo.
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MATERIAL Y METODOS

I- Descripcién del a&rea de estudio

Esta investigacidn se realizdé en la Reserva Bioldgica
Carara, wubicada al Oeste del Valle Central de Costa Rica,
entre los cantones de Turrubares (Distrito San Juan de Mata,
Provinecia de BSan Jogé) y Garabito (Distrito de Jaco,
Provincia de Puntarenas). Esta reserva de 4 700 ha, se
localiza entre las coordenadas 9¢ 41°20" - 9o 507°40" N y 84e
31°30" - B84c 37°00" W (Boza 1888) (Fig. b).

La humedad relativa promedioc anual es de 75%, con wuna
méxima en el mes de setiembre de 890% y una minima en febrero
de 85%. La temperatura promedio anual es de 27.5 =C, con una
maxima de 32.5 eC y una minima de 22.5 =C. El brillo solar
promedio anual es de 7 hr diarias; la precipitacidn en el mes
mads seco (febrero) es de 10 mm, ¥y en el mas lluvioso
(getiembre) 1llega hasta los 300 mm (Zarate y Ramirez 1983,
Protti et al. 1983).

La Reserva Bioldégica Carara, corresponde a una zona de
transicidn entre la regién seca del Pacifico Norte y la mas
himeda del Pacifico Sur de Costa Rica (Boza 1888). Gdmez
(1887) la considera un bosgue tropical lluviocse
semicaducifolio de bajura, que limita al norte con 21 bosque
caducifolio de bajura y al sur con el tropical 1lluvioso
sempervirente de bajura. Por su parte, Holdridge (1871) ¥

Tossi (1969) lo clasifican como un bosque hiumedo tropical gque
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limita al norte con el bosgue seco tropical y al sur con el
muy humedo tropical.

Debido a gque en la Reserva Bioldgica Carara no existe
ninguna Estacidn Metereoldgica, los datos climatolégicos
(temperatura, humedad relativa y precipitacidn) se tomaron de
la estacién mas cercana correspondiente a Lagunillas,
Orotina, la cual registraba datos hasta Junic de 18983
(Informacidén proporcionada por el Instituto Metereoldgico

Nacional de Costa Hica).

II- Seleccion de la parcela y observacidn de las plantas

Se recorrio la Reserva Biocldgica Carara, para delimitar
un Aarea donde =e encontraran plantas de E. gvmnanthugs de
diferentes tamafics, sanas e infectadas. Como resultado, =se
ubict una parcela en el sendero Las Ardceas (Fig. 6), donde
ae marcaron 40 plantas de E._ gvmnanthug de diferentes
tamafios, 20 de estas estaban sanas (ausencia de
bagidiocarpos), v 20 infectadas con P. chrvsita. La altura de
las plantas sanas oscilé entre 37.0 y 169.0 cm y las
infectadas entre 34.0 v 184.0 cm. En las plantas
seleccionadas se midieron las siguientes varisbles: altura
desde el suelo hasta el Apice de la rama principal, presencia

o ausencia de basidiocarpos, numero y posicidn de estos,



Fig.

6. Ubicacién del sitio de
Bioclogica Carara.

1- Sendero Meandrico
2- Sendero Los Higuerones

muestreo en la Reserva

3- Sendero Las Araceas
4—- Administracidn
5- Sitio de estudio

15
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estadioc de desarrollo de los cuerpos fructiferos (presencia o
ausencia de tejido himenial), y apariencia general de la
planta. Estas mediciones se 1llevarcn a cabo mensualmente
dezde eneroc de 1992 hasta julio de 18393, para determinar el
efecto de la infeccidén fungica en el crecimiento de la
planta. Ademds, se midid la temperatura del lugar, con un
termémetro a wuna altura de 30 cm deade el suelo. Esata
temperatura se compard con la correspondiente al mismo dia,
en la estacidén meterecldgica de Lagunillas, Orotina.

& diez de las plantas sanass, se leg removid al azar
cinco hogjgas ¥y cinco ramas a diferentes alturas del tallo,
para determinar si lazs heridas causadas por abscisidn podrian

servir de vias de entrada para &l hongo.

ITI- Recoleccidn y tratamiento de las muestras

Para determinar el modo de penetracidén vy distribucidn de
las hifas en los tejidos de la planta, =se recolectaron seis
muestras de tallo y seis de peciolo infectado, las cuales
fueron llevadas a los Laboratorios de la Escuela de Biologia
de la Universidad de Costa Rica, para ser procesadas vy
obeservadas posteriormente al microscopio de luz y electrdnico
de barrido (MEB)}.

