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RESUMEN

Enlos corregimientos de San Fernando, La Laguna y Daza (Pasto), ubicados a una altura
entre los 2.600 y 3.000 msnm. se observé una mancha foliar afectando al motilén silvestre
(Freziera canescens); caracterizada por tener una forma circular con centro blanco, puntos
negros y un halo necrético que se extiende en el area foliar ocasionando con el tiempo
un color rojizo y en su etapa final se torna de color café y causa defoliacién del arbol.
Las observaciones de campo indican que la enfermedad estd ampliamente distribuida.
El objetivo de este trabajo fue determinar el agente causante de la enfermedad; para ello se
colectaron muestras de tejidos necréticos presentes en la hojas de las plantas afectadas en
campo, se realizaron los correspondientes cultivos en PDA en el Laboratorio de Microbio-
logia de la Universidad de Narifio, lograndose aislar dos tipos de colonias, la primera se
caracterizé por ser algodonosa de color blanco, con centro color amarillo o salmén y envés
negro, en el centro con halos amarillo y blanco al extremo, y la segunda de aspecto algo-
donoso, de color blanco con centro gris. En examen al microscopio se observaron picnidios
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con conidias alargadas y delgadas, estructuras que corresponden al género Septoria. Las
pruebas de patogenicidad, con plantas de motilon de siete meses de edad, a una concen-
tracién de 1x10° conidias.ml™, permitieron la recuperacion de sintomas similares a los
observados en campo, lo que comprueba que Septoria sp. es el causante de la viruela o

mancha ceniza del motilén.

Palabras clave: Etiologia, viruela, Septoria sp.

ABSTRACT

InLaLaguna and Daza small towns Pasto - municipality, placed from 2.600 to 3.000 masl
on Freziera canensces have been appearing alterations characterized by circular foliar spots
with a white center, black eminent points and a nechrotic halo that spreads over the whole
foliar area causing with timea reddish color, in its final stage turns into a brown color
and later the tree defoliation. Field observations indicate a wide distribution of the disease.
The objective of this investigation was to determine the causal agentof the disease; for
it, samples of necrotic tissues present in the affected plants leaves in field were collected.
The corresponding PDA cultures were realized in the microbiology laboratory of the Narifio
University, achieving to isolate twokind of colonies. The first one was characterized
by being cottony of white color with yellow or salmon - pink center and black back, in
the center with yellow haloes and white at the edge, and the second one of white color and
gray center and cottony aspect. Also at microscope observations were found pycnidiums,
with thin and elongated conidias structures characteristics of Septoria genus. The patho-
genicity test with plants of seven months of age, to a concentration of 1x10° conidias.ml”,
they allowed the recovery of similar field symptoms, which it verifies that Septoria sp. is the
motilon (Freziera canensces) ash spot causal agent.

Key Words: Etiology, ash spot, Septoria sp.

INTRODUCCION

El Motilén silvestre es una especie forestal que
pertenece a la Clase Dicotiledoneas, Orden Thea-
les, Familia Theaceae. El género Freziera pre-
senta ramas en zig-zag con abundantes trico-
mas color café o dorado, hojas alternas, elipticas
o lanceoladas de 10 a 20 cm de longitud, borde
liso o dentado, base cuneada y dpice acuminado,
envés aterciopelado, haz glabro de color verde.
Flores solitarias o en fasciculos axilares, 2 brac-
teas basales sepaloides. Sépalos con margen ci-

liada, fruto en baya con sépalos persistentes. Es
un arbol que mide entre 6 a 15 m dealtura y un
D.AP. entre 40 y 50 cm. (Mendoza y Ramirez,
2000; Penafiel y Unigarro, 2006).

Especies lefiosas como el motilon silvestre
(Freziera sp) logran establecerse por regenera-
cion natural en trépicosde altura; en el De-
partamento de Narifio, por ejemplo, han sido
utilizadas por las comunidades rurales, duran-
te muchos afios bajo diferentes modalidades
como: material dendroenergético, delimitacion
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de linderos, protecciéon de fuentes hidricasy
construccién (Pefiafiel y Unigarro, 2006). Ulti-
mamente ha tomado una especial importancia,
el uso de esta especie forestal asociada a otras
especies como: Mayo o Siete Cueros Tibuichina
sp., Amarillo Nectandra sp., Arraydn Myrtus sp.,
Motilén Dulce Hyeronima columbiensis, Cancho
Brumelia sp. y Encino Weinmannia pubescens., su
fruto sirve como alimento a la avifauna, su follaje
es utilizado en la parte medicinal, convirtiéndo-
se asi en una especie de importancia ambiental y
ecologica (Pefafiel y Unigarro, 2006).

