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RESUMEN

Cederio, L., Carrero, C., Mohali, S., Palacios-Prii, E. y Quintero,K.
1995. Muerte regresiva en parchita causada por Lasiodiplodia
theobromae en Venezuela. Fitopatol. Venez. 8:7-10.

Lasiodiplodia theobromae (=Botryodiplodia theobromae), anamorfo
de Botryosphaeria rhodina, es confirmada como la causa de la muerte
regresiva que afecta las ramas de la parchita (Passiflora edulis f.
flavicarpa), en la regi6n situada al sur del Lago de Maracaibo,
Venezuela. La enfermedad estd ampliamente extendida en la zona
ocasionando danos que disminuyen sustancialmente los
rendimientos, particularmente durante los meses més secos
(Enero-Marzo). Las observaciones de campo sugieren que la infeccién
por L. theobromae est4 asociada a escoriaciones provocadas en la
corteza de las ramas por el dcaro Tetranychus urticae y a estrés
hidrico. E1 hongo causa lesiones en los entrenudos de las ramas
principales y en los sitios de emergencia de hojas y ramas
secundarias que, posteriormente, invaden los tejidos internos
provocando secamiento y muerte regresiva. Las lesiones son
inicialmente marrén-claro y luego muestran centro blanco-grisdaceo
y margen marrén-claro. La corteza de las ramas muertas se
desprendié facilmente y en su superficie se observaron numerosos
picnidios oscures, subepidérmicos y errumpentes. El patégeno se
identificé sobre la base de las caracterfsticas de las estructuras
reproductivas asexuales y el tamano de los conidios. Los conidios
fueron inicialmente hialinos, unicelulados y de pared celular gruesa,
pero mds tarde se observaron pigmentados de marrén-oscuro,
uniseptados, con estrias longitudinales y dimensiones de 23,4-26,1
x 12,3-13,9 um. Inoculaciones realizadas mediante la incrustacién
de palillos de madera colonizados por el hongo y por aplicacién de
discos de agar-micelio sobre heridas causadas por escoriacién y
puncién de la corteza, produjeron sintomas similares a los
observados en ¢l campo. L. theobromae fue aislado constantemente
de los tejidos infectados experimentalmente.

Palabras clave adicionales: Botryodiplodia theobromae,
Botryosphaeria rhodina

ABSTRACT

Cederio, L., Carrero, C., Mohali, S., Palacios-Prii, E. and Quintero,
K. 1995. Passion fruit dieback caused by Lasiodiplodia theobromae
in Venezuela. Fitopatol. Venez. 8:7-10.

Lasiodiplodia theobromae (= Botryodiplodia theobromae), anamorph
of Botryosphaeria rhodina, was confirmed as the cause of passion
fruit (Passiflora edulis f. flaviearpa) vines dieback. The disease is
widely disseminated at the south of Lake Maracaibo, Venezuela,
producing damages that reduce yields substantially, especially
during the drier months (January- March). Field observations
suggested that the infection by L. theobromae is associated to bark
scarifications caused by the mite Tetranychus urticae, and to drought
stress. The fungus causes lesions on the internodes of the main
branches and at the sites of emergence of leaves and secondary
branches, and later invade the internal tissues inducing dieback.
The lesions are initially light-brown and later show a white-grayish
center and light-brown margin. The bark of dead branches was
easily detached, and its surface showed numerous dark,
subepidermic and erumpent pycnidia. The pathogen was identified
on the basis of characteristics of asexual reproductive structures,
and the size of conidia. Conidia were initially hyaline, unicellular,
and had thick cell walls, but later they became dark-brown
pigmented, developed one septum, showed longitudinal striations
and measured 23.4-26.1x 12.3-13.9 um. Inoculations made by
inlaying wooden toothpicks colonized by the fungus, and by applying
agar-mycelium disks over wounds caused by scarifications and
puncturing the bark, produced symptoms similar to those observed
in the field. L. theobromae was constantly isolated from
experimentally infected tisssues,

Additionals key words: Botryodiplodia theobromae, Botryosphaeria
rhodina

INTRODUCCION

La parchita (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) es un
frutal menor que ha adquirido notable importancia
econdémica en la regién situada al sur del Lago de Maracaibo.
La explotacion del cultivo ha sido favorecida, principalmente,
por la exigencia de materia prima para la industria y el
mejoramiento de las prédcticas agronémicas. Con el
incremento poblacional han surgido algunos problemas
fitopatoldgicos que disminuyen los rendimientos y alteran la
calidad de los frutos. En los dltimos cinco afios fueron
reportadas dos destructivas enfermedades, la “muerte
repentina” causada por Nectria haematococca Berk.&
Broome (6) y la “antracnosis de los frutos” inducida por
Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld.& H. Schrenk (4).

