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RESUMEN

Se aisld el hongo Ascochyta phaseclorum y la bacteria Pseudomonas sp.

frutos enfermos colectados en el campo.

te inoculd frutos sanos, jovenes y maduros con una suspension de espo-
., ¥ otro grupo con una suspension de bacterias, y Sse colocarcn en cama=

himedas tanto dentro del laboratoric come dentro del invernadero,

Los frutos [6venes y madurcs, inoculados y colocades en el invernadero

sc desarrollaron lesién. Los frutos jovenes inoculados y colocados en el

lzboratorio s1 desarrol laron lesicon.

La lesidn por honge se caracteriza por el rompimiento y lisis de las pa
redes celulares de las células epidérmicas, e invasidn posterior de las cé-
lelas del mesocarpo y del tejido vascular. En general, conforme aumenta el
ramafio de la lesidn, los dafies son mayores, |legando incluso a pudrir el
fruto. Las lesiones por bacterias se caracterizaron por engrosamiento de
las paredes celulares gue circundaban |3 herida, granulacidn del citoplasma
v aparicidn de inclusiones de apariencia cristalina. En esas lesiones no

se observaron bacterias al microscopio de luz.

No se observd gran diferencia entre las lesiones de campo y las de labo

ratorio.
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INTRODUCC I ON

Sechium edule (Jacg) Swartz ([chayote) es un cultive bastante antiguo

en diversas zonas del continente americano. Singh (1965) asegura que es
eriginario de América Tropical, mientras que otros autores (Ledn, 1968:
Bsng, 1576) aseguran que es especificamente native de América Central. Ni-
Sez (1973) cenala a Puerto Rico como su centro de origen. Trabajos mds re
cientes llevados a cabo por la investigadora norteamericana Linda Newstrom

sefialan a México como su centro de origen (L. Newstrom, com. pers. ).

Esta planta recibe diferentes nombres comunes en los varios paTses en
gue se cultiva: por ejemplo, en Colombia se concce como huisquila y cida-
=203 y en (entro América como chayote, alchonchas y quisayote. En Brasil
se conoce como Auxd o chuchd; en Estades Unidos como chouchou, vegetable
sear y pear squash. Por dltime, les italianos la dencminan ayate romano

(Pineda, 1573).

El chayote es una planta comestible casi en su totalidad (80%), va que
2z ella se aprovechan las rafces, semillas, frutos, flores v retofos tier-
7es. Algunos andlisis realizados han permitide comprobar gue los tallos
tiernos de chayote (cogollos) son més ricos en nutrientes que muchas horta

lizas y la mayor parte de los cereales (Medina, 1969).

Par Is importancia gque recién adguiere como producto de exportacidn no

tradicional, y gracias a la amplia aceptacidn gque tiene en mercados interna

cionales, promete convertirse en una valiosa fuente generadora de divisas.

Por ejenplo para el perfodo 82-83 generd divisas por 3.6 millcnes de d&

tares, y para el primer semestre de 1985 cenerd divisas por 1.0 3L.796 millo



=es de dblares.

Hasta el momento, las plagas y enfermedades gque atacan el cultivo han
sido, entre otros, factores limitantes de una productividad rentable. La
==yor parte de dichas enfermedades han sido poco estudiadas. Entre la mis
frecuente y Severa gue atacan el fruto.en el Valle de Ujarras, se halla la
geca blanca (Sdenz, 193%5). Dicha enfermedad estd causada por el hongo As-

zochvts phasesolorum (Deuteromycete del orden Sphaeropsidales), v en la ac-

tualidad ha cobrado mayor importancias, debido & su posible asociacidn con
una bacteria del género Pseudomonas sp. . vargas, com. pers.) la cual

se ha aisiado frecuentemente de lesiones que presentan un halo acuoso. La
asociacidn de estos patdgenos causa un severo dafio e induce la pudricidn
del fruto en poscosecha, lo que estd produciendo un fuerte rechaze, no tan

to en el mercado local, como en &l de exportacion.

La aparicién de esos dos tipos de lesidn en el campo (con halo acuoso
v s5in él) motivé la presente investicacidn, que se espera permita aclarar

muchos aspectos sobre el desarrollo de la enfermedad en el fruto.
Los ebjetivos del presente trabajo son:

1) 1dentiflicar las causas de la enfermedad gque causa en el fruto una man-

cha tlanca con borde acuoso.

2) Determinar la via de penetracidn del hongo y de la bacteria en los fru

tos.

3) Estudiar el desarrolle de la lesién producida por el hongo Ascochyta

phaseolorum y determinar si el patbaenc muestra especificidad por al-

uyln e ido,



&

&)

Estudiar el desarrollo de la lesién producida por la hacteria Pseudomo-
0as sp. y determinar si el patégeno muestra especificidad por algdn te-
jido.

Determinar las alteraciones morfolégicas aue producen los dos posibles

patdgenos al Invadir los diferentes Grganos.

Comparar ¢l dafio producido por Jos patégenos en frutos colectados en el

campa y en aguellos inoculados en el laboratorio.




REVISION pE LI TERATURA

Bescripcidn de la especie,

El chavote (Sechium edule) pertenece 3 la familia Cucurbitaceas. Junto

con el tachco (Polakowsk]a tacaco) kan side colocadas por Messian (1979) en

®== tribu zparge | lamada Sicyoideae que se Caracteriza por la presencia de

frutos con una sala semilla,

Es una planta trepadora, herbdces, perenne, con un tallg Suculento y ra
mificado, pubescenta o glabre, proviste de gran cantidad de zarcillos, que
= eleva a mucha altura ¥ alcanza hasta 10 m de largo o m3s (Pineda, 1973,

Wiez, 1978: Leén, 1968; Lionti, 1959 Sundaratajan, 1879).