Cabrera y Mosquera 2008, realizaron estudios
para estimar la cantidad biomasa aérea y car-
bono presente en drboles de motilén silvestre F.
canescens dispersos en potreros.

Segtn Castelblanco y Palacios 2008, el estudio
de las especies F. canescens 'y F. suberosa, perte-
necientes al trépico de altura permitieron
obte- ner las bases en cuanto a germinacién,
emer- gencia y viabilidad de estas semillas y
ponen en evidencia el poco interés que existe
en el es- tudio de especies nativas, ya que no
existen su- ficientes ensayos que proporcione
paradmetros de comparacion.

Se encontrd infecciéon de hongos formadores de
micorrizas arbusculares (HMA) en édrboles del
bosque secundario, arboles dispersos en po-
trero y linderos; los géneros identificados son:
Glomus, Acaulospora y Gigaspora. (Ordofiez et
al., 2009).

Mufoz (2008), identifico los siguientes gé-
neros: Glomus, Acaulospora y Gigaspora, el
género Glomus se presenta en la rizosfera de
todas las especies de Freziera y en cada una
delas modalidades de crecimiento, al igual que
el género Acaulospora. El género Gigaspora se

encontré en bosque secundario asociadas a las
especies F. candicans y F. canescens; en arboles
dispersos en potrero se encontré en F. recticulata
y F. nervosa y en lindero se present6 en F. canes-
cens y F. nervosa.

Sin embargo, los estudios orientados para cono-
cer lo relacionado a la parte sanitaria no se han
abordado.

En el Departamento de Narifio, el mayor proble-
ma que presenta F. canescens, es la disminucién
de sus individuos debido a problemas fitosani-
tarios que atacan las diferentes partes del arbol
presentando sintomas como: manchas foliares,
defoliacion, secamiento, como los mads visibles,
muchos delos cuales son hasta el momento de
etiologia desconocida, ya que no se han
desa- rrollado investigaciones para su
determina- cién y control.

La presente investigacién estuvo encaminada a
determinar el agente causante de la enfermedad
conocida por los agricultores como mancha ce-
niza, para lo cual se desarrollaron trabajos
tanto en campo como en laboratorio, utilizando
herra- mientas tecnologicas que permitieron
cumplir con el objetivo de la investigacion,
describiendo los sintomas y la incidencia en
esta zona; ofre- ciendo la posibilidad de hacer
un aporte al co- nocimiento del estado sanitario
de F. canescens.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en la Universidad de Narifio,
con una altura de 2488 msnm, latitud 1° 14" 13>
Norte, longitud 77° 17°7 Oeste, en condiciones de
laboratorio con una temperatura promedio de
14°C y una humedad relativa de 70%; e inverna-
dero con una temperatura promedio de 18°C.
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Recoleccion de muestras. Las muestras de ho-
jas se recolectaron en el Centro Ambiental Chi-
mayoy, que se encuentra ubicado a 4 km de la
ciudad de Pasto,a una altura de 2.860 msnm
con una temperatura de 12°C, con coordenadas
1°15" de latitud norte y 77°20" de longitud oeste
Greenwich. Presenta un relieve ondulado, los
suelos estan formados a partir de cenizas volca-
nicas, el area donde se encuentra distribuida la
especie Motilon silvestre, es de 10 ha. (CORPO-
NARINO, 2007).

Las muestras fueron tomadas de ejemplares que
presentaban gran cantidad de hojas amarillas con
manchas caracterizadas por tener una forma cir-
cular con centro blanco, puntos negros y un halo
necrético que se extiende en el area foliar ocasio-
nando un color rojizo, en su etapa final produce
un color café que progresa a una defoliacion del
arbol, se envolvieron cuidadosamente en papel
periddico, se rotularon con los datos de recolec-
cién como: fecha, parte del arbol, tipo de sintoma
y zona de recoleccién, se almacenaron en bolsas
plasticas y se llevaron al Laboratorio de Micro-
biologia de la Universidad de Narifio.

Determinacion de incidencia. En el Centro Am-
biental Chimayoy, en cada sitio muestreado se
realizaron recorridos en zig - zag. Para deter-
minar el porcentaje de incidencia, se utilizé la
férmula de Van DerPlank, (1963).

Numero de plantas muestreadas

% Incidencia =

100
Ntmero de plantas afectadas

El area total, en la cual se encuentra distribui-
da la especie es de 10 ha, de las que se tomé
una planta cada 25 m, en total fueron 220 plantas
muestreadas.