Se hicieron cortes transversales de talloc y pecioclo de

50 mm de grosor, en forma manual con una navaja y luegoc =se
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fijaron en solucidén de Formalina-Acetato-Alcohol (F.A.A.) al
5% durante 15 dias a temperatura ambiente. Transcurrido el
reriodo &e fijacidn se sSepararon unas muestras para
analizarlas al microascopio de luz y otras al electrdnico de
barrido.

Para la observacidén al microscopio de 1luz se siguié el
siguiente procedimiento de preparacion de muestras:
deshidratacién de loa tejidos &n un gradiente de agusa
destilada-alcohol butilico terciario V:V 50, 70, 80, 80, 895,
100, 100%, durante 2, 24, 2, 1, 1, 2, 4 hr, respectivamente.
Posteriormente e infiltraron en parafina y se vaciaron en
cajas de Petri; cuando las muestras se endurecieron se
procedld a hacer cortes transversales de 10 um de grosor con
micrdtomo y estos se tineron con Safranina-"Fast Green” para
la observacidén de los tejidos vegetalea e hifas (Biological
Stain Commision 1873).

Las muestras analizadas al microscopio electrdénico de
barrido, se procesaron de la siguiente manera: transcurrido
el periodo de fijacion, =e lavaron con 2.0 ml de =olucidn
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.2 durante 10 min. Este
proceao Se repitid cuatro veces. Posteriormente se volvieron
a fijar en una solucidn al 2% de tetradxido de osmio (0s04)
preparado en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.2 (2.0 ml),
y 2e mantuvieron en esta sgolucién durante 1 hr a temperatura
ambiente. Se lavaron con amortiguador de fosfatos durante 10
min, por tres veces, seguido por el proceso de

deshidratacidn, con un gradiente de etanol (30, 50, 70, 80,
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g0, 85, 100, 100%), durante 1 hr en cada uno de los
alcoholes.

Las mﬁestras fuercon transferidas a un secador a punto
ceritico HCP-2 (Hitachi-Ltd); luego se lavaron con COz a 15
eC, cada 10 minutos, durante una hora. Concluido el lavado,
se secaron a una presidn de 30-100 kg F/cm2 ¥y 3e montaron con
cinta adhesiva de doble cara scobre una Dbase de aluminio
especial para el MEB, y se hicieron puntoa de conduccidn de
pintura de plata. Se cubrieron con platino al vacio (0.10-
0.05 Torr) y corriente de 5.0-6.0 mA, durante 5 min, en un
cobertor idénico IB-5 (Giko. Ltd). Finalizado el periodo de
cobertura metalica, se observaron al microscopio electrénico
de barrido Hitachi G5-570, con un voltaje de aceleracidén de 15
kv ¥y una distancia de trabajo de 15 mm. Se empled pelicula

Kodak VP-120 para el registro de la misma.

IV- Aislamiento y cultivo del hongo

El aislamiento del hongo se llevd a cabo de la aiguiente
manera: a) 15 fragmentos pequefioce de Dbasidiocarpos y 15 de
tallos infectados de aproximadamente 20 mm de grosor, =e
lavaron con agua destilada, para eliminar residuos de tierra
o restosa vegetales adheridos, b) ae egterilizarcon
superficialmente con solucidén de hipoclorito de sodio al 10 %

durante 2 min y c¢) se colocarcn en cajas de Petri con medio
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de cultivo agar-extracto de malta al 2 % (con benomil W
cloranfenicol)

Los cultivos se observaron diariamente y se transfirid
&l nonge variaa veces a una nueva caja de Petri con medio de
cultivo, hasta obtenerlc en forma pura. Estos cultivos se
mantuvieron en una incubadora a 27 ©C para su posteriar
utilizacidn.

El micelio puro se “zembrd” en tres medioca diferentes
para determinar =1 mas favorable para su crecimiento: a)
agar-extracto de malta al 2%, b) agar-extracto de hojas de E.
gvonanthus, v ¢) agar-extracto de tallo de E. gvmnanthus.

La preparacion de locs mediocs de cultivo con extractos de
tallo ¥ hojas, se hizdé de la siguiente manera: =se licuaron
100 g de tallos o de hojas en 1000 ml de agua destilada, se
filtrd la solucidn y se midieron 1000 ml de cada extracto por
separado. Luego se le agregd a cada uno 15 g de agar y ae
procedié a su esterilizacién.

Para el medio agar-extracto de malta, se utilizo 20 g de
gxtracto de malta v 15 g de agar disueltos en 1000 ml de agua
destilada.