Durante inspeccién realizada en Febrero de 1992, a
plantaciones existentes en los asentamientos campesinos
“Maria Dolores I”, Municipio Auténomo Sucre, Estado Zulia,
y “La Macarena” y “Muyap4”, Municipio Auténomo Justo
Bricetio, Estado Mérida, se encontraron numerosas plantas
cuyas ramas presentaban sintomas de muerte regresiva.

Observaciones posteriores revelaron que la enfermedad esta
ampliamente extendida en la zona, pero se presenta con més
frecuencia durante el periodo de sequia (Enero-Marzo),
ocasionando una apreciable disminucién en los rendimientos.
Las ramas enfermas presentaban lesiones blanco-grisceas
con un ligero margen marrén-claro. La corteza de las ramas
muertas se desprendia con facilidad y en la superficie
mostraba numerosos picnidios oscuros, subepidérmicos y
errumpentes. En el interior de las ramas se localizé un
micelio profuso de aspecto verde-grisdceo. Los picnidios
contenian parafisis, células conidiégenas y conidios con las
caracteristicas tipicas de Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl. (=Botryodiplodia theobromae Pat.),
anamorfo de Botryosphaeria rhodina (Cooke) Arx (15,20). En
Venezuela, L. theobromae ha sido asociado a enfermedades
en importantes especies agricolas y forestales (2,3,5,8,22).

El objetivo principal del trabajo que se reporta, fué
confirmar si L. theobromae es el causante de la muerte
regresiva que destruye las ramas de la parchita. Un reporte
preliminar fué publicado en forma de resumen (3).

Fitopatol. Venez. 7



MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacién. Los materiales
utilizados para aislar e identificar el patogeno fueron
colectados en el asentamiento campesino ‘Muyapd’
(Septiembre, 1992). Del margen de las lesiones se cortaron
fragmentos de aproximadamente 2 mm°, que se
desinfestaron superficialmente por 1 min en una solucién
preparada con hipoclorito de sodio (0,5%), acido lactico (0,1%)
y Tween-20 (0,1%). Seguidamente las muestras fueron
lavadas varias veces con agua destilada estéril, secadas en
papel filtro estéril y transferidas asépticamente a placas de
agua-agar 2% acidificado con 4ci do lactico (AAA). Igualmente
se hicieron siembras directas del micelio extraido del interior
de las ramas. Las placas se incubaron a 26-28°C y en
condiciones de 12 h de oscuridad y 12 h de iluminacién con
luz fluorescente. Las colonias fueron purificadas por
transferencia de 4dpices hifales a placas de AAA Yy,
posteriormente, subcultivadas en papa-dextrosa-agar (Difco
PDA) y harina de avena-agar (HAA, harina de avena 30 g y
agar 20 g), para producir los cultivos que serian utilizados en
las pruebas de identificacién y patogenicidad. Los cultivos
fueron conservados bajo refrigeracién en tubos de PDA
inclinado. Varios picnidios formados en HAA fueron fijados
con mezcla de formaldehido y glutaraldehido diluidos al 3%
en tampén 0,1M y pH 6,3 de cacodilato de sodio, lavados con
el mismo tampén, deshidratados en soluciones de alechol
etilico (80, 95 y 100%), tratados con alcohol etilico-éter (1:1)
e incluidos gradualmente en parlodién disueltoal 2, 6 y 8%
en alcohol etilico-éter. En un micrétomo de deslizamiento se
hicieron cortes de 10-12 pm que fueron coloreados con
lactofucsina 0,025%. Para la identificacién del hongo se
usaron las deseripciones publicadas por Punithalingam (15)
y Sutton (20).

