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RESUMEN

Castro-Navarro, O.M.; Riascos-Ortiz, D.H.; Hoyos-Carvajal, L.M; Tapiero-Ortiz, A.L. Disturbios histoldgicos causados por Microcyclus ulei'y

el complejo Colletotrichum spp. en caucho (Hevea brasiliensis). Summa Phytopathologica, v.46,n.2, p.105-112, 2020.

Las dos enfermedades mas limitantes para el cultivo del caucho en Colombia
son el Mal Suramericano de las hojas, ocasionado por Microcyclus ulei y la
antracnosis, por Colletotrichum spp. Estos patogenos afectan los tejidos foliares,
que bajo condiciones favorables pueden llegar a ocasionar la defoliacion total de
los arboles. A hojas sanas y enfermas del clon GT1 en distintos estados fenologicos
se les realizaron cortes histologicos, los cuales fueron sometidos a tincion doble
de safranina-green, previo a la toma de fotografias bajo el microscopio de luz.
En las hojas sanas se observo la organizacion de los tejidos, apreciandose que las
hojas adultas presentan una capa fina de ceras, ausente en las hojas jovenes. Los
estados juveniles de las hojas infectadas por M. ulei presentaron degradacion y
desorganizacion de la epidermis, parénquima (empalizada y esponjoso) y haces

vasculares, mientras que en las hojas adultas se evidenci6 la formacion de estromas
acompanada por la desaparicion de la epidermis, alargamiento y lignificacion de
las células del parénquima de empalizada y lignificacion parcial. Las hojas en
estados juveniles infectadas por Colletotrichum spp. presentaron hundimientos en
la epidermis, acompafado por la presencia de lignina; las hojas en estado adulto
mostraron depresiones pronunciadas con fuerte lignificacion y degradacion del
parénquima esponjoso o el de empalizada y en ocasiones ambos. En algunas
células del mesofilo se observaron hifas y conidias del hongo. En conclusion, se
observo que la infeccion por estos dos patdgenos ocasiona dafos histologicos de
diferente grado, los cuales varian con la edad del tejido y en concordancia con
los sintomas visuales.

Palabras clave: histopatologia, enfermedades foliares, resistencia ontogénica.

RESUMO

Castro-Navarro, O.M.; Riascos-Ortiz, D.H.; Hoyos-Carvajal, L.M; Tapiero-Ortiz, A.L. Disturbios histologicos causados por Microcyclus ulei e
Colletotrichum spp. em seringueiras (Hevea brasiliensis). Summa Phytopathologica, v.46, n.2, p.105-112, 2020.

As duas doengas mais limitantes para o cultivo de borracha na Colombia sdo
0 Mal das folhas causado por Microcyclus ulei e anthracnose, por Colletotrichum
spp. Esses patogenos afetam os tecidos foliares, que em condigdes favoraveis
podem resultar no desfolhamento total das arvores. Cortes histologicos de folhas
saudaveis e doentes do clone GT1 em diferentes estagios foliares foram realizadas
e submetidos a dupla coloragdo de safranina-green, antes de tirar fotografias
ao microscopio de luz. Nas folhas saudaveis foi observada a organizagdo dos
tecidos, apreciando que as folhas adultas apresentam uma fina camada de ceras,
ausentes nas folhas jovens. Os estagios juvenis das folhas infectadas por M. ulei
apresentaram degradagio e desorganizagao da epiderme, parénquima (paligadico

e lacunoso) e feixes vasculares, enquanto nas folhas adultas foi evidenciado a
formagao de estromas acompanhados pela perda da epiderme, alongamento e
lignificagdo das células do parénquima paligadico e lignificagdo parcial. As folhas
em estagios juvenis infectadas por Colletotrichum spp. mostraram colapsos na
epiderme, acompanhados pela presenca de lignina; as folhas do estagio adulto
mostraram depressdes pronunciadas com forte lignificagdo e degradacdo do
parénquima lacunoso ou paligadico e, as vezes, ambas. Em algumas células do
mesofilo foram observadas hifas e conidios do fungo. Em conclusdo, observou-
se que a infecgdo por os dois patdgenos provoca danos histologicos de graus
variados, que variam com a idade do tecido e de acordo com os sintomas visuais.