Los medios se eaterilizaron en una autoclave a 15 1b de
presidén durante 20 min. Una vez esterilizadoas, se les agregd
60 mg de benomil para inhibir el crecimientec de hongos
imperfectoa v 250 mg del antibidético cloranfenicol para
reducir el crecimiento de bacterias (Hunt v Cobb 13971, Maloy
1874, Worral 1981). A todos los medics de cultivo se les

midid el pH.
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El hongo se "sembra” en cajas de Petri con los
diferentes.medios de cultivo. De cada medio se hicieron 30
cajas. Las cajas inoculadas se incubaron a tres temperaturas
diferentes: 28, 31 y 3% eC; por cada temperatura se
utilizaron 10 cajas de cada medio, para determinar la mejor
temperatura de crecimiento. Se midid diariamente el didmetro
del crecimiento wvegetativo en las cajas de Petri con una
regla milimétrica, durante 10 diasa y sze anotarcn las

caracteristicas del micelio {(color y forma).

V- Analisis estadisticos

Se analizaron los datos de crecimiento en altura mensual
de las plantas sanas y lag infectadas, y se les aplicd la
prueba U de Mann-Whitney para determinar si exiatian
diferencias significativas entre el crecimiento de las
rlantas infectadas y sanas.

Se utilizé el método de regresidén mialtiple para analizar
la relacidn existente entre el numere de basidiocarpos, el
crecimiento en altura de las plantas v los parédmetros
ambientales (temperatura, humedad relativa y precipitacidn).

Para determinar la relacién entre el numero de
basidiocarpos y el crecimiento en altura de las plantas
infectadas se aplicd el método de correlacién lineal de
Pearacn, v la prueba de Kruskal-Wallis se usd para detectar
diferencias sgignificativas en el crecimiento vegetativo de E.
chrvaita en los diferentes medios de cultivo, a las

temperaturas seleccionadas.
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RESULTADOS

I- Crecimiento en altura de plantas sanas e infectadas.

Las observacicnes de campo realizadas durante enero de
1992 a julio de 13393, demeostraron aque todas las plantas de E.
Evmnanthus con alturas mayores de 1.5 m, estaban infectadas
con P. chrvsita. va gue presentaban basidiccarpos tanto en
tallos como peciclos y nervaduras de las hojas. 3e observaron
diferencias en la madurez de los basidiocarpos v en la
distribucidén de éstos a traves de la planta.

No s=e obgervd formacidén de cuerpos fructiferos en
ninguna de las plantas a las cualeg se les removieron hojas o
ramas, ni sintomas de marchitez o desfoliacién en las plantas
infectadas.

El promedio del crecimiento en altura mensual acumulado
de laz 40 plantas estudiadas fue el aigulente: las 20 =anas
presentaron un ambiteo de 0.9 (x0.3) & 14.3 (£5.7) cm, con un
coeficiente de variacidn (CV) de 22 a 38 % {(Cuadro 1); las 20
infectadas presentaron un ambito de 0.8 (x0.5) a 7.2 (x2.2)
cm, con un coeficiente de wvariacidén de 22 a 93 % (Cuadro 2).

El valor promedio del crecimisento en altura final de las
rlantas sanas fue de 14.9 cm, mientras gue el de las
infectadas fue 7.2 cm. Existe una reduccién de un 52 % en el
crecimiento en altura de las plantas infectadas reapecto a
las =anas, durante £l pericdo de estudio.

Al aplicar la prusba U de Mann-Whitney, se encontraron

diferencias significativas ( U = 45, P < 0.05 ) entre el
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crecimiento en altura mensual de plantas sanas e infectadas
(Fig.T1.

Entre los meses de enero a mayo de 1992, se presentaron
log mayores vwvalores promedio de la tasa de crecimientoc en
altura de las plantas infectadas (de 0.5 a 0.8 em), mientras
gque en las sanas se presentd cierta uniformidad =n el
crecimiento durante 21 periodo de estudic; =in embargo, la
mayor tasa de crecimienteo fue de 1.3 cm en el mes de julio de
1992.

Entre febrero y Junio de 1593, las mayores tasas de
crecimiento en altura de las plantas infectadas oscilaron
entre 0.7 v 1.0 em (abril a Junio), en las plantas sanaz la
mayor tasa de crecimiento fue de 1.9 em (abril); sin embargo,
en mayo y junio el incremento tendid a disminuir (Cuadro 3).