Inoculacién y reaislamiento. En las pruebas de
patogenicidad se usaron plantas sanas cultivadas en bolsas
de polietileno, cuyas ramas principales tenfan un grosor
promedio de 0,5 cm. En cada rama se inocularon cuatro
entrenudos intermedios desinfestados superficialmente con
alcohol etilico 70% y lavados abundantemente con agua
destilada estéril. Como inoculo se utilizaron palillos de
madera colonizados por el hongo y discos de HAA-micelio (0,5
cm diam). Los palillos se esterilizaron en autoclave por 20
min a 121°C y posteriormente fueron transferidos a cultivos
del hongo creciendo en HAA por 3d a 26-28°C. Cinco dias més
tarde, los palillos colonizados fueron retirados e incrustados
en los entrenudos hasta la médula, cortados a nivel de la
superficie de las ramas y cubiertos con parafilm. En los
controles se insertaron palillos estériles sin el hongo. El otro
método de inoculacién consistié en aplicar discos de
HAA-micelio cortados del margen de los cultivos fungicos de
3d de edad, en ramas sin y con heridas provocadas frotando
moderadamente la corteza con una esponjilla de metal
(escoriacién) y por puncién con una aguja estéril. En los
controles se aplicaron discos de HAA estéril sin el hongo. Los
sitios de inoculacién se mantuvieron protegidos por 3d con
plastico transparente. Inmediatamente después de la
inoculacién las plantas se incubaron en el invernadero y
frecuentemente fueron examinadas para observar el
desarrollo de la infeccién. A partir de los materiales
inoculados se hicieron reaislamientos para verificar el
cumplimiento de los postulados de Koch.

RESULTADOS

Sintomas. El patégeno produce lesiones que ocasionan
defoliacién y muerte regresiva en las ramas de la parchita.
Las lesiones se originan en los entrenudos y en los sitios de
emergencia de hojas y ramas secundarias. La manifestacion
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inicial de 1a enfermedad es la presencia de manchas
marrén-claro que luego se ensanchan mostrando centro
blanco-griséceo y margen irregular marrén-claro. Cuando la
infeccién alcanza los tejidos internos, las hojas se vuelven
amarillas y posteriormente se caen. Simultdneamente las
ramas comienzan a presentar sintomas de muerte regresiva.
La corteza de las ramas muertas se desprendié con facilidad
y en la superficie se observaron numerosos picnidios oscuros,
subepidérmicos y errumpentes. En los tejidos localizados
debajo de 1as lesiones se aprecié un micelio profuso de aspecto
verde-grisaceo. En algunas de las ramas que presentaban los
manifestaciones tipicas de la enfermedad, también se
observaron lesiones corticales producidas por dcaros que,
aparentemente, facilitan la infeccién.

Aislamiento e identificacién. Los numerosos
aislamientos realizados a partir de los materiales infectados
naturalmente, consistentemente originaron colonias
fiingicas de caracteristicas idénticas. En PDA y HAA las
colonias fueron inicialmente blancas, luego grises y
finalmente oscuro-griséceas. El hongo formé picnidios a las 2
y 3 semanas de crecimientoen HAAy PDA, respectivamente.
En PDA los picnidios aparecieron individualmente, pero en
HAA se observaron inmersos en masas estromaticas oscuras
y pilosas que se levantaban como estructuras columnares.
Los picnidios eran oscuros, de paredes constituidas por
células pseudoparenquimaticas, ostiolados y en su interior se
visualizaron parafisis, células conididgenas y conidios
(Fig.1). Las células conidiégenas, hialinas y ampuliformes, se
formaron a partir de la capa de células mas interna de la
pared picnidial y formaron un sé6lo conidio. Las paréafisis se
apreciaron filamentosas, hialinas y septadas. Los conidios
fueron inicialmente unicelulares, hialinos y de pared celular
gruesa, pero posteriormente se volvieron bicelulares,
pigmentados de marron-oscuro, presentaban estrias
longitudinales en la superficie y midieron 23.4-26,1x 12,3 -
13,9um (media mas o menos desviacién estandar) (Fig.2). E1
pigmento se observo acumulado en la pared celular, el septo
y las estrias.

Inoculacién y reaislamiento. Las inoculaciones
realizadas por incrustacién de palillos y aplicacién de discos
de HAA-micelio sobre heridas causadas por raspado y
puncién, resultaron positivas y permitieron reproducir en
ramas sanas sintomas similares a los observados en el campo.
Los controles y las ramas inoculadas sin heridas no
presentaron senales de infeccién. El método de inoculacién
més efectivo fue el que se realizé por escoriacion, por cuanto
la infeccién se desarrollé més rapidamente que en los
correspondientes a palillos y puncién. En consecuencia, sélo
se reportan los resultados obtenidos este método de
inoculacién. Las primeras manifestaciones de infeccién
aparecieron a las 48 h después de la inoculacién como
pequeiias lesiones de color marrén-claro. Dos dias mas tarde,
las lesiones se habian tornado ligeramente hundidas y
mostraban centro blanco-griséceo y margen marrén-claro.
Para esa fecha las hojas mostraban sintomas de
amarillamiento y marchitez y varias ramas habian
comenzado a secarse en forma progresiva y descendente.
Una semana maés tarde, todas las ramas inoculadas estaban
muertas y habfan perdido la mayor parte de las hojas. Enlas
ramas muertas se formaron abundantes picnidios idénticos
a los encontrados en las infectadas naturalmente. El hongo
inoculado fue aislado frecuentemente de las ramas infectadas
experimentalmente, pero no de las ramas control ni de las
inoculadas sin heridas.