Las hojus san simples, alternas, Pecioladas, con borde aserrado, de ner
#&cura clara y Superficie dspera. 5y limbo es angulose o lobado, general -

mentie acorazonado y mide de 6 a5 20 tm de largo (Pineda, 1873; NGAez, 1978) .

Es una planta moncica, con flores unEsaxuaFES'cofucadaa &n racimos, Las
inflorescencias son axilares y pueden encontrarse inflorescencias estamina-
225 y pistiladas en e misma nudo o flores de ambos SExos sobre un mismg e-

je= (E. Flores, com. pers.),

Las floras estaminadas, est3n suspendidas en un largo pecfolo; las pls-
tiladas gereralmente CN pares, colocadas en |4 base del talle que sostiene
‘23 primeras. Qe acuerdo s Ledn (1968), l1as flores estaminadas 50N peque-
#3235, con § sépaleos verdosos, agudos y PEQUEROS, que alternan con 5 pétalas

amzrillentos de B a 10 mm de targo. Los estambres son 3, unidos en la base,

1®2y 10 nectarios bien desarrol ladas, Ademds hay inflorescencias con sdlo



Flores pistiladas que constan por lo comin de una sola flor; en algunos ca-
sos de 2 a 3. Esta inflorescencia tiene un eje de 4 a 8 cm de largo. EI
gineceo tiene el ovario cdnico, carnoso y blancuzca, que se angosta en el
#pice con un eje fino sobre el que est3n colocados el cdliz y la corola, 5i
milares a los de la flor estaminada; el estilo termina en un estigma discoj

de .

El fruto es piriforme, cerdoso, espinoso o liso, verde o blanquecino,
indehiscente y cada uno con una semilla larga, ovada y comprimida gue mues-
iré pocos rasgos comunes dentro de la familia Cucurbitaceae, por ejemplo:

testa coridcea, germinacion hipigea y viviparidad (Singn, 1965).

Sin embargo, es importante hacer notar que esta planta presenta una di-
wersidad fenotipica notable y que al igual gue otras cucurbiticeas, a menu-

2o presenta variaciones estacionales dentro de la misma planta (Maffioli,

1581).

Descripeifn de los patdgenos.

Ascochyta phaseolorum.

Este hongo pertenece a la clase Deuteromicetes u Hongos Imperfectos;
arden Sphaeropsidales. Dentro de esta clase se agrupan todos los hongos cu
y2 fase sexual no se conoce (Gonzdlez, 1976). Estudios realizados par Cro-

ssan (1958) demostraron que Ascochyta abelmoschi, A. gossypii, A. althaeina,

%. nicotiana, A. capsici y A, lycopersici son sindnimos de Ascochyta phaseo-

lgrum. El hongo Ascochyta incluye muchas especies patdgenas, caracterizadas
por causar lesiones sobre los tejidos de plantas superiores (Oku y Nakanishi,

1%83).



Este hongo se caracteriza por poseer los picnidios inmersos, de forma
esférica a subglobosa, conunapared compuesta por tres capas de células de
grosor, pseudoparenquimdticas. Los conidios son bicelulares, hialinos, o-
casionalmente sigmoideos, de dpice redondeads o aplastado, con una base re

donda o truncada (Sutton y Waterston, 1966).

El hongo causa manchas blanquecinas en hojas tallos y frutes, especial

mente en muchas especies de leguminosas como Cannavalia ensiformes, Glyci-

ne max, y la mayorfa de las especies de Phaseclus vy Vigna. Ademas, por ino

culacion actda sobre géneros de otras familias, tales como Althaes rosea,

Cannabis sativa, Capsicum anuum, Lycopersicon esculentum vy otres (Sutton vy

~aterston, 1966).

Las manchas de las hojas son circulares, pardas y con una gran cantidad
de cuerpos fructiferos negros. Cuando e] manchado es abundante, la hoja
suere. Sobre los frutes, talles y peciolos, las lesiones son alargadas vy

tienen menos cuerpos fructiferos (Chupp y Sherf, 15960).

Aislamientos de A. phaseolorum demostraron que existe un afecto de tem-
peratura sobre la germinacién de las esporas, ya gue el crecimients apt imo
t2 obtuve cuando se encontraba entre los 20 y los 24°C; y no hubo crecimien

toa los 28°C (Crosan, 1958).

En caupl, en condiciones de campo, la aparicién de los sintomas se ve
condicionada al comienzo de las lluvias. Después de un periodo de precipi-
taciones abundantes, se observd un considerable incremento ro sélo en el nd

7ero de plantas enfermas, sino en la cantidad de lesiones por planta (More-

no, 1975).



Una vez que se ha realizado la liberacidn de las esporas, el impacto de
las gotas de lluvia sobre las masas de esporas liberadas, favorece la dise-
minacién posterior del indculo. EIl hongo penetra v forma lesiones tipicas

en el hospedante lnicamente después de destruir la epidermii de éste (More-

no, 1975).

Pseudomonas sp.

Este género contiene alrededor de 90 especies fitopatdgenas. Estas po-
seen gran Importancia, debido a gque atacan la mayoria de las plantas culti=
vadas. Al fgual que otros géneros, requiere de buenas condiciones ambienta
les, especialmente humedad, para que su permanencia en el hospedero se vea

favorecida.

Los miembros de este génerc son baciles gramm=negativos con 1 o varios

flagelos polares o sin flagelos (Gonzdlez, 1976).

La asociacidn Ascochyta phaseclorum- Pseudomonas como patdgenos del fru

to del chayote ha sido observada recientemente, por lo que no se dispone de

material que permita conocer detalles de esta enfermedad.




