CARACTERIZACION BIOLOGICA DE UN VIRUS DE
CAFE (Coffea arabica L.)EN COLOMBIA

Carlos Arturo Betancourth Garefa !

RESUMEN

Un nuevo virus en café que causa sintomas de clorosis intervenal, deformaciones
foliares, ampollamientos y sobrecrecimientos, al igual que el hinchamiento de nerva:
duras, necrosamiento y defoliacion, se detecté en las localidades de Fusagasugd
(Cundinamarca) y Andes (Antioquia). La eficiencia de transmision por inoculacion
mecdnica vario desde 20% de café a café, 40% de café a Chenopodium
amaranticolor y 50% de café a Chenopodium quinoa, pero no se logré transmi-
sion a Datura stramonium, Phaseolus vulgaris, Nicotiana tabacum ¥
Gomphrena globosa. En transmision por injerto la eficiencia fue del 80% de café
a café y no se logré transmitir a ninguna de las otras especies probadas. Fl rangg
experimental de hospedantes incluy6 C. amaranticolory C. quinoa en las cuales
se producen lesiones locales cloréticas redondeadas y en algunos casos, clorosis
sistémica. Estudios de microscopia electronica de transmision revelaron la presen:
cia de particulas isométricas de 50 a 60 nm de diametro, en muestras si ntométicaﬂ
tanto de café como de las plantas indicadoras.
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ABSTRACT

A new virusinfecting coffee at Fusagasuga (Cundinamarca) and Andes (Antioquia)
localities was found associated to symptoms of interveinal chlorosis, yellowing, leaf
distortion, blisters and outgrowths, as well as to swollen veins, necrosis, and
defoliation. Efficiency of transmission by mechanical inoculation was 20% from
coffee to coffee, 40% from coffee to Chenopodium amatranticolor, and 50%
[rom coffee to C. quinoea. No transmission was obtained from coffee to Datura
stramonium, Phase olus vulgaris, Nicotiana tabacum, N. benthamiana, and
(iomphrena globosa. Transmission by grafting had a efficiency of 80% from coffee
10 coffee, and there was no transmission to any other species tested. The experi-
mental host range includes C. amaranticolor and C. quinoa, in which round
chlorotic lesions were present, and sometimes systemic chlorosis. Observation of
symptomatic foliar tissue of coffee and C. guinoa under transmission electron
microscope revealed isometric 50-60 nm diameter particles in the cytoplasm.

IKeywords : Coffee, virus, transmission, host range.

INTRODUCCION

I'nelafio de 1997, investigadores de la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agricola- CORPOICA, adelantaron trabajos de diagndstico serologico y rango de
hospedantes del virus del rayado del banano (Banana streak virus, BSV), en las
localidades de Andes (Antioquia) y Fusagasuga (Cundinamarca), y observaron ar-
holes de café de la variedad Colombia con sintomas de paloteo, hojas con poco
brillo y enanismo, creciendo en cercanias de plantaciones de banano con sintomas
de la enfermedad causada por el BSV. Con base en estas observaciones se toma-
ron muestras foliares de estos arboles, para analizarlas mediante estudios
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ron muestras foliares de estos drboles, para analizarlas mediante estudios serologicos
con la prueba inmunoenzimética ELISA, utilizando anticuerpos policlonales para el
BSV. Los resultados indicaron que el 23% de las plantas presentaron reaccion
positiva (+) lo que llevo a los investigadores a sugerir que el disturbio en café sé
debia a la presencia de éste virus (Reichel et al., 1997).

Observaciones realizadas por Leguizamén y Martinez (1998), en plantas de ca &
de las localidades de Andes y Fusagasugd, donde el grupo de investigadores de
Corpoica registraron el posible problema viral, mostraron que estas plantas presen:
taban clorésis foliar, mosaicos, hojas con poco brillo y severa defoliacion;
sintomatologia desconocida previamente en este cultivo y asociada posiblemente @
unvirus. Ademas, que muestras foliares con esta sinfomatologia examinadas bajo
microscopia electrénica de transmision en el Centro Internacional de Agricultura
Tropical CIAT, revelaron la presencia de particulas isométricas de un tamafio entre
50 y 60 nm de didmetro, similares a las del género Caulimovirus.

Enel presente trabajo y contribuyendo al estudio del problema registrado en cafg,
se determinaron en condiciones de casa de malla algunos métodos de transmision
del virus, surango de hospedantes experimental y estudios de microscopia electro-
nica, que permitieron observar su forma y tamafio.