Palavras chave: seringueira, histopatologia, doengas foliares, resisténcia ontogénica.

ABSTRACT

Castro-Navarro, O.M.; Riascos-Ortiz, D.H.; Tapiero-Ortiz, A.L.; Hoyos-Carvajal, L.M. Histological disturbances caused by Microcyclus ulei and
Colletotrichum spp. in rubber trees (Hevea brasiliensis). Summa Phytopathologica, v.46, 1.2, p.105-112, 2020.

The two main diseases affecting the rubber tree in Colombia are South
American leaf blight caused by Microcyclus ulei and anthracnose caused
by Colletotrichum spp. These pathogens affect the leaf tissue and, under
favorable climate conditions, can lead to total defoliation of trees. Healthy
and symptomatic leaves in different phenological stages of the GT1 clone
were histologically sectioned and double stained with safranin-fast green,
before pictures were obtained under a light microscope. Tissue organization
was observed in healthy leaves, evidencing that mature leaves had a thin wax
layer, which was absent in young leaves. Early stages of leaves infected by M.
ulei showed degradation and disorganization of the epidermis, parenchyma

(palisade and spongy) and vascular bundles, while mature leaves had formation
of stromata together with epidermis loss, elongation and lignification of the
palisade parenchyma cells, besides partial lignification. Young leaves infected
by Colletotrichum spp. showed depressions in the epidermis, accompanied by
the presence of lignin; mature leaves presented pronounced depressions with
strong lignification and degradation of the spongy or palisade parenchyma and
sometimes both processes occurred. Fungal hyphae and conidia were observed
in some mesophyll cells. In conclusion, infection by both pathogens causes
histological damage of varied degrees according to the age of the tissue and
the visual symptoms.

Keywords: rubber tree, histopathology, foliar diseases, ontogenic resistance.
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En Colombia, el area sembrada en caucho (Hevea brasiliensis
Muell.) es marginal con respecto al potencial productivo del pais
(3, 25). Los calculos mas conservadores estiman en cerca de
263.000 ha el area 6ptima para el establecimiento de plantaciones
de caucho, area que puede ser de hasta 900.000 ha si se incluyen
zonas con algun tipo de restricciones para ser consideradas zona de
escape a la principal enfermedad denominada Mal Suramericano
de las Hojas (4).

En el 2010 habia solamente 21.381 ha de caucho sembradas
en Colombia. En el 2011 esta cifra aument6 a 25.687 ha (2), en
tanto que para el 2017 se tenian poco mas de 56.000 ha (11). Con
una tasa de incremento anual oscilando alrededor de 30%, en unos
pocos afios se dispuso de caucho natural para satisfacer la demanda
interna (20.295 TM) y se obtuvieron excedentes para exportacion.
En el ambito regional, la produccion se concentra en Meta (39%),
Santander (22%), Caqueta (17%) y Antioquia (10%)..