HATERIALES ¥ METODOS

El experimento se |levd a cabo en el Laboratorio de Anatomia Veagetal de
‘2 Iscuela de Biologia y en el Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela

2= Fitotecnia de la Universidad de Costa Rica, de agosto de 1984 3 junio de

Se colectaron frutos sanos y frutos con el sfntoma tipico de la enferme
22d en la zona productora del Valle de Ujarrds, Provincia de Cartago, donde

se encuentran las plantaciones comerciales.

De los frutes enfermos se aisld el hongo Ascochyta phaseolorum y la bac
teria Pseudomonas sp. Estos organismos fueron cultivados en medio nutriti-
vo de dextrosa, agar y papa, en platos de Petri. Una vez gque se obtuvo los
cultives puros, se inocularon frutos Jévenes y madures. Tanto pars el tra-
szjo con el hongo como con la bacteria, se hicieron pruebas experimentales

zera definir si se debfa o no provecar heridas.

En el caso del hongo. se realizaren inoculaciones con una asa en forma
localizada sin producir heridas. Para ello, conidios suspendidos en agua
destilada fueron puestos sobre la superficie de frutos maduros y colocados
£f una camara himeda dentro del invernadero, Se repitié la experiencia uti
ITzando frutos jovenes, colocando las cdmaras himedas en el laboratorio (en

condiciones normales de temperatura) ¥ otra en el invernaderc.

Para el trabajo con la bacteria, se realizaron inoculaciones con un go=

tero en forma localizada, provocande heridas. Se limpid el mucilago gue sa

1ié del fruto al provacarse la herida Y posteriormente, se colocd colonias

sacteriales suspendidas en agua destilada estéril sobre la superficie de fru



tos maduros. Estos fuercn colocados enuna camara hdmeda en el laboratorio.

En todas las inoculaciones, las frutos fueron previamente lavados con
agua y jabdn y desinfectados con alcohol de 70°. Las pruebas se efectuaron
e la siguiente forma: un grupe de frutos solo con el hongo, otro grupo so
le con la bacteria, y un grupo utilizado como testigo en cada uno de los tra

tamientos. Se hicieron 2 repeticiones de cada tratamiento.

Los dos primeros dias después de realizada la inoculacién, se colectd
—uestra de las 3reas infectadas a las 9:00 a.m. y las 5:00 p.m.; después se
tomé una muestra cada dos dias hasta que aparecieron los sintomas tipicos

dge la enfermedad.

Las lesiones producidas en el campo fueron comparadas con las produci -

435 en el laboratorio con el fin de establecer semejanzas y diferencias.

Las muestras procedentes de material colectado en el campo, asi ceomo
'ss producidas en el laboratorio, fueron fijadas en F.A.A. (Johansen, 1940} .

sarte del material fijado fue usado para observacidn al microscopio de luz

. stra parte para microscopia electrinica de barride.

Los especimenes utilizados en microscopia de luz de deshidrataron median

te una serie ascendente de alcoholes y se infiltraron en Paraplast-Plus. Se
micieron secciones transversales de 20 um de grosor y se las (ifio siquiendo
'a técnica de Sharman (1943) v la técnica Safranina-Fast Greeri. Se monta -
-on las secciones en Preservaslide y se observaron en un microscopio Leitz

Dialux 20.
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Para ] examen con microscopia electranica de harrido, las muestras se
geshidrataron mediante una serie ascendente de alcohol etilico, y se Ileva
ron hasta el punto de secado critico con C02 liguido. Los especimenes se
=cntaron €0 soportes de aluminio empleanda pintura conductora de plata. Se
cclocd el material en un cobertor idnico EIKO 1B-3 y se cubrid con pelicula
2= oro. 5e observd las sececiones en un microscopio de rastreo Hitachi HHS-
iF y en otro Hitachi S- 570, bajo un voltaje de aceleracidn de 10 y 15 KV.

Lzs fotografias se tomaron con pelicula Verichrome Pan Kodak VP 120.

Parte de las secciones de fruto fueron fijadas en F.A.A., y deshidrata-
235 con la Técnica de Johansen (1940) v embebidas en parafina. Se hicieron
cortes transversales de 8 um de groser, los cuales fueron colocados sohre
«n cubreabjetos redondo vy fijados con el adhesivo Haupt y secadas a 37°C du
rante 4 horas. Las secciones fueron desparafinadas con xileno, seguidamen-
te en una mezcla 1:1 de xileno - etanol y posteriormente en alcohol de 100
¢« finalmente secadas al aire. Los cubreobjetos fueron fljados a bases de a
luminio con pintura conductora de plata, cubiertos con oro y cbhservados en

un microscopio electrénico de barrido Hitachi HHs-2R (Gaudet y Kokko, 1984).

Se hicieron réplicas con colodién de la superficie inoculada de un gru-

o determinado de muestras, éstas fueron observadas posteriormente al micros

copio de luz.

Tambien se hicieron cortes transversales de material fresco y se tife-
ron con toluidina azul y con fluoroglucinol. Se tomaron fotografias del ma-

tarial procesado y observado.
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RESULTADOS

Jescripcion morfoldgica del fruto Sechium edule Swartz c.v. fuelite.

Los frutos con carnosos con pericarpo blance o verde, y superficie lisa.

La epidermis es unicelular; las paredes externas se mueutran I igeramen
te convexas y cutlcularizadas en un corte transversal; poseen un nicleo bas
tante grande. Se observan estomas de contorno eliptico, hundido. en nimero
=aderado; las células eclusivas se encuentran rodeadas de 5 6 6 células sub
sidiarias (Figura 1). Los tricomas, bastante pequefios a la madurez del fru
to, se caracterizan por ser multicelulares uniseriados v multicelulares ca-

pitados.