METODOLOGIA

El trabajo se desarroll6 en condiciones de casa de malla, en la Universidad dé
Caldas, ubicado a 2.200 msnm y a una temperatura promedio de 19 °C., en
invernadero del Centro Nacional de Investigaciones de Café Pedro Uribe Meji@
CENICAFE, municipio de Chinchina (Caldas), a 1.310 msnm y en la unidad de
Virologfa del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Palmira (Valle);
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lantas indicadoras

(‘enizo rojo (Chenopodium amaranticolor Coste y Reyn), Quinua (Chenopodium
quinoa L.), Chamico (Datura stramonium L, Willd), Globitos (Gomphrena
vlobosa L., Globe), Tabaco (Nicotiana tabacum L.), Tabaquillo (Nicotiana
hentamiana Domin) y frijol (Phaseolus vulgaris L).

(‘omo unidad experimental se utilizaron seis plantas de cada una de las especies
herbaceas de un mes de edad, con dos pares de hojas bien desarrolladas, y seis
plantas de café variedad Colombia de cuatro meses de edad. Se emplearon cinco
repeticiones, con ocho tratamientos correspondientes a las especies de plantas
herbaceas anteriormente mencionadas y café, los cuales se distribuyeron en un di-
sefio experimental completamente al azar y sus correspondientes testigos de las
mismas especies, las cuales tuvieron la misma distribucion y se ubicaron aparte para
evitar contacto entre ellas. Como variables de respuesta se establecieron el nimero
de plantas enfermasy el tiempo de aparicion de sintomas, las cuales se evaluaron
semanalmente.

Transmision mecanica

Se utilizaron tejidos sintomaticos de hojas jovenes de café, se maceraron en morte-
ros estériles, previamente refrigerados y en presencia de una solucion tampon (fosfato

de potasio) en proporcion 1:1 (v/v). Mediante pruebas preliminares inoculando

prupos de diez plantas por especie, se evaluaron en forma descendente (décima)

diferentes pH de la solucion tampon desde 8,0 hasta 7,0 y de igual manera

molaridades (centésima) desde 0,05 hasta 0,01. Ademads, se adicionaron 0,01 g

de Polivinil pirrolidona 40 (PVP) y 0,02 g de Polivinil poli pirrelidona (PVPP), para
cvitar problemas de fenolizacion. Se inoculé el primer par de hojas bien desarrolla-
do en cada una de las potenciales plantas indicadoras de un mes de edad, las cuales
se asperjaron previamente con carborundum 600 mallas y se frotaron con una gasa

3
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estéril, siguiendo la metodologia descrita por Yarwood y Fulton (1967). Después
de la inoculacién, las hojas se lavaron con agua destilada. Los testigos se inocula
ron (icamente con la solucion tampén con aditivos. Unavez seleccionado el (los)
mejor(es) pH y la mejor molaridad, se inocularon 100 plantas mas de cada una de’
las especies que resultaron positivas en las pruebas preliminares.

Transmision por injerto

Se utilizaron hojas sintomaticas de las plantas afectadas y se pusieron en contacto
con las potenciales plantas indicadoras de un mes de edad y con café variedad
Colombia de cuatro meses de edad, por medio de injerto de cufia. Esta técnicade
injerto se adoptd, teniendo en cuenta los métodos citados por Bos (1967). Las
plantas injertadas se mantuvieron en casa demallaa prueba de insectos. Adema:
entre plantay planta injertada se dejé una distancia adecuada, para evitar contactoj
entre ellas. Cadauna de las plantas tenia su testigo correspondiente injertado con
material aparentemente sano, procedente de Cenicafé. Posteriormente, se injerta-

ron 120 plantas de caf¢ adicionales.

Prueba de patogenicidad

Luego de la transmision del virus a las plantas indicadoras y para comprobar que
los sintomas registrados en dichas plantas eran causados por el mismo patogeno, s¢
tomaron plantas de C. quinoay amaranticolor que resultaron positivas despucs
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Microscopia electronica

Muestras foliares de plantas sintomaticas de C. quinoa, C. amaranticolor y café
se llevaron al Laboratorio de Virologia del Centro Internacional de Agricultura Tro-
pical (CIAT), para comprobar la presencia de particulas de virus en los tejidos

alectados. Seexaminaron las muestras por observacion al microscopio electronico
de transmision.