Aislamiento. Las muestras se cortaron en tro-
zos pequefios, de 0.5cm de longitud, teniendo
en cuenta en dejar parte sana y parte enferma,
se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 3% y
se enjuagaron en agua destilada estéril durante
1 minuto cada vez, luego se colocaron sobre pa-
pel absorbente para retirar el exceso de agua.

Después de esto se procedi6 a realizar la siem-
bra en cajas de Petri con PDA, con ayuda de
una pinza estéril, en presencia de mechero y
en camara de flujo laminar tipo I para evitar la
contaminacion y se realizé la incubacion a 20°C.
(Agrios, 2005).

Purificacion. Cuando se observo la aparicién de
las primeras colonias, se procedié a repicar cada
una de ellas en el mismo medio de cultivo para
realizar la purificacién (Agrios, 2005).

Identificacién. A partir de las colonias en PDA,
después de purificarlas, se tom¢6 una parte de mi-
celio, con asas, previamente esterilizadas al me-
chero, se depositaron en porta objetos, a los cua-
les se les habia adicionado una gota de azul de
lactofenol; y se procedio a realizar la observacion
en el microscopio con el objetivo de 40X, para asi
describir sus estructuras y poder identificarlo.

A partir del tejido, se realizé también, un mon-
taje tomando directamente tejido vegetal afec-
tado, para ello se utiliz6 un Micrétomo de marca
Olimpus del Laboratorio de Fisiologia Animal
de la Universidad de Narifio. En primer lugar
se derriti¢ parafina en una estufa hasta quedar
liquida, se llevé a moldes plasticos de forma
cuadrada, se introdujo el tejido de 0.5mmy
finalmente se sell6 con anillos propios para for-
mar el molde; llevandolo posteriormente a la
nevera durante 15 minutos.
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Antes de iniciar el proceso de corte (a 10 micras),
se tomo el molde, se quité el anillo y se retiré la
parafina en exceso y se mont6 al micrétomo, una
vez apareci6 el tejido, se llevé a bafio de flotacion,
con le fin de que la parafina que se encontraba en
le tejido se derrita y éste se expanda (Marti, 2002).
Finalmente, se tomo el tejido en una lamina por-
taobjetos y se procedi6 a observar al microscopio
con el objetivo de 40 x (Marti, 2002).

Se usaron los criterios taxondmicos propuestos
por (Alexopoulos et al.,, 1.996; Safiudo et al.,
2001), donde se tuvo en cuenta la presencia del
cuerpo del hongo (micelio) y estructuras repro-
ductivas (esporas y cuerpos fructiferos).

Pruebas de Patogenicidad

Material vegetal. La investigacion se realiz6 con
150 plantulas producidas por regeneracién na-
tural, utilizando sustrato natural extraido del
sitio de recolecciéon en campo, se embolsaron
en el vivero de la granja Experimental Botana
dela Universidad de Narifio, ubicada en el mu-
nicipio de pasto, a una altura de 2820 msnm,
con una temperatura media anual de 12°C y una
precipitacién media anual de 694 mm (IDEAM,
2002). Se trasladaron al invernadero de la Uni-
versidad de Narifo, a los 8 meses de edad con
una altura de 20 cm.

Inéculo. Obtenidas las colonias puras, se rea-
liz6 un lavado micelial de cada cepa contenida
en una caja Petri, para la obtencién del inéculo,
que consisti6 en adicionar 10ml de agua desti-
lada a las colonias, frotando conun policia de
vidrio, evitando la ruptura del medio de
culti- vo, repitiendo esta operaciéon hasta
homogeni- zar la solucion, se procedié a filtrar
y a mezclar

en 180ml de agua destilada, Se emple6 como
indculo suspensiones acuosas de conidias a
partir de placas esporuladas. La concentracion

a la que se ajusté la suspension fue de1 x 10°
conidias/mL (Eyal et al., 1987).

Inoculacién. La aplicacién de los 200 mL de
in6culo se realizé6 mediante aspersion, utilizan-
do5 mL deinéculo en cada planta. Se inocu-
laron 30 plantas, por cada cepa y se dejaron 10
plantas testigo.

Tras la inoculacién, las plantas, se mantuvieron
durante 15 dias, en un ambiente saturado de
humedad al interior de bolsas de plastico ce-
rradas, a una temperatura entre los 18 y 30°C,
para facilitar los procesos de desarrollo de la en-
fermedad.

Evaluacion de los sintomas. Semanalmente se
evaluaron los sintomas en cada planta inocula-
da, observando la apariencia de la hoja en com-
paracién con el testigo.

Incidencia en Invernadero
Para determinar el porcentaje de incidencia en
invernadero, se utilizé la férmula de Van Der

Plank (1963).