Reapecto a los cuerpos fructiferos, se obtuve un wvalor
promedioc maximo de 2.4 v un minimo de 1.7, durante el tiempo
de estudio. En el afio de 1982, el mayor numero se presentd en
marzo ¥ 1 menor en Jjulio (Cuadro 3); mientras que, en 13383
el médximo se observd en abril y el minimo en febrero (Cuadro
)

De acuerdo con 1la informacidn suministrada por el
Inatituto Metereoldgico Nacional, las temperaturas promedios
en la 2zona de Lagunillas, Orotina, oscilaron de 23.9 °*C a
29.3 °C durante los meses de enero a diciembre de 1392 (Fig.
8) (Apéndice No. 1), la humedad relativa promedio varid entre
51 % (marzo-92) y 89 % (setiembre y occtubre-92) (Fig. 9) y se

presentd una precipitacidén total por mes desde 0.0 mm (enero-
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Cugdre 3. Comparacidn de prosegios de las variables aedidas: fasa de creciaients
en alturz {cafmes| Qe plantas sanas o infectagas, cuerpos fructiferos,
fusedad relativa %], teaperatura ("C} y precipitacion {am). Carara,
znero 1397 - juitn 1993,

L3312
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ago 0.9 7.2 1.8 a7 4.7 20,8
et 0,9 0,8 1.8 29 24,0 7.
oy 0.8 % 1.8 34 3.4 140.2
Bic 0ed Woie 2.0 a0 24,9 8.4

1993
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&br 1.9 0.7 2.4 10 25,4 8.2
May 1.7 8.9 2.0 g4 5.9 82,1
Jun 1.3 1.0 2.0 g4 23.4 231.3

TCSAN & tasa de crecisiento en altura de plantas sanas
TCINF ¢ tasa de crecieiento en altura de plantas infectadas

$ CF 1 nieero de cuerpos fructiferos
H i husedad relativa

T + tzmperatura

P ¢ precipitacidn total

} Fuente 42 4, T, F: Instituto Metereolégico Nacional
(Estacidn Laguaillas, Orotinaj.
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Nacional de Costa Rica.
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marzo-92) hasta 317.3 mm (setiembre-92) (Fig.10) (Apéndice
Ne. 1). Las temperaturas tomadas el dia del muestreoc en la
Reserva Bloldgica Carara, fueron similares a las que se
presentarocn en la Estacidn Metereoldgica Lagunillas en
Orotina.

Durante los meses de enero a Jjunio de 19393, la
temperatura promedio oscilé entre 25.8 °C (enero-83) a 28.4
°C (abril-83) (Fig.8); la humedad relativa promedioc varid de
61 % (febrero-53) a 8B % (junio-93) (Fig.9) y se presentd una
precipitacidon total por mes de 0.0 mm (febrero-83) a 282.1 mm
{mayo-93) (Fig.1l0) (Apéndice No 2 ).

Al aplicar el analisis de regresién maltiple, se
encontrd una relacidén positiva (r= 0.82, P< 0.05), entre el
crecimiento mensual de plantas infectadas con el numeroc de
cuerpcs fructiferos, la humedad, la temperatura y la
precipitacidon. De todas las variables, la que ejerce un
efecto significativo scobre el crecimiento de estas plantas es
2l numero de basidioccarpos; mientras que al relacionar solo
los factores ambientalea con el crecimiento en altura de las
plantas infectadas no =e detectdé relacién significativa
(Apéndice No. 3). Al relacionar el numero de cuerpos
fructiferos con los factores ambientales, tampoco se obtuvo
relacion significativa.

Segun el método estadistico de Pearson, existe una
asociacion significativa (r=0.3) entre el crecimiento en
altura de las plantas infectadas 4 el numero de

basidiocarpos, durante el periodo de medicidn.
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II- Penetracién, infeccidén e invasién de los tejidos.

En las cbservaciones de campo no se pudo determinar si
las heridaa causadas por absicidén, podrian servir de vias de
entrada al patdgeno debido gque no se observd la presencia de
bagidiocarpos en estas zonas, durante el periocdo de estudio;
sin embargo, 28 posible gque la infeccidn pueda iniciarse por
penetracidn directa del hongo a través de la epidermis del
tallo o a través de las lenticelas.

Si se compara la Fig. 11 gue muestra un corte de talloc
sano, con las Figs. 12, 13 y 14 de tallo infectado, se puede
observar el proceso de infeccidn e invasidn de los diferentes
tejidos con la subsecuente destruccidén de algunos de éstes,
El hongo invade epidermis, parénguima y tejidos wvaaculares, ¥y
luego forma el cuerpo fructifero, para completar las
diferentes fases de su ciclo de vida.