RESULTADOS Y DISCUSION
Transmision mecanica y rango de hospedantes

I:n las pruebas preliminares se determiné que la transmision mecanica dio resulta-
dos positives unicamente con un rango de pH de la solucién tampén (fosfato de
potasio) desde 7.0 hasta 7,3 y con una concentracion de 0,05 M, pero los mejores
resultados se obtuvieron con un pH de 7.2; con valores de pH superiores a 7,3
nunca se obtuvo transmision, lo mismo ocurrié con molaridades menores de 0,05
M. El porcentaje de transmision mecanica de café a café varié desde 1% hasta
20%, desde 6% hasta 40% para transmision de café a C. amaranticolor y desde
6% hasta 50% para transmision de café a C. quinoa (Tabla 1).

l[abla 1. Eficiencia de transmisién mecanica en diferentes especies, utili-
zando fosfato de potasio a diferentes pH y a una concentracién de 0.05 M.

de la transmisién mecénica, con sintomas de manchas cloréticas sistémicas y s€ Especies Transmision mecénica con fosfato de potasio a diferentes pH
repiti6 el proceso de transmision mecénica nuevamente hacia plantas de café. Se : : _1.0 7.1 72 73

; _ iy | Coffea arabica (var, Colombia) 1/100” 5/100 20100 6/100
inocularon cincuenta plantas de café variedad Colombia de dos meses de edadyl | Chenapodium quinoa 10/100 40/100 50/100 &/100
para comprobar que el patdgeno consistentemente estd relacionado directaments Chenopodium amaranticolor 6/100 20/100 40/100 8/100

wh: Nimero de plantas afectadas/ Nimero de plantas inoculadas,

con el disturbio.
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La mayor eficiencia de transmision de café a las diferentes especies inoculadas s
logré en C. quinoa, (50%), seguido por C. amaranticolor (40%) y café (20%) al
utilizar la solucién tampén a un pH de 7,2 y una molaridad de 0,05 (Tabla1). De
otro lado, no se presentaron sintomas en las plantas utilizadas como testigos en
ninguna de las especies y tampoco se presentaron sinfomas en las demas especies:
de plantas probadas: Datura stramonium, Nicotiana tabacum, N. benthamiana,
Gomphrena globosa'y Phaseolus vulgaris, las cuales se comportaron como 1o,
susceptibles (Tabla2).

Tabla 2. Eficiencia de transmision mecéanica en diferentes especies, utili-
zando solucién tampon fosfato de potasio a pH 7,2 y 0,05 M, en 40 dias de

evaluacion.
Especies Numero de Plantas Enfermas Eficiencia (%)
15DIAS 30DIAS 40 DIAS
Coffea arabica. (Var. Colombia) 0 12 20 20
Chenopodium quinoa 50 50 50 50
C. amaranticolor 40 40 40 40
Phaseolus vulgaris 0 0 0 0
Datura stramonium 0 0 0 0
Gomphrena globosa 0 0 0 0
Nicotiana tabacum 0 0 0 0

ElpH a 7.2 de la solucién tampén tuvo un marcado efecto enla eficiencia de trans-
mision del virus en las pruebas de café a café, de café a C. quinoa y de café a C:
amaranticolor.
En café los sintomas se expresaron después de un periodo de incubacionde 30 a
40 dias, siendo predominantes las bandas cloréticas intervenales y deformaciones
de lalamina foliar por sobrecrecimientos y ampollamientos. Los sintomas se mani:
festaron inicialmente hacia la nervadura central y avanzaron progresivamente hacia
toda lahoja, causando posteriormente un necrosamiento de lamismay por ultime
su defoliacion. Algunos de estos sintomas se describieron en condiciones de cam
po en los municipios de Andes y Fusagasuga (Leguizamon y Martinez, 1998).
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(‘onsistentemente en todas las plantas de C. guinoa y C. amaranticolor, que pre-
sentaron sintomas, estos estuvieron asociados con sintomas sistémicos en forma de
lesiones clordticas circulares, que aparecieron 6 a 15 dias después de la inocula-
cion. Estos sintomas se iniciaron un par de hojas por encima de las hojas inocula-
das aproximadamente (6 u 8 dias después de la inoculacion) y se expresaron en
lodas las hojas nuevas. Ademas, en algunas plantas se presento clorosis, moteado
sistémico y deformacion de hojas desde los primeros dfas y con un aspecto diferen-
l¢ al sintoma anteriormente mencionado.

|a literatura registra que los Caulimovirus presentan un rango de hospedantes
estrecho con unas pocas especies dentro de una o dos familias (Larson ef al.,
1950; Walker et al., 1945; Frazier, 1955; Brierley y Smith, 1950). Sin embargo,
deben realizarse pruebas de transmision con un mayor niimero de especies, para
poder comprobar si esta situacion es lamisma para este virus. Ademas, las plantas
indicadoras pueden ser usadas para mantenimiento, diagnéstico y multiplicacion del
virus, asi como también en procesos de purificacion del mismo. Las pruebas de
(ransmision mecanica demostraron la importancia del pH y la concentracién de la
solucién tampén (fosfato de potasio) en el éxito de la transmision y posiblemente,
¢n la estabilidad e infectividad del virus. De acuerdo a los resultados obtenidos es
importante estudiar el efecto de concentraciones molares superiores a 0,05M. Es-
l0s factores se han discutido en muchas relaciones de virus - hospedante (Lawson
y Taconis, 1965; Yarwood, 1952).