Siguiendo lo expuesto por Hallé et al. (18), los ciclos de la
ontogenia foliar comprenden cuatro fases relacionadas con el nivel
de actividad del meristemo apical y con las fases de desarrollo foliar.
La fase A comprende la formacion de primordios foliares y de yemas
axilares, dura en promedio 9 dias; la fase B es la de elongacion inicial,
tiene una duraciéon media de 10 dias y presenta dos etapas: B1, donde
los foliolos tienen una concentracion alta de antocianina y estan en
posicion vertical con el dpice hacia arriba y B2, donde los apices de
los foliolos se voltean hacia abajo y presentan coloracion antocianica
menos intensa; en la fase C los foliolos son flacidos y de color verde,
dura aproximadamente 8 dias; la fase D se caracteriza por el desarrollo
completo de las hojas y dormancia de la yema apical, dura cerca de 13
dias. Durante los estados juveniles del cultivo este proceso se repite
por periodos de aproximadamente 12 — 18 dias. En clones comerciales,
una vez formada la copa del arbol e iniciada la etapa productiva, el
proceso ocurre principalmente durante la época seca, 1 o 2 veces al
aflo y dura de 12 — 20 dias a partir de la brotacion, dependiendo del
clon (21). En sentido fisiologico durante el curso de su maduracion,
las hojas de caucho pasan de ser casi exclusivamente “vertedero”
(estados A — C) a “fuente” (estado C). En términos epidemiologicos,
con referencia a la expresion de la resistencia genética de la planta a los
patdgenos el proceso coincide con la migracion de estados receptivos
a completamente no receptivos a la mayoria de enfermedades foliares,
dependiendo de la susceptibilidad (resistencia) del clon.

La enfermedad mas limitante para el cultivo del caucho en el
Sur y Centroamérica es el Mal Suramericano de las hojas (14),
ocasionada por el hongo Microcyclus ulei (Henn.) Arx (Anamorfo:
Fusicladium macrosporum Kuijper; syn Pseudocercospora ulei,
(Henn.) (5). El patégeno afecta hojas jovenes en desarrollo, frutos
inmaduros y tallos jovenes de Hevea spp. (1). La incidencia de
la enfermedad ocasiona caida prematura de hojas jovenes y bajo
condiciones favorables puede causar la defoliacion total; en viveros
y jardines clonales ocasiona reduccidn del crecimiento; en arboles
adultos las afecciones sucesivas debilitan las plantas, reduciendo su
produccion de latex, y en clones muy susceptibles pueden llegar a
ocasionar la muerte (13). La enfermedad se presenta practicamente
en todos los paises donde se cultiva el caucho.

Desde 1992 se ha venido observando un incremento de la
incidencia de antracnosis en Brasil, constituyéndose en un limitante
importante para el desarrollo del cultivo en el estado de Sao Paulo,
la regién con mayor desarrollo del cultivo (12). En Colombia,
la incidencia de la enfermedad ha venido incrementandose,
particularmente en areas de la altillanura préxima a Puerto
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Gaitan, Meta, donde se ha desarrollado un nucleo productivo con
alrededor de unas 20.000 ha de cultivo. Varias especies dentro de
los complejos Colletotrichum gloeosporioides, C. boninensey C.
acutatum han sido identificadas de lesiones de antracnosis en los
Llanos Orientales en AGROSAVIA, La Libertad (10).

Ademas de necrosis y deformacion foliar, el principal dafio
que ocasionan las infecciones por Colletotrichum spp. es la caida
secundaria de las hojas, resultado de afecciones durante el proceso
de formacién del nuevo follaje, luego de la defoliacion natural
de arboles ya diferenciados (adultos). La destruccion sistematica
de las hojas nuevas por re-infecciones durante periodos humedos
debilitan los arboles, producto de disminuciones sustanciales de
la densidad foliar; las ramas terminales mueren, ocasionando el
sintoma conocido como muerte descendente. Estos dafios se reflejan
en pérdidas de la produccion de latex (17), aunque mas importante,
modifican la parsimonia de los procesos de defoliacion natural anual
de los clones comerciales, provocando la exposicion de tejidos
receptivos a la enfermedad durante las épocas humedas (10).