El mesocarpo es verdoso o blancuzco, formado en su mayoria por parénqui
ma muy rico en grandes granulos de almiddén, grasa y agua (Ficura 2). Muchas
células, tanto de la epidermis como del mesocarpo, contienen gran cantidad
de cristales de oxalato de calcio (rafidips). Debe mencimnarse también la
sresencia de mucilago en todas las paredes de la planta. En los Frutos, es-
te jugo sale a la superficie en forma de grandes gotas, al efectuarse un cor

te; al secarse, forma uma cublerta gomosa o vidriosa sobre |l herida,

En Tos frutos madurps es corriente encnnz:;? grandes cantidades de f7 -
bras localizadas inmediatamente por debajo de la epidermis. En los frutos
jovenes, esas fibras adn conservan parte de su protoplasto y sus paredes no
muestran los engrosamientos caracteristicos de una fibra bien formada. E1l

endocarpo usualmente tiene numerosas Fibras.
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Figura 1:

Figura 2:

Vista panoramica de la superficie enidérnica del
fruta en estado sano. (1700 x)

EP: Epidermis, &5: estoma.

Seccidn transversal de mesccarpo mostrando células
sanas con grandes granulos de almiddn. (340 x).

TS: Tejido sano, GA: granulos de almidén
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Tanto en frutos jévenes como maduros, se observa un te]ido vascular

sien desarrol)ado.

srminacién de las esparas y efecto del hange y la bacteria sobre lgs

t-chs

Las lesiones se caracterizan por circulares, de bordes bien definidos,
2e color blanco o grisiceo, con un hundimiento sobre la superficie del fru
t2, que depende del grado de desarrollo de la lesidn. De esta forma, 1esiE
"es pequenas muestran un ligero hundimiento, mientras que en lesiones fayo-
Tes, @53 caracteristica es mis notoria (Figura 3). Sin embargo. no todas
‘2z lesiones presentan diche hundimiento. En el campo pueder colectarse
frutos que también presentan algunas lesiones que muestran gnicamente un ha
‘o circular de aspecto acuocso. Es{;E lesiones desarrallan rdpidamente en
sostcosecha, son de color pardo y llegan a pudrir todo el fruto, con oroduc

zi8n de gran cantdad de picnidios oscuros.

Las observaciones realizadas al microscopio de luz en lesiones que ape
7as han iniciado su desarrollo. revelaron una disolucidn de la cutlcula y
destruccion total de algunas células de la epidermis. Lesiones de aproxima
camente 1 cm de largo mostraron destruccidn total de las células epidérmi-

cas y del parénquima que forma el mesacarpo circundante.,

Estas observaciones san vdlidas tanto para las lesicnes consideradas co
=0 tipieas, como para las que presentaron un halo acuose. La diferencia fun
damental entre esas das, estaba en que el halo que rodeaba a las segundas,
estaba formado por una capa celular bastante obliterada, que paseia gran

cantidad de micelis en sy interior.
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Figura 3%

Figura &

Seccicn transversal de fruto mostrande una lesidn
colectada en el campo. (160 x).

L: lesidn, TS: tejido sano.

Seccion transversal de fruto mostrando tejido in-
terno invadide por micelio. (640 x).

Tl: tejido Infectado, mi: micelio.







Lesiones de tamafo considerable, mostraron una Invasién posterior del

micelio en los tejidos internos de la planta; sobre todo del parénguima vy

del tejido wascular {FTgura Ly,

Cuando el micelio invadid dichos tejidos. las células Invadidas sufrie
ron un rdpido colapso y su protoplasto se desintegrd (Figura 5). Las célu
las aparentemente sanas muestran gran cantidad de sustancias (sobre todo
almiddn) en su interior a diferencia de las células invadidas. en donde la

mayoria de estas sustancias ya no se encuentran presentes (Figura 6).

El micelio se caracteriza por ser septado, ramificade. de grosor varia-
Ble y con muchas irregularidades en sus paredes (Figura 7). Es predoninante
mente intracelular y se dirige directamente a través de paredes. Es muy
prominente en la mayoria de los tejidos colapsados, & invade tanto el teji
g0 vascular como el parénguima del mesocarpo. Restos de miczlio aparente-
mente viejo, muestran colaraciones oscuras dentro de las celulas gque lo

contiene.

Las células en que el contenido de micelio fue notorio, se caracteriza
ron por una reaccidn peculfar de sus paredes. En la mayorfa de éstas. hu-
2o un engrosamiento ocasional v un relleno total de los espacios intercelu
lares, ademds de gue en algunos casos., dichas paredes tifieron de color do-

rado,

Las dreas infectadas se caracterizaron ademis porque el protoplasma se
vuelve granular v después de un tlempo los contenidos de las células del

tospedera se wvuelven pardas vy las células mueeren

-‘];I'




Figura 5: Seccidn transversal de fruto mostrando rejido enfer-
mo. (320 X).

TL: tejido lesionado.

Figura b: Seccidon transversal de fruto mestrando el contenido
citoplasmitico en células sanas. (B4D £1).

T%: Tejido sana.







Figura 7: Micelio de Ascochytla creciendo dentro de los te-
jldos del hospedero. (198X).

TH: te]ido del hospederc. M: micelia.

Figura 8: Superficie epidérmica de fruto infectado mostrando
malformacitn de estomas. [(LG6E X).

EF: epidermis, es: estoma.
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La invasian por el micelio puede suceder rapidamente a través de teji-
2o ce paredes delgadas como el parénguima., El esclerénguima por su parte,

r=stringe la rdpida extension del micelio.