Las Figuras 14 y 15 muestran varias hifas en las células
del paréngquima cortical de un corte transversal de tallo y
peciolo infectado; se pueden observar las paredes celulares

degradadas por la accidén de enzimas.
III- Crecimiento vegetativoe de Phylloporia chrysita in
vitro.

En los medios de agar-extracto de hojas y de tallo a un

pH 5, no se observd crecimiento a ninguna de las tres
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Corte transversal de tallo no infectado.
a) parénquima cortical, b) cambium vascular,
c) tejidos wvasculares. Vista al microscopio
de luz (20 X).
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Corte transversal de tallo infectado por

P. chrysita. Vista al microscopio de luz

A: ndtese la invasién flungica (20 X).

B: invasidén de las hifas en floema y xilema
(60 X). a) basidioccarpo, b) parenquima

cortical, c¢) floema y d) xilema.
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13. Corte transversal de talleo infectado por

P. chrysita. Vista al microscopio electrénico
de barrido (30 X). Hdtese la insercidn del
basidiocarpo en los tejidos del tallo.
a) basidiocarpo, b) Pparénquima cortical,
c¢) cambium vascular vy d) tejidos vasculares.
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Corte transver=zal de tallo infectado por
P. c¢hrvsita. Se ocbservan hifas en células
del tejido paréngquima cortical. Vista al

microscopio electrinico de barrido (1.31 X).
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5. Corte transversal de peciolo infectado por

P. chrysita. Hifas en células del tejido
parénquima cortical. Vista al microscopio
electronico de barride (1.99 X).
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temperaturas seleccionadas durante los 10 dias de
observacidn.

En el medio de cultivo con agar-extracto de malta a un
pH 8, fue donde se observé crecimiento micelial del hongo. De
las temperaturas escogidas, el meJjor crecimiento vegetativo
ge did a 26 °C, donde se obtuvdé un valor promedio de 7.3 (%
0.2) cm, el crecimiento promedio a 31 °C fue de 4.3 (% 0.2)
cm y a 35 °C; se dio el menor crecimiento promedioc de 3.5 (%
0.4) cm (Fig.18).

El crecimiento micelial diario oscild entre 0.7 a 0.8 cm
a 268 9C: a 31 9C entre 0.4 a 0.5 cm, y a 35 ©C entre 0.3 a
0.42 cm.

Al aplicar 1la prueba de Kruskal-Wallis se encontrd
diferencia significativa (F= 83, P< 0.05) en el crecimiento
vegetativo de P. chrvsita en las diferentes temperaturas.

De acuerdo con Nobles (1848), 1la tasa de crecimiento
vegetativo del hongo a 26 y 31 °C es considerada rapida, ya
que lags cajas de Petri se cubrieron en 10 o 14 dias
respectivamente, a partir de la inoculacién; a 35 °C el
crecimiento es considerado moderadamente rdpido, a esta
temperatura el hongo llend la caja de Petri a las tres
semanas aproximadamente,

El micelio de P. ¢hrysitsa presentd una coloracidn blanca
y una textura algodonosa durante los tres primeros dias de
crecimiento a 26 y 31 °C. A partir del gquinto o séptimo dia,
empiezd a tornarse amarillento y luego se oscurecid y formé
parches pardo- rojizos en el medio. A 35 ©C, se observd una

coloracién amarillenta en las hifas a los ocho dias de



37
incubacidén.
Lags hifas presentaron =eptos, y ramificacicnes; =u
diametro oécilé entre 3 y 3.5 um.
Na =2e obszservd formacidn de cuerpos fructiferos en las

cajas de Petri durante el tiempo de estudio.
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Crecimiento wvegetativo de P. chrvsita en
medio de cultivo agar-extracto de malta a
tres diferentes temperaturas.
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DISCUSION

En el ﬁresenta estudioc =e pudo comprobar gue P. chrveitas
23 un hongo patdgeno de E. gvmpnanthus. Se observd una
diferencia significativa entre el crecimiento de las plantas
sanas y laa infectadas (Fig. 7); el crecimiento de las
plantas infectadas fue mas lento gue &l de las =sanas, lo gue
es de esperar debido a una posible reduccidn en la energia
disponible para su desarrcollo (Sarasola y 3Sarascla 1375,
Burdon 15987).