‘Transmision por injerto

| a transmision por injerto de café a café fue el método més eficiente. El virus se
(ransmitié a 120 de las 150 plantas injertadas (80%). Los sintomas aparecieron
entre 50 - 60 dias después de la inoculacion, en el primer brote por debajo del
injerto en forma de manchas anulares conspicuas y muy abundantes en lahaz, junto
con ampollamientos y textura dspera de la lamina foliar como los sintomas mas
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prevalentes. No hubo transmision por injerto de café a C. quinoa, C. amaranticolorl Microscopia electronica
D. stramonium, G. globosa, N. tabacum, N. benthamiana 'y P. vulgaris, situa:
I n examenes de microscopia electronica de transmision de tejidos foliares de C. quinoa,
(" amaranticolor y café con sintomas de lesiones locales cloréticas y manchas anu-
lures respectivamente revelaron la presencia de particulas isométricas de un tamario
entre 50 a 60 nm de diametro. Mediante la técnica de cortes histologicos ultrafinos, se
encontraron viroplasmas ubicados en el citoplasma, similares a los descritos para los
Cuulimovirus tal como se registra en la literatura (Kitajima, 1973; Fujisawa et al.,
1967; Fujisawaet al., 1971, 1972, 1973; Rubio, 1956; Prione et al., 1960, 1961 Lawson

y Hearon, 1977; Hearon y Lawson, 1981; Francki et al, 1995, Arroyave y Morales,
1999, comunicacion personal).

cién que segin Bos (1967) se debe a la incompatibilidad fisiologica existente entre
el patron y el injerto. Los sintomas se presentaron €n los primeros brotes nuevos
por debajo del injerto, en ocasiones con proliferacion de los mismos y clorosis
generalizada. Las hojas presentaron deformaciones tanto en la lamina foliar como
en los bordes, los patrones de nervaduras presentaron formas irre gulares totalmen-
te atipicas en comparacion con hojas normales de los testigos, los cuales no desas
rrollaron sintomas. Esta sintomatologia no se habia registrado anteriormente el
café y es diferente a los sintomas producidos por factores abi6ticos.

Sintomas como estos son muy frecuentes en enfermedades causadas por virus y et
especial la clorosis intervenal, deformacion de hojas y manchas anulares, se han CONCLUSIONES
descrito anteriormente en especies como dalia, fresa, coliflor y otras que han sida
probadas dentro del rango de hospedantes, de virus del género Caulimovirus
(Brierley, 1951; Larson et al., 1950; Walker et al., 1945; Frazier, 1955; Brierley ¥

Smith, 1950).

I'n algunas fincas de los municipios de Andes (Antioquia) y Fusagasuga
(Cundinamarca), el cultivo de café esta afectado por un agente de posible naturaleza
viral que causa sintomas de clorosis intervenal, manchas anulares, mosaico, deforma-
cion de hojas, ampollamientos, necrosis y defoliacion. Por otra parte, aunque existe la
posibilidad de presentarse transmision mecanica en condiciones de campo, el hecho
de no ser un patégeno de facil transmision mecénica, como lo demostraron las dife-

rentes pruebas realizadas, disminuye el riesgo que esta ocurra con labores como co-
secha, poda o zoqueo.

Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de transmision mecéanica de C. quinoay C. amaranticolor a café]
permitieron confirmar que los sintomas observados en estas plantas indicadoras
estén asociados con el virus causante del disturbio en café, ya que en diez de cinf§ /nicamente dos de las especies diferentes al café, Chenopodium quinea y C.
amaranticolor, se infectaron por transmision mecanica. Estas plantas pueden ser
usadas para diagnostico de la enfermedad gracias a la rdpida expresion de los sinto-
mas después de la inoculacion y se presentan como alternativa para mantenimiento y
multiplicacion del patogeno, asi como también para los futuros trabajos de purificacion
del mismo. La forma y tamafio de las particulas, permiten considerar la posibilidad de
(ue este patogeno sea una especie dentro del género Caulimovirus.

cuenta plantas de café inoculadas se desarrollaron sintomas similares a los encons
trados en campo y en las otras pruebas de transmision. Los sintomas aparecieron
alos 45 dias después de la inoculacion y se manifestaron como manchas cloréticas
de tamafio pequeio, las cuales progresaron hacia bandas intervenales, deformacios
nes de la lamina foliar y textura dspera por ampollamientos.
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