Con ruspecto al elemento tragueal ., se oberva una destruccidn del mismo
zurante su ontogenia. Al alcanzar el hongo 21 tejido vascular en etapas
sntogenéticas tempranas, en algunos casos hay malformacion de células del
xilema vy en ntros casos no llega a diferenciarse completamente., EIl haz
cascular no se diferencia cuando hay infeccidn en te]idos muy jovenes, si-
=2 que aparece una estructura mal formada, y las células parenquimiticas
sue rodean el drea infectada se colapsan y hay deposicion de sustancias,
srincipalmente en los espacios intercelulares. El xilema es invadide an-
tes que el floema. En algunas ocasiones éste Ultimo se observa completa-

-ente obliterado y con una coloracidn negruzca.

Tanto en lesiones de campo, como en lesiones de laboratorio, podemos
encontrar malformacidn de estomas y en algunos casos, estomas con poros o=

cliterados (Figura 8).

Gran cantidad de cristales aparecen en la epidermis y capas adyacen -
tes 4 é€stas, Beneralmente, alrededor del punto de infeccidn se diferen -
cia un grupo de células que separa la parte dafada de la aparentemente s5a-
na [(Figurs §). Esta z2ona es la que forma externamente en la lesién un ha-
lo circulsr v de apariencia himeda, Dentro de las células que se encuen =

tran delinitande dicha zona se observd gran cantidad de micelio en desarro

1 Te.

En secciones transversales, es posible observar en la lesion gran can-

tidad de picnidlos desarrollindose o ya bien formados. Estos poseen gene-




Figura 9: Zona de demarcacidn histoldgica que separa la zona
dafada de la aparentemente sana. (320 ¥).

LE: lesion, DH: demarcacidn histoldgica.

Figura 10. Seccidn transversal de fruto mostrando el desarro-

llo de picnidios con conidios en su [nterior. (320

X).

TL: tejido lesionado; Pi: picnidios.
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ralmente una forma globosa o piriforme, con un ostielo en la parte superior,
por el cual van a ser liberados los conidios: éstos a su vez se caracterizan
por ser bicelulares con un sélo septo y hialinos (Figuras 10 y 11). Estas
estructuras reproductoras son corrientes en lesiones de avanzado estado de

desarrallo.

En general, confarme aumenta el tamafio de la lesion, los dafios son mayo

res.

t. Lesiones producidas en el laboratorio.

Se encontrd que frutos maduros inoculados en el laboratorio provocando
heridas, y colocados posteriormente en una cdmara himeda dentro del labora

torio, ne desarrol laron los sintomas tipicos de la enfermedad. Aparente-

mente el mucilago proveniente de las heridas influyé en el resultado.

Frutos jdvenes y maduros Inoculados en el laboratorio sin provocar he-
ridas, y colocades en una cdmara hdmeda en condiciones de invernadero duran
te los meses de enero-febrero de 1985, tampoco desarrollaron lesidn. Sin
embarge es importante hacer notar gue sobre la superficie de Estos, se& en-
contré desarrollo de tubos germinatives y micelie. De esta manera, en te-
dos los muestreas realizades a partir de las 4B horas de la inoculacion,

se ohservd gran cantidad de esporas germinadas (Figura 12).

En estos frutos, a partir del quinto dia de realizada la inoculacidn,
se observd que el desarrollo del micelio por algin motivo se detuvo; y en
frutos que tenian aproximadamente 15 dias de inoculades, el desarrollo del

micelio continué siendo igual que al principio.

En vista de que para estas pruebas en la mayoria de los ¢asos no se hi-

cieron estudlos al microscoplu electrdnleco, sino dnicamence reéplicas com



Figura 11: Picnidio de Ascochyta phaseolorum desarrollado

en medio de cultivo de Agar, Dextrosa v Papa.
(ko %) .

Fi: plcnidio.

Figura 12: Esporas creclendo sobre la superficie de frutes
inoculados en el laboratoric. (533 XV,

EP: epidermis; es: esporas.
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colodién de la superficie incculada; no se encont ré penetracion de hifas en

<élulas epidérmicas, ni formacion de apresorias.

Frutos Jévenes inoculados en el laboratorio sin producir heridas y co-
locados en una camara hdmeda en el laboratorio, a una temperatura ambiente
da 21-22°C, desarrollaren gran cantidad de lesiones. De esta forma, a las
15 horas de realizada la inoculacidn, al microscopio de luz se abseérvaran
las primeras lesiones que se manifiestan como hundimientos tipicos en la e
aidermis, y en alguncs casos, la aparicidn de micelio dentro de las células
epidérmicas.

_

Ang1f5[5 realizados al microscopio electrénico revelan que aproximada-
mente entre las 15 y 38 horas de realizada la inoculacién, algunos de los
conidios va habfan emitido un tubo germinative largo; sin embargo, no fue
<ino hasta las L& horas aproximadamente en gque se Aote un mayor ndmero de
esporas germinadas sobre l2 superficie del fruto (Figura 13). Aaui, la es
pora emite un tubo germinative (pueden ser 2) de grosor considerable y con
sistentencia aparentemente fuerte que va a penelrar la cuticula directamen
te (Figura 14). Hay una canstriccign del tubo germinative durante la pe-
netracidn a través de la pared celular del hospedero (Figura 15). Las hi-
fas que resultan de la farmaclan de! tubo germinativo, crecen a través de
la superficie del fruto hasta un punto donde pueda producirss la penstra=
cién (Figura 16). En algunos casos se observa lisis de las paredes de las
células epidérmicas debidas posiblemente & la accidon  de enzimas secrefa-
das por el hongo sobre los componentes de la pared celular. Estes rompi -
mientos de las paredes celulares. se reallzan durante el proceso de penetra

cién del hongo.




Figura 13: Esporas creciendo sobre la superficie de frutes a
las 4 horas de inoculados. (333 X).

EP: epidermis, es: espora. tg: tubo germinativo.