La penetracidon del patdgeno al hospedero involucra
degradacidn enzimdtica de componentes estructurales del
hospedero (Hancock y Huisman 18981), £sto se pudo cbservar en
los cortes histolégicos de tallo y pecioclo infectados. Las
hifas se distribuyeron en los tejidos del hospederc desde la
epidermis hasta los tejideos wvascularss, con la subsecuente
disociacidn celular, necrotizacidén y podredumbre. Los canales
de conduccidédn estaban invadidos por las hifas, lo que pudo
causar una obstruccidn al paso de =ustancias.

Se obtuvo un coeficiente de wvariacidén muy alto (22 a 93
%) en el crecimiento de las plantas infectadas (Cuadro 2). Es
prozible gque dichas variaciones se deban a la variabilidad en
la susceptibilidad de las plantas a enfermedades o &
condiciones ambientales desfavorables para el desarrollo.

En este esatudio =2e observd que existen ciertas e&pocas
del afic de enero a mayo de 19392 y de abril a Jjunio de 1333

(Cuadro 3) en donde las plantas infectadas presentaron un
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mayor crecimiento a pesar de estar infectadas, es posible que
en estas gtapas la planta halla producido mds fotosintatos
gque le permitieron desarrollar nuevos tejidos y que el hongo
no estaba causando una reduccién zignificativa de nutrientes.
En esta epoca las condiciones ambientales pueden ser
favorables para el crecimiento vegetativoe de la planta.

P. chrvsita se ha encontrado Unicamente en E. gympnanthus
en la Reserva Biolédgica Carara, lo que hace pensar que podria
existir wuna subespecie diferente a la comunicada en
Monteverde (Carranza-Morse 1882). Es posible que E.
gvmnanthus ha desarrollade cierta tolerancia hacia el
patdégeno y éste cierta resistencia a laz sustancias
producidas por la planta, ya gque no se observd mortalidad en
lazg plantas infectadas. Este tipo de equilibrio entre hongos
ratégenos y sus hospederos ha zido comunicado en otros grupos
de hongos, por ejemplo en las royas (Agrios 1889).

La wvariacién de las condiciones fisicas por las que
atraviesa una pecblacidén de hospederos, es con frecuencia la
rezponaable de los cambios en el desarrollo de la poblacién
del patdgeno de ario en afio (Burdon 1892). El periodo en el
cual las condiciones del medio son favorables para el
crecimiento de la planta, puede serlo para el crecimiento
vegetativo del hongo, al existir una mayor disponibilidad de
natrientes.

El clima es un indicador importante de 1los limites
probables de propagacion vy de la capacidad destructora de un

patégenc. Los cambics climaticos pueden afectar la gravedad
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de wuna enfermedad o causar nuevos problemas (Sarasola vy
Sarasola 1975).

Entre los factores climaticos que afectan las
enfermedades se encuentran la temperatura, la humedad,
precipitacidn, movimiento del aire, evaporacién, radiacidén vy
preaidn atmosférica; de éstos, la temperatura y la humedad
sgon  factores basiceose que limitan el comportamiento de los
patagencs (Garraway y Evans 1984).

El ambiente influye en el proceso de enfermedad tanto en
la planta sana, 81 la predispone a ser atacada, como sobre la
planta ya enferma, =2i la susceptibiliza en mayor o menor
grado, asi como schre el patdgeno, =2i lo hace mas o menos
agreaivo.

Sin embargo, en este trabajo, no ge encontrd una
relacidn entre los factores humedad, precipitacién vy
temperatura, al relacionarlos con el crecimiento de las
plantas infectadas. Debe considerarse gque las condicicnes
micreclimaticas gue ae presentan en el sotobosgue no quedan
bien definidas con las medidas comunes de las estaciones
metereoldgicas.

Las fases fenoldgicas de los aAarboles tropicales son
consideradas como reaccicones a la accidén de temperatura,
precipitacion vy contenidos de humedad en el suelo (Borchert
1380), estacion del aflo, fototropismo, sombra y algunos
reguladores del crecimiento vegetal (Araya 1983, Gémez 1384).
E. 2yvmnanthus atraviesa por varias etapas durante el afio, las

cuales pueden estar determinadas en parte por condiciones
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climdticas. En los meses de abril,mayo, junio y julio de 1892
¥y 1983, se observd el mejor crecimiento tanto en las plantas
=anas como en las infectadas. En la época seca (meses de
diciembre-32 a marzo-93) (Cuadro 3), al existir bajas
condiciones de humedad y altas temperaturas, 21 crecimiento
2s mencr en ambas plantas, lo cual coincide con la época de
floracidn en las plantas adultas, en la cual hay un mayor
gasto de energia.