Numero de plantas con sintomas

% Incidencia = x 100

Nimero de plantas inoculadas

Reaislamiento. Una vez reproducidos los sinto-
mas en condiciones de invernadero se hizo realis-
lamiento del patégeno para su posterior iden-
tificaciony cumplimiento de los postulados
de Koch (Castano, 1998).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia en campo. El porcentaje de inciden-
cia en promedio, de la enfermedad se estima en
un 95% del area muestreada. La mancha ceniza
es una necrosis foliar ampliamente distribuida
en el motilon silvestre, lo que corresponde con
la gran distribucién de la enfermedad.

En todos los lugares visitados, se pudieron
observar plantas severamente afectadas por la
enfermedad. Los ejemplares afectados no pre-
sentan una distribucién homogénea en campo,
esto puede ser atribuidoa la diferenciade
susceptibilidad entre plantas. La elevada in-
cidencia y severidad de la enfermedad podria
estar relacionada con las intensas lluvias, ya que
la lluvia es el principal medio de diseminacién
del inéculo de los hongos causantes de necro-
sis foliares (Agrios, 2005). Esta circunstancia ha
quedado puesta de manifiesto por la elevada in-
cidencia que presentd este tipo de enfermedad.

Las plantas de motilén silvestre observadas en
el Centro Ambiental Chimayoy presentaban, en
general, defoliacién, un alto nimero de hojas
cloréticas con manchas, hojas verdes con lesio-
nes, presentando una mancha de forma circular
de color blanco, con puntos negros en toda la
superficie.

En una misma zona se podia encontrar plan-
tas de motilon silvestre severamente afectadas
y proximas a ellas otras plantas que solo te-
nian algunas hojas afectadas. Las lesiones que
presentaban las hojas verdes tenian tamafios
que oscilaban entre 1- 4 mm de didmetro, éstas
comenzaban siendo pequefios puntos rojos
que, al ir evolucionando la enfermedad, au-
mentaban en tamafio y se volvian de color negro
con el centro grisiceo y rodeadas por un halo

rojizo. Estas manchas de contornos irregulares
se encontraban repartidas por toda la superficie
foliar y afectaban tantola haz como el envés.
La Fig.1, indica como la enfermedad estd am-
pliamente distribuida en campo.

Figura. 1. Plantas de motilén severamente afectadas, tan-
to lahaz como el envés. Comienzo de la defoliacién, Sin-
tomas en campo.

Las manchas cenizas s6lo se observaban en las
hojas del motilén silvestre, mientras que otras
especies acompafantes, como encinos, fragua,
alisos, y otros matorrales, no mostraban este tipo
de sintoma. Esto es debido a la posible especi-
ficidad de huésped que muestran las especies
del género Septoria, aunque esta especificidad
todavia no ha sido bien estudiada.
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La mancha ceniza es una necrosis foliar amplia-
mente distribuida también enlos madrofos de
Andalucia, Espafia, lo que se corresponde con
la amplia distribucién de la enfermedad. En
esta especie forestal. Las manchas sélo se
observabanen las hojas de los madrofios,
mientras que otras especies acompafiantes,
como encinas, alcornoques, jarasy otros ma-
torrales, no muestran este tipo de sintoma.
(Romero y Trapero, 1999).

Aislamiento y purificacion. Después de efectua-
da la siembra, se realizaron las observaciones du-
rante ocho dias, periodo en el cual, aparecieron
las primeras colonias del patdgeno.

Cinco dias més tarde, las colonias habian crecido
y tenian un didmetro de3 a 4 cm y se reprodu-
jeron por medio de repiques de cada una de las

colonias, en el mismo medio de cultivo, para su
purificacion.

Se lograron aislar dos tipos de colonias
fan- gicas, caracterizada la primera por ser
algodo- nosa de color blanco, con centro color
amarillo o salmon y envés negro en el centro con
halos ama- rillo y blanco al extremo, el micelio
forma anillo alrededor y la segunda de aspecto
algodonoso, de color blanco con centro gris, se
observo un cre- cimiento radial; su envés es de
color crema con manchas negras y borde blanco,
el micelio en for- ma de estrella, tal como se
muestra en la Fig.2.

Las muestras de hojas, procedentes de las dife-
rentes zonas de estudio. Las colonias tenian for-
mas redondeadas, con bordes lisos o algo irregu-
lares, de color negro entremezclandose con hifas
de color blanco algodonosas.

Figura. 2 Caracteristicas
macroscopicas de los ais-
lamientos. Colonias de
los aislados, creciendo en
PDA. Se puede observar
' la alta presencia de mice-
lio blanco algodonoso.