Fig 1. Lasiodiplodia theobromae, seccion longitudinal de un picnidio
producido en papa-dextrosa-agar, mostrando conidios inmaduros
coloreados con fucsina acida 0,025%(filtro azul).

DISCUSION

El hongo se identificé como L. theobromae sobre la base
de la morfologia de las estructuras reproductivas asexuales
y las dimensiones de los conidios (15,20). Los conidios que al
principio fueron unicelulares, hialinos y de pared celular
gruesa, posteriormente se volvieron bicelulares,
pigmentados de marrén-oscuro y mostraban estrias
longitudinales al observarlos con el microscopio foténico. La
presencia de estrias es una caracteristica tipica de los
conidios de este hongo y por lo tanto un cardcter taxonémico
importante. Con microscopia electrénica de barrido, Uduebo
(21) no pudo observar las estrias; sin embargo, mediante
andlisis de microscopia electrénica de transmisién, Yaguchi
y Nakamura (24), comprobaron que las estrias son el
resultado de la acumulacién de una sustancia de elevada
densidad electrénica, probablemente melanina, en la capa
mas externa de las dos que constituyen la pared celular de
los conidios pigmentados.

La reproduccion experimental de los sintomas de la
enfermedad en plantas inoculadas con L. theobromae y el
reaislamiento frecuente de este microorganismo, dieron
cumplimiento a los postulados de Koch. En consecuencia, se
concluyé que L. theobromae es el causante de la enfermedad
de muerte regresiva que ataca las ramas de la parchita en la
region localizada al sur del Lago de Maracaibo. La
enfermedad es el resultado de lesiones que aparecen en los
entrenudos y en los sitios de emergencia de hojas y ramas
secundarias. Es importante sefialar que Urtiaga (22) en su
“Indice de Enfermedades en las Plantas cultivadas de
Venezuela y Cuba”, registra a L. theobromae en frutos de
parchitas cultivadas en El Eneal, estado Lara. El hongo es
un parésito oportunista que se presenta, principalmente, en
las regiones tropicales y subtropicales, dénde ha sido
asociado a enfermedades en aproximadamente 500 especies
de plantas (15,16). La literatura especializada sefiala que el
hongo causa podredumbre en raices, tallos y frutos; manchas
foliares, quema de plantulas, cdncer, gomosis, muerte
regresiva y manchado de fibras en especies forestales (1,2,
3,5,7,9,10,12,23). Comunmente L.theobromae es
considerado un patégeno facultativo debido a que sélo
produce infeccién en las plantas hospederas que presentan
heridas, estrés hidrico y/o deficiencia nutricional, y tejidos en
descomposicién (7,11,12,18,19,23). Segun Olunlayo (14), las
heridas causadas por insectos predisponen los tejidos a
infecciones por L. theobromae. Recientemente, Wilson y
Pitkethley (23), relacionaron la muerte regresiva inducida

Fig. 2. Lasiodiplodia theobromae , conidios maduros e inmaduros.

por L. theobromae en Mimosa pigra, con un efecto combinado
de estrés hidrico y las galerias causadas por la polilla
Neurostrate gunniella, la cual fué introducida a Australia
para controlar biolégicamente esa maleza. La enfermedad no
aparecid en la época lluviosa atn cuando el insecto estaba
presente. En el caso que se reporta, la muerte regresiva de
las ramas estéd asociada a estrés por déficit hidrico y
escoriaciones corticales causadas por el dcaro Tetranychus
urticae. Este dcaro ha sido sefialado como la plaga mas
dafiina de la parchita cultivada en Hawaii (13), ya que las
lesiones que produce en la corteza de las ramas inducen
defoliacién y muerte regresiva. Sin embargo, en la literatura
consultada no se encontré informacién relacionada con la
asociacion entre los dafios causados por el 4caro y la infeccion
por L. theobromae. Observaciones de campo revelaron que la
enfermedad aparece con mayor frecuencia en los meses més
secos del afio (Enero-Marzo), periodo durante el cual la
parchita sufre estrés hidrico y la poblacién de dcaros es mas
alta.
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