Los factores ambientalez que promueven &1 crecimiento
vegetativo gn los hongos, inhiben la reproduccidén vy
viceversa; la induccidén o inhibkicidn de esporocarrpos puede
llevarse a cabo cuando los niveles de humedad son altos, o
pueden producirse solo en sitios donde las condiciones de
humedad son constantes. La temperatura es un factor muy
importante en la produccidén de cuerpos fructiferos;
gesneralmente, las temperaturas que inducen la formacidn de
cuerpos fructifercs son mas bajas aque las gque inducen
crecimiento vegetativo (Rayner vy Boddy 18B88).

Ademas de la temperatura, la humedad y =1 pH, otro
factor que afecta la fructificacidén de los hongos es la
disponibilidad de nutrientes, en particular N, P, y K (Vogt
2t al. 18992).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio,
la mayor cantidad de cuerpos fructifercs presentea en las
plantas de E. gvmnanthus, se pudieron observar en los meses
de marzo-82 y abril-93 cuando la temperatura ambiental era

=1ta v la humedad mayor de 50 %. El inicio de la formacidn de
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estos cuerpos fructiferos puede darse en los meses secos de
enero y febrero cuando las condiciones de temperatura v
humedad no. son favorables para el desarrollo de 1la planta y
por ceonsiguiente para el crecimiento vegetativo del hongo.
Cuando se inician las primeras lluvias (mayo a Jjunic), los
basidiccarpos ya han alcanzado su madurez vy producen esporas,
las cuales pueden ser dispersadas y producir nuevas
infecciones en plantas susceptibles.

Muchos factores influyen en la germinacidén de esporas,
crecimiento vegetativo, Iructificacion, egporulacion v
penetracion del hongo a las células del hospedero. Entre
estos factores estan la humedad, la temperatura, la luz vy el
pH {Dickinson y Lucas 1982, Smith ¥ Berry 1974). Las etapas
del ciclo bioldégico de un patdgenoc se dan dentro de un ambito
gue por debajo o por encima de esos limites el patdgeno se
vuelve 1inactivo © muere. Cada una de esas etapas se
desarrolla en é&mbitos distintos.

El ambito de temperatura apropiado para el desarrollo de
los hongos oscila de 10 a 40 ©C; =in embargo, alguncs se
desarrollan a 5 @9C. En general, los organismos patogénicos
eztan limitados a ambitos méds estrechos de temperatura
(Sarasola y Sarasola 1875, Moore-Landecker 18930).

Los hongos fitopatdgenos crecen optimamente a
temperatura ambiente, mientras que las temperaturas de 30 a
37 °C son inadecuadas para muchos de ellos (Deacon 1888).

En el casoc de P. c¢hrvsita =se encontrd gque de las

temperaturas utilizadas en el laboratorio, la mejor para el
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crecimiento vegetativo fue de 26 °C, mientras gue a 31 vy 35
i & el crecimiento fue lento. Al relacionar estas
temperaturﬁs, con lo observado en el campo, es posible
especular gque cuando la temperatura en el bosgue se
mantuve cerca de los 28 °C, pudo haberse dado crecimiento
vezetativo del hongo dentro del hospedero.

Ze ha comunicado que la penetracion del patdgeno al
hospedero puede ser activa a través de aperturas naturales o
directa por medio de factores mecanicos ¥ enzimdticos (Dimond
1975, Agriocs 1888). E. gvmnanthus presenta gran cantidad de
lenticelas en el tallo, éstas son areas restringuidas de la
peridermis donde el feldgeno es mas activo y origina una masa
laxa de células, con muchos espacios intercelulares (Floras
Vindas 18989).

Turante 2l periodo de estudio, no se observd formaciodn
de esporocarpos en las cicatrices o en las heridas provocadas
al remover las ramas. Se puede especular que cor la
estructura de las lenticelas, estas podrian ser un punto de
entrada de las esporas de P. chrvsita o ser un punto de
salida del micelio para formar los cuerpos fructiferos;
aungue también 21 hongo podria entrar directamente a través
de las paredes celulares de la epidermis del tallo.

El medio agar-extracto de malta utilizado en el
laboratorio presentd un pH 6; los extractos de hojas y tallos
rH 5. Parece ser que P. chrvegita es sensible a pH mas bajos
de 6, vya que no 2e observd crecimiento en lo= extractos de

hojas v talleos. Esto puede a su vez estar relacionado con
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presencia de concentraciones altas de sustancias téxicas en
los extractos, vya que al licuar los tallcs o las hojas, se
concentran.suatancias que pueden ser toéxicas para el hongo,
como por ejemplo fenoles, taninos y otros (Agrios 1983).