Figura 14: Espora germinada mostrando el desarrollo de 2-tu-
bos germinativos. (2933 X).

es: espora, tg: tubo germinativo.
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Figura 15: Tubo germinativo penentrando la superficie del hos
pedera. (5333 X).
TG: tubo germinativo, A: adelgazamiento del tubc

germinativo (hifa infecciesal.

Figura 16: Hifa creciendo sobre la superficie de frutos in-
fectados. (K00 X}.

F: superficie del fruto, H: hifas; ES5: estoma.







En la mayoria de los casos, pareciera que el hongo penetra sin la ayu-
¢a de apresorios definidos; no obstante, en algunas ocasiones estas estruc
turas se hicieron presentes (Figura 17). En el punto de formacidn del a-

presorio, se observd también |isis de las paredes celulares epidérmicas (Fi

gura 18).

En algunas ocasiones, los tubos germinativos y el micelio resultante de
Estos, pasaron por alto les estomas, creciendo a veces directamente sobre
sus aberturas y penetrande por las células vecinas (Figura 19). Otras ve-
ces fue posible observar conidios germinando cerca de una abertura estomati

ca, dando la apariencia de una posible y ocasional penetracién a través de

estomas (Figura 20).

En lesiones muy avanzadas traidas del campo, se encontraron estomas com
pletamente desintegrados por efecto de la ripida extensidn ¥ penetracidn del

hongo (Flgura 21).

En el laboratorio, aproximadamente a los 6 dfas de realizada la inocula
cion, se obttuvieron los primeros sintomas visibles (sin ayuda del microsco-
pio) de la lesién causada por Ascochyta. Esta se caracterizd per formar u-
na pequefta lesidn circular, que se fue extendiendo rapidamente a mansra que
pasaron los 4 dias. Neo obstante, con ayuda del microscopio de luz se encon
trd que los sintomas empiezan a producirse cuando hay mayor cantidad de mi-
celio desarrollado sobre la superficie, que empieza a penetrar las célu -
las de la epidermis. Este fendmenc se |leva a cabo aproximadamente entre

el tercero y cuarto dfa despuds de realizada la inoculacidn.

Al sétimo dTa encontramos ya lesiones bien definidas, con rompimients de

c€lulas epidermales vy exposicién de tejido interno. Este dltimo empleza a

=33



Figura 17: Desarrollo de apresorios sobre la superficie de
frutos inoculades. (1733 X].

EP: epidermis, E: espora, AP: apresorio.

Figura 18: Apresorio mostrande lisis de las paredes celulares
de las células epidérmicas. (6533 X).

E: espora, AP: apresorio, L: lisis.







Figura 19: Micelio creciends sobre las aberturas estondticas

{2000 X).

PE: pero estomitico, M: micelio., B: bacterias.

Figura 20: Espora germinando cerca de una abertura esfomdti-
ca. (3333 x).

PE: poro estomitico, E: espora.







-38
observarse desintegrado por la accidn del honge (Figura 22).

Muestras posteriores realizadas a los 9, 11, 14 y 17 dias después de
realizada la Tnoculacidn, muestran poca variacion. Sobre la superficie
de los frutes, se observan gran cantidad de conidios germinados. Conforme
el nimerp de dias aumenta, el nimero de esporas germinadas se hace mayor.,
Ademds, es posible observar al desarrollo de gran cantidad de micelio pene
trando las células epidermales. Ya a partir del sétimo dfa, se observd pe
netracion de tubos germinativos dentro de las células del hospederan, desin
tegracion total de células epidérmicas y células del mesocarpo, con hundi-
miento tipico de la enfermedad. Conforme pasan los dfas, los sintomas se

hacen mas evidentes,

Aproxinadamente a los 30 dfas de realizada la inoculacién, fue posible
obtener frutos completamente cubiertos por la lesidn, mostrando adem3s gran
cantidad de picnidios distribuidos por toda su superficie. Dichos frutos
se encontraban ya en un estado de aparente descomposicidn, pero cabe hacer
notar que no en todos los casos se proedujeron hundimientos de la epidermis

y tejidos asociadeos.

No todos los frutes Inocculados desarrollaron lesidn al mismo tiempo, si
no que en el transcurso del desarrollo de la presente investigacidn, unos
frutos se vieron mis afectados que otros. AsT, mientras que en unos al mes
pesterior a la inoculacidn la lesign habfa sido completamente expansiva, en
otros apenas comenzaba a desarrollarse ¥ otros, no llegaren a desarrollarla

en ningin momento.




Figura 21:

Figura 22:

Estoma completamente desintegrade por la accidn
del hongo. (3333 X).

PE: pora estomatico.

Lesidn sobre la superficie del fruto a los 7 dias
de la inoculacidn. (293 X).

5F;: superficie del fruto, M: micelio, L: lesidn,




v Sl o

e
I, @i
T/ =% s ’




Resulta interesante destacar que frutos que fueron inoculados en el la-
boratorio dnicamente con una suspensidn de conidios, presentaban gran can-
tidad de bacterias del tipo bacilo. Dichas bacterias se enuontraran dis -
tribuidas por toda la superficie del fruto, tanto como en las cavidades su

bestomdticas y en los tejidos interncs, donde 1a lesidn era m3s notable

(Figuras 23, 24 y 25),

Frutes con lesidn provenientes del campo, examinados posteriormente al
microscopio electrénico, revelaron la presencia en su interior de gran can
tidad de bacterias, aparentemente de las mismas observadas en lesiones de-
sarrolladas en el laboratorio (Figura 26). Los cortes real izados al micros
copio de luz revelaron la presencia de otros hongos, que fnvadian posterior

a la inoculacién y que posiblemente eran del tipo sapréfito.

Lesiones por bacteria.