Los estudios histopatologicos en enfermedades foliares del
caucho son incipientes; éstos permiten apreciar el avance de la
enfermedad a nivel del tejido vegetal y observar las estructuras
del patogeno involucradas en cada etapa del proceso infectivo. El
presente estudio aporta informacion en aspectos histopatologicos
relacionados con la incidencia de enfermedades foliares del caucho,
a partir de la observacion del desarrollo del proceso infectivo de M.
ulei'y Colletotrichum spp. en tejidos de hojas con distintos estados
fenolégicos del clon GT1; la observacion a escala microscopica de
las estructuras de los patogenos y la descripcion de los disturbios
histoldgicos ocasionados por la infeccion, en concordancia con los
sintomas visuales externos y los dafios en los tejidos analizados.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se realiz6 en el Centro Experimental de la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) La
Libertad, ubicado geograficamente a 9° 6" de latitud norte y 73°
34" de longitud oeste, en el km 17 via Villavicencio Puerto Lopez,
a 330 m.s.n.m. La precipitacion anual promedio es de 2800 mm,
distribuida entre los meses de abril a diciembre, la temperatura
promedia de 26°C y la humedad relativa media de 85% en la época
lluviosa y 65% en la seca. El procesamiento y analisis histologico
de las muestras se realizo en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de
la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

Descripcion de sintomas y analisis histopatologico

Se colectaron foliolos sanos y enfermos en los estados
fenologicos B,, C y D (18) del clon GTI. La condicién de
enfermedad fue determinada macroscopicamente mediante
sintomatologia, a partir de las descripciones reportadas en la
literatura para Mal suramericano de las hojas y Antracnosis,
causadas por M. ulei y Colletotrichum spp. (15), respectivamente.
Los aislamientos de Pseudocercospora ulei, fueron caracterizados
por Rodriguez (23) como Microcyclus ulei mediante AFLPs y los
de Colletotrichum spp. por Damm et al. (6, 7) como C. annellatum
y C. lacticphilum.

En el analisis histopatolégico se empled el protocolo propuesto
por Prophet et al. (22) para la obtencion de cortes histologicos
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en tejido vegetal, modificado. Para tal fin, se realizaron cortes
transversales de 5 mm de didmetro en hojas con y sin sintomas de
las enfermedades.

Los cortes fueron procesados de acuerdo con el siguiente
procedimiento: (1) Fijacion de tejidos por inmersion en FAA
(Formaldehido comercial, Alcohol 85%, Acido acético glacial),
luego se procedio a la (2) Deshidratacion de tejidos por
inmersién en etanol, consecutivamente y en forma ascendente,
a concentraciones de 70%, 80%, 90%, 96% y 96%. Cada 24 h se
hizo el respectivo cambio de alcohol y para la tltima concentracion
se dejaron las muestras por dos dias consecutivos; seguidamente
se realizd el (3) Aclarado de tejidos en alcohol etilico (96%)
grado analitico y terbutanol puro (100%), con una relacion de 2:1
respectivamente. A las 24 horas se realiz6 el cambio de alcoholes
en proporcion 1:1; se efectud un tercer cambio a las 24 horas y se
modifico la relacion a 1:2, respectivamente; por ultimo se dejaron
los tejidos en terbutanol puro. A continuacion se llevo a cabo una
(4) Imbibicién de las muestras en parafina fundida con terbutanol
puro en partes iguales a 56°C por 3 dias, hasta la evaporacion del
alcohol; seguido por la (5) Deposicion de tejidos, para lo cual se
dispusieron los cortes en parafina fundida dentro de moldes para
obtener bloques; a partir de los cuales se realizaron (6) Cortes
transversales de 7um de espesor, utilizando un micréotomo de
rotacion tipo Minot. Los cortes fueron dispuestos en laminas
portaobjetos, realizando un bafio de flotacion; posteriormente se
colocaron en una estufa a 65 °C para retirar la parafina. La (7)
Tincion de tejidos se llevo a cabo mediante inmersion de los cortes
en xilol grado comercial durante 10 min, luego en etanol 96%
durante 5 min, seguido de un lavado en agua corriente.

Las placas con los cortes se colocaron en safranina al 1%
(19) durante 24 h y seguidamente se procesaron con alcohol 96%
adicionado con 0,5 g de acido picrico por 15 seg, alcohol amoniacal
al 1% durante 2 min, etanol al 96% (5 min), Fast Green por 10 seg
(19), esencia de clavos por 2 min; proceso concluido mediante 2
lavados en etanol al 96%, durante 5 min.