Es posible que E. gymnanthus presente un pH favorable
para el desarrollo del hongo, o que el hongo modifique el
medio para poder crecer, como £e ha observade en el caso de
otros patégenos (Dickinson y Lucas 1382).

El pH 23 importante para el crecimiento de
microorganismos. La mayoria de los hongos prefieren medios de
cultivo adcidos. La adicidén de acideos o dlcalis en un medio de
cultivoe pueden inhibir o prevenir gque estos organismos
continden con sus funciones normales. La respuesta de los
honges a las concentraciones de iones hidrégeno (pH), es
afectada en gran parte por otros factores como los nutrientes
del medio. Estudios realizados demuestran que muchos hongos
crecen a intervalos de pH de 4.5 a B.0, con un &ambito &éptimo
de 5.5 a 7.5 (Deacon 1988).

Se obgervo crecimiento micelial en el medio agar
extracto de malta, pero no se obtuvo formacién de cuerpos
fructiferos. Podria ser gque los requerimientos nutricionales
y de temperatura para el crecimiento vegetativo y formacion
de estructuras reproductoras en este hongo sean muy
especificos, como ha sido comunicado para otros hongos(Moore-
Landecker 1880, Agrios 18839).

Se ha comunicado en muchos casos que es dificil obtener

fructificacidn de pardsitos obligados en medio de cultivo, ya
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que para ellos es indispensable desarrollarse en su
hospedero, como se ha comunicado para algunas especies de
hongos fit&patégenos (Sarasola y Sarascla 1375).

Nobles (1948 y 1965) estudid el crecimiento vegetative
de wvarios hongos Aphyllophorales 2n medic de cultivo agar-
extracto de malta, a temperatura ambiente, y los clasificd en
hongos de crecimiento rapide (1-2 semanas), moderadamente
rédpido (3-4 semanas), lentoc {(5-8 semanasz) y muy lento (mas de
6 semanas) de acuerdo a la velocidad en que llenan las cajas
de Petri. Segin esta clasificacidn P. chryvsita es un hongo de
crecimiento rdpido cuando crece a una temperatura de 26 y 31

*C, v moderadamente rapido a una temperatura de 35 °C
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CONCLUSIONES

Con base an los resultados obtenidos en esta

invegstigacidn se puede concluir lo siguiente:

1: Phvlloporia chryvsits es un patégenc de Epvtrochiton
gyvmnanthus.

2. 1 hongo readuce el crecimiento en altura de laza plantas

al infectarlas.

3. Las hifas invaden varios tejidos sntre ellcas epidermis,

parénagquima, floema vy xilema.

4. El mejor crecimiento vegetativo de P. chrvaita se ocbtuvo
en medico de cultivo agar-extracto de malta a una

temperatura de 26 °C.

L= ce encontro una correlacion roaitiva entre el

crecimiento de las plantas infectadas con =21 numeroc de

basidiocarpos.

No =e leocgrd establecer ninguna correlacidn entre los

[91]

factores macroclimdticoa vy el crecimiento en altura de

las plantas infectadas.
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izendice No. 1. Datos promedios climatolégicos: temperatura (°C),
humedad relativa (%) vy precipitacién (mm).
Estacién Metereoldgica Lagunillas, Orotina. 1992

MES TEMPERATURA HUMECAD  x PRECIPITACION

E 25.9 58 0.0
F b 56 23.5
M 298.3 51 0.0
A 29.0 o4 ZB. 2
M 2T.7 12 127.6
J 25.8 85 161.3
J 24.1 86 236.5
A 24.7 87 220.8
5 24.0 89 317.3
0 24.4 a8 278.7
N 23.9 86 240.2
D 24.9 80 8.8

* Valores de precipitacién total

“_zatz; [nstituto Meterealégico Macional de Costa Rica.



Apéndice No. 2. Datos promedics climatoldgicos: temperatura (°C),
humedad relativa (%) y oprecipitacién (mm).
Estacion Metereoldgica Lagunillas, Orotina. 1393.

MES TEMPERATURA HUMEDAD *x PRECIPITACICN

B 25.58 T4 67.4
¥ 27.4 61 0.0
M L 54 66.9
A Z8.4 70 28.2
M 25.9 B4 282.1
J 25.8 88 232.3

% : Valcres de precipitacidon total

Fuente: Instituto Metsreolbgico Nacional de Costa Riea.
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