Aproximadamente a los 16 dTas de realizada la inoculacién se encontra-
ron lesiones que se manifiestan como un peguefio halo alredecor de 13 herj-
da que con anterforidad habfa sido provocada. Al microscopio de luz se ob
servd que dicha lesifn se caracterizé por la produccién de un engrosamien-
to en las paredes de las células nque circundaban la herida Y POr una grany
lacién del citeplasma en algunas de esas células. Ademis hibo un relleno

de los espacios intercelulares (Figura 27).

En Tas células rotas por efecto de la lesidn provocada, se observd una
invasién postérior de hongos aparentemente saprofitos {(Figura 28), Final-
mente, alrededor de la lesién se desarrollaren aran cantidac de inclusio -

nes de apariencia cristalina de compasicion no determinada (Figqura 29).

=



Figura 23:

Figura 24a;

2Lb .

Estoma mostrando el desarrollo de gran canktfl-
dad de bacterias dentro de su cavidad.

(2666 X).

pe: poro estomatico; B: Bacterias.

Bacterias creciendo sobre la superficie de frutos

inoculados con Ascochyta phaseolorum (1066 ¥,

&5 esporas; b. bacterias.

Ampliacién del recuadro que aparece en la figura
2ha, (5330 x).

b. bacterias.







Figura 25: Bacterias creciendo dentro de hospederos inoculados
en laboratorio con Ascochyta. (8000 X].

LE: lesidn, B: Bacterias.

Figura 26a: Bacterias creciendo dentro de las célulzs del mesocar~
po en frutos con lesidn, colectados en el campo.
(333 x).

LE: lesidén, B: Bacterias.

26b. Ampliacidn del recuadro que aparece en la Figura Z6a.

B: Bacterias.







Figura 27: Lesidn causada por bacterias dentro del laboratorio,
mostrando desintegracién de protoplasto. (64D X).
dp: desintegracidn de protoplasto, ep: £ngrosamien

to de paredes.

Figura 28: Inocculacién realizada en el laboratorio, mostranda
desarrollo posterior de hongos sapréfitos. (640 X).

le: lesién, hs: hongos saprofitos.







Figura 29: lInoculacidn realizada en el laboratoric con bac-
terias donde se muestran inclusiones de aparien-
cia cristalinma. (800 X).
LE: Lesidn, IAC: Inclusicnes de apariencia cris-

talina.
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Los primeros dias después de realizada la inoculacifn, mustraron un de-
sarrollo de un pequefio halo acuoso alrededor de la herida; sin embargo, exa

minadas posteriormente al microscopio no mostraron desarrollo internc de la

lesidn.

Las lesiones que si se desarrollaron nunca fueron de grar consideracidn.
En ninguna de las lesiones causadas por bacteria, fue posible observar el

desarrollo de dicho agente infeccioso.



D1SCUSION

La furma irregular de la superficie externa de las células epidérmicas
asi como la cutfcula delgada, permiten una mayor acumulacién de gotas de

agua, creando un microclima especial para el establecimiento y germinacidn

de las esporas.

Durante la germinacidn de las esporas, los dpices de algunos tubos ger
minativos se "hinchan' para formar una estructura especial izada, denomina-
da apreserio. El apresorio es una estructura funcional dnicamente en el
proceso de infeccién del hongo (Kunch, 1982). En los sitios en que se lo-
cal izd, ce observd rompimiento de la pared de las células epidérmicas. Es~-
to sugiere, '‘que al igual que en otros casos, una sustancia, puede ser se-
cretads de los dpicesapresorialesala cuticula y a las paredes de las célu
las del hospederu, precisamente en los sitios de penetracidn (Kunch, 1982).
La formacidén de estos apresorios, al parecer, responden sabre todo a esti-

mulos fisicos mds que a estimulos quimices, nutricionales, de humedad, luz

n temperztura (Wynn, 1976).

No tcdos los tubos germinativos producen apresorios. En ocasiones, di=-
cho tubo penetra directamente en las células epidermales y forma un micelio
intracelilar que pasa de pared a pared. En otros casos, a partir del tubo
germinativo se desarrolla un micelio septado y ramificado que posteriormen
te penetra las células epidermales. Durante gl proceso de penetracidn, se
observé Lna disolucidn de la cutfcula y destruccidn de las paredes de las

células epidérmicas.
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Son muchos los honges que pueden penetrar la cutfcula directamente v
en ese mecanismo de penetracidn, estdn envueltos procesos de digestidn en-
zimdtica (Baker y Bateman, 1978). Esto coincide con el trabajo de gran
cantidad de autores (Peshetnikova y Uspenskaya, 1978; Shrivastrava, 1982;
Uspenskaya, 1976; Steekelenburg, 1978 y 1982) en gue a diferentes especies
del género Ascochyta, se atribuyen propledades enzimaticas que ayudan al

hongo en su penetracidén. Las enzimas san celuloliticas, proteoliticas vy

pectoliticas.

Tanto el micelio como los apresorios, eJercen acclén enzimftica, facili
tande el ingreso del micelio al interior del &rganc (Subirds, 1984). Una
vez dentro del hospedero, y en contacto con el citoplasma de las células,
el patdgeno puede establecer su economia extravendo alimentos elaborados de

la planta (Sarascla y Rocca, 1975).