Finalmente las placas se colocaron en isopropanol grado
analitico durante 5 min y en xilol 96% durante 10 min. El montaje
se selld con resina sintética (citoresin), se analizaron los cortes y se
tomaron fotografias bajo el microscopio a 100X, 400X y 1.000X,
identificando las capas del tejido foliar, su conformacién y estado,
asi como las estructuras de los patogenos estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

La observacion microscopica de los cortes de las hojas sanas
permitio diferenciar la organizacion de los tejidos (Figura la
y b; 2a y b) en conformidad con lo reportado por Gongalves
& Zieri (16); observandose una capa muy fina de ceras en las
hojas adultas, ausente en las hojas jovenes (Figura 2b). Los
foliolos jovenes infectados por M. ulei presentaron deformacion
acompafiada por abundante esporulacion conidial. Tanto macro
como microscopicamente se observo degradacion y destruccion
de la epidermis, parénquima (empalizada y esponjoso) y haces
vasculares (Figura 1c y d), con presencia de conidias sigmoides
del estado anamorfo P. ulei. (Figuras le y f); Sambugaro et al.
(24) reportaron resultados similares para otro clon susceptible (PB
314), en el cual observaron esporulacion conidial en las superficies
adaxial y abaxial de la hoja, necrosis foliar y degeneracion de los
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tejidos del mesofilo 10 dias después de la inoculacion (ddi).

En los foliolos adultos se evidenci6 la formacion de estromas
(Figuras 2c¢ y d) acompanada por la desintegracion de la epidermis;
alargamiento y necrosis de las células del parénquima de empalizada,
mientras que en los otros tejidos se aprecio lignificacion parcial
(Figuras 2e y f). Sambugaro et al. (24) también reportaron alteracion
del parénquima de empalizada al inicio de la formacion del tejido
estromatico (45 ddi) en el clon PB 314.

La infeccion de Colletotrichum spp. en foliolos jovenes
con lesiones necrdticas, con bordes definidos y esporuladas, se
manifestd microscopicamente con hundimientos (depresion del
tejido), degradacion y desprendimiento del mesoéfilo (Figuras 3c,
d); con presencia de masas conidiales en acérvulos que sobresalen
a la epidermis (Figura 3e).

Los foliolos en estado maduro con deformacion y “perdigoneo”
mostraron depresiones pronunciadas con fuerte lignificacion y
degradacion del parénquima esponjoso o el de empalizada y en
ocasiones ambos (Figuras 4b y c), en algunas células del mesoéfilo
se observaron hifas y conidias del hongo (Figura 4c).

En conformidad con lo expuesto por Lieberei et al. (20), los
estadios A, B y C son hojas completamente demandantes de energia
(“sink™) y carecen casi por completo de lignina; el incremento en
el tamafio de la hoja sigue un curso casi exponencial durante las
etapas tempranas del desarrollo foliar, con rapido crecimiento de la
pared celular y elongacion celular; los procesos de endurecimiento
de la pared celular se retardan hasta los estados adultos. Estos
eventos fisiologicos estan relacionados con la receptividad a la
infeccion por indculo de M. ulei 'y Colletotrichum spp.; los tejidos
de las hojas en fase A son altamente receptivos y su receptividad se
transforma hacia completamente resistentes durante la etapa D; esta
receptividad relacionada con la edad del tejido foliar (ontogénica)
es especifica para cada clon (21).

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron
correspondencia con lo descrito por Lieberei (21); evidencidndose
ademas que la resistencia ontogénica (receptividad) en caucho
reportada para M. ulei, opera también para Colletotrichum spp.
En hojas jovenes carentes de cuticula y lignina se observa una
deformacion generalizada de los tejidos por parte de los patogenos
analizados; mientras que en las hojas adultas, con la cuticula y
lignina desarrolladas, el dafio ocasionado por estos patdogenos se
encuentra limitado a las células epidermales; se sugiere que estos
compuestos contribuyen a la expresion de la resistencia de las
hojas de caucho.

