Rev. Biol. Trop. 34 (1): 63-74, 1986
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Abstract: Ascochyta phaseolorum and Pseudomonas sp. were isolated from infected Sechium edule fruits
collected in the Valley of Ujarras, Costa Rica. Young and mature healthy fruits were inoculated with suspen-
sions of fungus spores or bacteria and placed in humid chambers in the laboratory or in the greenhouse.
Only the young fruits from the laboratory developed lesions. The lesions produced by the fungus are charac-
terized by rupture and lysis of the epidermal cell walls, with posterior invasion of the mesocarp parenchyma
and the vascular tissues. In general, tissue destruction is correlated to the size of the lesion; the infection
may even cause rotting of the fruit. Bacterial lesions showed thickening of the walls of the surrounding cells,
as well as cytoplasm granulation and inclusions of crystalline formations. Bacteria were not observed inside
the wound. There was no difference between natural lesions in the fruits collected in the field and those

induced in the laboratory.

El chayote es una planta comestible casi en
su totalidad, ya que de ella se aprovechan las
raices, semillas, frutos, flores y retofios tiernos.
Algunos andlisis permitieron comprobar que los
tallos tiernos de chayote (cogollos) son mas ri-
cos en nutrientes que muchas hortalizas y la
mayor parte de los cereales (Medina, 1969). Por
la importancia que recién adquiere como pro-
ducto de exportaciéon no tradicional, y gracias
a la amplia aceptacion que tiene en mercados
internacionales, promete convertirse en una va-
liosa fuente generadora de divisas.

Hasta el momento, las plagas y enfermedades
que atacan el cultivo han sido, entre otros, fac-
tores limitantes de una productividad rentable.
La mayor parte de dichas enfermedades ha sido
poco estudiada. Entre las mads frecuentes y seve-
ras, se halla la peca blanca que ataca el cultivo
en el Valle de Ujarrds, Costa Rica (Sdenz, 1985).
Dicha enfermedad es causada por el hongo
Ascochyta phaseolorum (Deuteromycete, orden
Sphaeropsidales; Gonzdlez, 1976). En el campo
se distinguen dos tipos de lesion; una seca, con-
siderada tipica y otra rodeada de un halo con
apariencia acuosa. En la actualidad ha cobrado
mayor importancia, debido a su posible asocia-

cion con una bacteria del género Pseudomonas
sp. Se ha propuesto que la asociacion de estos
patogenos causa un severo dafio e induce la pu-
dricion del fruto, lo que produce un fuerte re-
chazo, no tanto en el mercado local, como en el
internacional. El objetivo de esta investigacion,
es aclarar algunos aspectos sobre el desarrollo
de esta enfermedad en el fruto y determinar la
posible interaccion de esos patdgenos.

MATERIAL Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en el Labora-
torio de Anatomia Vegetal de la Escuela de
Biologia y en el Laboratorio de Fitopatologia
de la Escuela de Fitotecnia de la Universidad de
Costa Rica, de Agosto de 1984 a Junio de 1985.
Se colectaron frutos sanos y frutos con el sinto-
ma tipico de la enfermedad en la zona produc-
tora del Valle de Ujarras, Provincia de Cartago,
donde se encuentran las plantaciones comer-
ciales. De los frutos enfermos se aisl6 el hongo
Ascochyta phaseolorum y la bacteria Pseudo-
monas sp, Estos organismos fueron cultivados
en medio nutritivo de dextrosa, agar y papa, en
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platos de petri. Antes de inocular, se lavo pre-
viamente los frutos conaguay jabon y se desin-
fecto con alcohol de 700. Las pruebas se efec-
tuaron de la siguiente forma: un grupo de fru-
tos s6lo con el hongo, otro grupo sélo con la
bacteria, y un grupo utilizado como testigo en
cada uno de los tratamientos. Se hicieron dos
repeticiones de cada tratamiento.

Se realizaron las inoculaciones del hongo con
una asa en forma localizada sin producir heri-
das. La suspension de conidios en agua destilada
se coloco sobre la superficie de los frutos madu-
ros; éstos fueron luego almacenados en una cd-
mara humeda dentro del invernadero. Se repitio
la experiencia utilizando frutos jovenes; una
parte de éstos se coloco en las cdmaras humedas
del laboratorio a una temperatura de 21-22 °C,
laotraenel invernadero a temperatura ambien-
te.

Las inoculaciones de la bacteria se hicieron
con un gotero en forma localizada, provocando
heridas. Se limpi6 el mucilago que sali6 del fru-
to al provocarse la herida y se coloco colonias
bacterianas suspendidas en agua destilada, so-
bre la superficie de frutos maduros. Estos fue-
ron colocados en una cimara himeda en el la-
boratorio.

Durante los dos primeros dias después de
realizada la inoculacion, se colectdé muestras de
las dreas infectadas a las 9 a.m. y las S p.m.; des-
pués se tomo una muestra cada dos dias hasta
que aparecieron los sintomas tipicos de la en-
fermedad. Las lesiones producidas en el campo
fueron comparadas con las producidas en el la-
boratorio con el fin de establecer semejanzas y
diferencias. Las muestras procedentes del mate-
rial colectado en el campo, asi como las produ-
cidas en el laboratorio, fueron fijadas en F.A.A.
(Johansen, 1940). Parte del material fijado fue
usado para observacion al microscopio de luz
y parte para microscopia electronica de barrido.