Con respecto al grosor y composicidén quimicas de la cuticula, se ha di-

cho que juega un papel importante en la inhibicién de la actividad fungesa
mediante la reduccién de la germinacién de esporas o penetracién de las hi-
fas (Agrios, 1978). Jaroz, Sheets y Levy (1982) por otro lado, sostieren
que el grosor de la cuticula puede variar dependiendo de |as condiciones am
bientales por los que la cutfecula segdn Martin y Juniper(1970) cobra impor-

tancia dnicamente en lo que a su composicién quimica se refiere.,

Las inoculaciones realizadas sobre frutocs jﬁuanés vy madurgs, provecande
heridas, no desarrollaron lesidn. Estos frutos excretan gran cantidad de
mucilags o gomas en respuesta al dafo Fisico. Esa formacidn de gomas puede
proporcionar una barrera fisica activa y efectiva contra la invasién del hon

go, o por lo menos retarda su accidn, inhiblendo durante alglin tiempo 1a ger
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minacién de las esporas (M, Gonzdlez, com. pers.).

Frutos Jovenes y maduros fnoculados y colocados en una camara himeda
dentro del invernadero, no desarrollaron lesisn. Las altas temperaturas
alcanzadas en ese lugar durante los meses de enero y febrero (época seca)
en gue se realizé ¢l estudio, detuvieron el desarrollo del micelio y apa-
rentemente inhibleron la penetracidn del mismo; no produciéndose lesiones
sobre la superficie de dichos frutes. Esto coincide con investigaciones

realizadas con Ascochyta pisi, en las cuales se demostré que temperaturas

de 21-25°C, inhibTan el desarrello de los sintomas tipicos de la enfermedad

(Brewer, 1960).

Los frutos en que s7 se logrd producir lesién por hongo, se caracteri-
zaron por ser muy jévenes, de aproximadamente 7 cm de largo x 5 de ancha,
en que las fibras localizadas debajo de la epidermis adn conservaban su pro
toplasto vivo. Esos frutos jévenes, inoculados en el laboratorio, presen-
taron lesiones de mayor consideracidn que los frutos madures, lo queera de
esperar, si se toma en cuenta que los primeros tienen menos cantidad de te-

jido con paredes lignificadas, ademis de que la capa de cuticula era més

delgada.

La actividad fungal se inicia en la epidermis, siendo &ste el primer te
jido afectado. Posteriormente el hongo invade tejidos subyacentes a ésta,
causando un colapso total de los mismos y desintegracién de su pretoplasto.
Hay un encrosamiento de las paredes de las células Invadidas, que casi siem
ore se caracterizan por poseer paredes primariss. Los tejidos con paredes
secundarias, endurecidos por la presencia de lignina o suberina, o tejidos

con paredes celulares gruesas son mds resistentes al atague gue aguellos con



paredes ca2lulares delgadas.

Se ha citado que la formacidn de lignina es un mecanismo de resisten-
cia a enfermedades en plantas. La lignina es resistente & la degradacion
por la mayorfa de los microerganismes, y puede ser formada como una res -
puesta a penetracidn microbial y dafio mecdnico (Sherewood y Vance, 1982).
De acuerdo a numergsos autores (Sherewcod y Vance, 1982; Kuc, 1982; Ride,

1980}, la lignificacién puede inhibir el crecimiento fungal debide sobre

todo a que proporciona una barrera mecdnica a la hifa; limita la difusidn
de enzimas y toxinas del hongo al hospedero, y de agua y nutrientes del
hospedero al honge; produce ademds un "impacto! en las paredes de las hi-
fas, reduciends as{ su capacidad para alargarse (hay lignificacidn de las

hifas), y finalmente, protege las paredes del hospedero de la degradacion

enzimatica,

En la mayorTa de las lesiones estudiadas, una vez que el hongo ha in-
vadido tejido interno, se produce una demarcacion histoldgica, gue parece
limitar la ripida extension de la infeccién. De esta forma, el hospedero
parece interponer una barrera a los productos del metabolismo del patdgeno,
localizadrdalo y restringiendo su extensidn; no obstante bajo ciertas condi-

ciones éste puede atravesar esas demarcaciones y proseguir su accidn infec

tiva (Ferndndez, 1952).

Comparaciones de lesiones de campo con lesiones producidas en el labo-
raterio, revelan un tipo de lesidn muy similar; excepto que en las de cam-

po, le demarcacién histolégica al igual que la formacidn de picnidios es

mas clara.
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Finalmente, inoculaciones realizadas con una suspension de colonias
bacteriales, demuestra que la lesidn producida por éstas, no es realmente
de gran consideracién, sino gue se |imitan Gnicamente a desintegrar el pro
toplasto de las células invadidas y producen gran cantidad de cristales de
composicidn no determinada. Las células afectadas depositan paredes grue-

sa3s; se ignora s| esto es inducide por la bacteria o si representa una res
puesta de la planta a la infeccidn.

Debide a que se encontrd numerosas colonias bacterianas (tipe baciloe)
creciendo sobre la superficie de frutos inoculados dnicamente con esporas
de hongo, cabe suponer que estas bacterias-realizan al menos, parte de su

ciclo de vida sobre la superficie de dichos organos sin provocar dafos.

Trabzjos anteriores han demostrado la presencis de numerosas bacterias
entre las que se encuentran algunas de las pertenecientes 3| género Pseu-
domonas, que vive sobre la superficie de diferentes drganos de las plantas
sin causar dafo. Estas, son capaces de realizar una fase de su crecimien-
to en forma residente o epifita sabre hospederos saludables {Leben, 1981;

Hirano, 1983).

Es posible que las heridas provocadas al drgano en que se desarrollan
dichas bacterias (fruto en este casol, permitan el ingreso de este microor
ganismo a los tejidos internos, en donde se multiplican rdpidamente, con-
tribuyends de esta forma, al desarrollo ¥y expansion de la lesién al permi=

tir el reinicio del crecimiente miceljal del honge que habTa sido |imitado
por el hospedero.

El hecho de que dichas bacteriss no se encontraran en ninguno de los

cortes observados al microscopio de luz, no significa que no estén presen-



tes, sino que por algln motive no fue

posible observarias.
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