A. Primer aislamiento mi-
celio de color blanco,
con centro color ama-
rillo o salmén.

B. Segundo aislamiento
crecimiento en anillos
intercalados gris- blan-
co negro-blanco.
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Estructura del hongo. Al realizar los montajes
microscopicos con azul de lactofenol; en las dos
colonias se observaron las mismas estructuras;
hifas verticiladas septadas.

Los sintomas caracteristicos de la enfermedad
ocasionada por el patégeno Septoria sp. son:
clorosis, caracterizada por tener una forma cir-
cular con centro blanco, puntos negros y un
halonecrético que se extiende en el area fo-
liar ocasionando un color rojizo, en su etapa
final es decolor café que causa defoliacién del
arbol. Después haber realizado los cortes his-
tolégicos, utilizando el micrétomo en la
Fig.3, se observa la presencia de picnidios
con coni-

dias alargadas hialinas, ligeramente curvadas
y septadas.

De acuerdo con las caracteristicas encontradas
en la Fig.4, las dos colonias, pertenecen al gé-
nero Septoria el cual presenta picnidios tipicos,
errupentes, con conidiéforos cortos y conidias
hialinas, elongadas a filiformes y multisepta-
das. Parasito de plantas superiores (Safiudo et
al., 2001). Pertenece a la clase Coelomycetes, Or-
den Sphaeropsidales, Familia Sphaeropsidaceae,
produce conidias dentro de picnidios, las cuales
son alargadas y delgadas, con uno o mas septos,
generalmente curvadas y siempre hialinas o ver-
dosas (Alexopoulos et al., 1996).

Figura 3. Caracteristicas microscopicas de los aislados. A primer aislado Se pueden apreciar varias
septas transversales en la conidia, B picnidios

Figura4 Se observa en la parte externa, las paredes de picnidio, mostrando las conidias,
hialinas, alargadas, septadas, curvas.
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Periodo de incubacidon. En seis semanas se pre-
sentaron los sintomas
mos- trando manchas foliares iguales a las
observa- das en campo.

de la enfermedad

Las treinta plantas inoculadas por aspersion,
presentaron los mismos sintomas, observados
en campo. Cabe destacar el largo periodo que
transcurrié desde la realizacién de las inocula-
ciones hasta que se manifestaron los primeros
sintomas. En las plantas inoculadas, la enferme-
dad inicié después de un mes presentando man-
chas blancas, con un anillo clorético y puntos
rojizos en el centro, la cual se extiende afectando
el tejido total dela hoja, posterior secamiento,
defoliacién descendente. Cuando la infeccién
avanzd, las manchas no superaban 4 mm de dia-
metro y eran muy numerosas. En un principio se
mostraron blancas luego las manchas eran total-
mente negras rodeadas de un halo rojizo, como
se muestra en la Fig. 5.

La enfermedad avanzé hasta la defoliacion de
las plantas, que posteriormente presentaban
nuevos brotes, generando un desgaste fi-
siologico y metabdlico en larecuperacién de
tejidos.

Incidencia en invernadero. El porcentaje de inci-
dencia en promedio, de la enfermedad se estima
en un 100 % de las plantas inoculadas.

Reaislamiento. Se obtuvo el mismo tipo de co-
lonia y las mismas estructuras de Septoria sp. en
los tejidos afectados de las plantas inoculadas,
lo cual permitié confirmar que este hongo es el
patégeno causante de la mancha ceniza del mo-
tilon silvestre, como ya indicaban las observa-
ciones de campo, llegando asi al cumplimiento
de los postulados de Koch.

Las caracteristicas distintivas de la mancha
ceniza descritas sobre las hojas de motilén
silvestre, asi como las estructuras fingicas aso-
ciadas a las lesiones necréticas, identificadas
como picnidios, y las observaciones macroy
microscdpicas de las colonias obtenidas a partir
de los aislamientos de las lesiones, permi-
ti6 identificar al agente causal como Septoria,
especie mitosporica descrita por primera vez en
1847 (Moore, 1959).

Este trabajo constituye la primera descripcion
de Septoria sp. como patégeno del motilon sil-
vestre Freziera canesnces en el Departamento de
Narifio, Colombia.

Figura. 5. Detalle de las manchas necréticas en plantas inoculadas. Hojas cloréticas de plantas inoculadas.
Se puede observar que las manchas se encuentran distribuidas por todo el limbo foliar.
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CONCLUSION

El agente causante de la mancha ceniza del
motilén silvestre Freziera canensces, en el Depar-
tamento de Narifio es Septoria sp, segun la
metodologia planteadaen esta investigacion.
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