La resistencia ontdgenica (receptividad) ha sido reportada en
otros patosistemas, entre los que se incluye el mildeo polvoso
(Uncinula necator) - uva (Vitis vinifera), donde se observo una alta
susceptibilidad de las bayas en la primera semana de formacion
del fruto y un incremento en la expresion de la resistencia
cuando alcanza 3 semanas de edad (8); este evento fue asociado
al incremento en el grosor de la cuticula con la edad del fruto;
al porcentaje de grados brix; y a la formacién de compuestos
fendlicos con actividad antimicrobial (9). En el caso del caucho esta
resistencia ha sido asociada, ademas de la formacion de la cuticula
y de los compuestos fenolicos, a la produccion de lignina, acido
cianhidrico-HCN y escopoletina (21).

Para describir la morfo-histologia de hojas de caucho afectadas
por hongos fitoparasitos, Sterling et al. (26) siguieron un método
de micropreparados de cortes vegetales con tinciones de lugol,
lactofenol-acido, fucsina, lactofenol-azul, anilina-acido fucsina,
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Figura 1. A. Foliolos en estadio C, sanos (18). B. Organizacion histologica de un foliolo joven sano en estadio C (40x); EAd = Epidermis adaxial;
PP = Parénquima de empalizada; PL = Parénquima esponjoso; EAb = Epidermis abaxial. C. Sintomas de infeccion de M. ulei en estadio C. D.
Dafios histologicos por infeccion de M. ulei en foliolo estadio C (40x); Dt = degradacion de los tejidos; CP = conidia de Pseudocercospora ulei
(40x) E. CF = Conididforo de P. ulei en tejido foliar joven (40x). F. CP = Conidia de P. ulei (100x). Fuente: Autores.
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i
Figura 2. A. Foliolo en estadio D (18). B. Organizacion histoldgica de un foliolo maduro y sano en estadio D (40x); Cc = capa cérea; EAd =
Epidermis adaxial; PP = Parénquima de empalizada; PL = Parénquima esponjoso; EAb = Epidermis abaxial. C. Foliolo en estadio D con sintomas
de M. ulei. D. corte transversal de foliolo en estadio D con estromas de M. ulei = ET (10x). E. CE = células esclereidas asociadas a estromas del
patdgeno (40x). F. CF = conidioforos (40x). Fuente: Autores.
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Figura 3. A. Foliolos en estadio C,
sanos (18). B. Organizacion histologica
de foliolo joven sano (40x); EAd =
Epidermis adaxial; PP = Parénquima de
empalizada; PL = Parénquima esponjoso;
EADb = Epidermis abaxial. C. Sintomas
de infeccion por Colletotrichum spp. en
estado D. D. Corte transversal de foliolo
con sintomas de antracnosis (10x); Mc=
Masa de conidias, Dm= Degradacion del
mesofilo. E. Mc = Masas conidiales de
Colletotrichum spp. en tejido foliar joven
(100x). Fuente: Autores.

lactofenol-acido acético y fenol-glicerina; siguiendo esta
metodologia no se logré una clara definicion de los tejidos y de las
estructuras del patogeno M. ulei. Por otro lado, Sambugaro et al.
(24) estudiaron los aspectos anatomicos de hojas inoculadas con
M. ueli en tres clones de caucho, para lo cual emplearon tincion
con azul de toluidina, colorante que les permitié observar los sitios
en los cuales se acumulan compuestos fenolicos como respuesta
a la infeccidn en clones con resistencia moderada.

Los resultados de este estudio demostraron que la técnica
histolégica y de tincion (safranina-fast green) es util para
distinguir claramente los diversos tejidos foliares del caucho
y poder diferenciarlos de las estructuras de los patdégenos bajo
estudio.

Conflicto de intereses: El manuscrito fue preparado y revisado
con la participacion de todos los autores, quienes declaramos que no
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