Los especimenes utilizados en microscopia
de luz se deshidrataron mediante una serie de
alcoholes y se infiltraron en Paraplast-Plus. Se
hicieron secciones transversales de 20 um de
grosor y se las tiné siguiendo la técnica de
Sharman (1943), o la técnica de Safranina-Fast
Green. Se montaron las secciones en Preservas-
lide y se observaron al microscopio Leitz Dialuz
20. Para el examen de microscopia electronica
de barrido, las muestras se deshidrataron me-
diante una serie ascendente de alcohol etilico,
y se llevaron hasta el punto de secado critico
con CO, liquido. Los especimenes se montaron

en soportes de aluminio empleando pintura
conductora de plata. Se coloc6 el material en
un cobertor i6nico y se cubrié con pelicula de
oro. Se observo las secciones en un microscopio
de rastreo bajo un voltaje de aceleracion de 10
y 15 KV.

Parte de las secciones de fruto fueron fija-
das en F.A.A., deshidratadas con la técnica de
Johansen (1940) y embebidas en parafina. Se
hicieron cortes transversales de 8 um de grosor
y se colocaron sobre un cubreobjetos redondo.
Se fij6 con el adhesivo de Haupt y se seco a
37 0C durante cuatro horas. Las secciones fue-
ron desparafinadas en xileno, transferidas a una
mezcla 1:1 de xileno<tanol y luego a alcohol
de 100; posteriormente, fueron secadas al aire.
Los cubreobjetos fueron fijados a bases de alu-
minio con pintura conductora de plata, cubier-
tos con oro y observados en un microscopio
electronico de barrido (Gaudet y Kokko, 1984).
También se hicieron réplicas con colodion de la
superficie inoculada de un grupo determinado
de muestras; éstas se observaron al microscopio
de luz.

RESULTADOS

A. Descripcion morfologica del fruto de Sechium
edule Swartz c.v. Quelite

Los frutos son carnosos, con pericarpo blan-
co o verde, y superficie lisa. La epidermis es uni-
celular; con células de paredes externas conve-
xas y cuticularizadas en seccion transversal; las
células poseen un nucleo bastante grande. Los
estomas son de tipo actinocitico, elipticos, hun-
didos y de densidad moderada. Los tricomas
son multicelulares uniseriados y multicelulares
capitados. El mesocarpo es parenquimatico, de
color verdoso o blancuzco. Las células son ricas
en granulos de almidon, grasa y agua. Tanto en
la epidermis como en el mesocarpo, las células
contienen numerosos cristales de oxalato de
calcio (rafidios) y mucilago. En los frutos, este
jugo sale a la superficie en forma de grandes go-
tas al efectuarse un corte; al secarse, forma una
cubierta gomosa y vidriosa sobre la herida.

En los frutos maduros es frecuente encon-
trar numerosas fibras localizadas bajo la epider-
mis; en los jovenes, esas fibras ain conservan
parte de su protoplasto y sus paredes no mues-
tran el grosor caracteristico de una fibra madu-
ra. Por lo comun, el endocarpo tiene numerosas
fibras. Tanto en frutos jovenes como maduros,
se observa un tejido vascular bien desarrollado.
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Fig. 1: Seccion transvcrsal de fruto mostrando una lesion colectada en el campo. (160 1) 1: lesion, ts: tejido sano.

Fig. 2: Seccion transversal de fruto mostrando tcjido intcrno invadido por micelio. (320 x) ti: tejido intectado,
mi: micelio.
Fig. 3: Scccion transversal dc fruto mostrando tejido entermo. (320 ) tl: tejido lesionado.

Fig. 4: Scccion transversal dc fruto mostrando ¢l desarrollo de picnidios con conidios ¢n su interior. (320 x) tl: teji-
do lesionado, pi: picnidio.
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B. Germinacion de las esporas y efecto del hon-
go y la bacteria sobre el fruto

1) Lesiones de campo: Las lesiones son cir-
culares, de bordes bien definidos, de color blan-
co o grisiceo y superficie externa céncava. En
las lesiones pequeiias el hundimiento es leve, en
las mayores conspicuo (Fig. 1).

Ocasionalmente, algunas lesiones no presen-
tan hundimiento. En el campo, pueden colec-
tarse frutos cuyas lesiones s6lo muestran un ha-
lo circular de aspecto acuoso. Estas lesiones,
aceleran su desarrollo en postcosecha; son de
color pardo y llegan a pudrir todo el fruto. En
lesiones severas hay gran produccion de picni-
dios oscuros.

Al microscopio de luz, las lesiones incipien-
tes, revelan disolucion de la cuticula y destruc-
cion total de algunas células epidérmicas. Las
lesiones que se aproximan al cm de longitud
muestran destruccion total de la epidermis y
del mesocarpo circundante. Estas observacio-
nes son validas tanto para las lesiones secas
como para las de halo acuoso. La diferencia
fundamental entre esas dos, estd en que el
halo que rodea a las segundas, estd formado por
una capa de células obliteradas, con gran can-
tidad de micelio en su interior. Las lesiones de
mayor tamafio muestran una invasion posterior
del micelio a los tejidos internos de la planta; en
especial, del parénquima y del tejido vascular
(Fig. 2). Las células invadidas sufren un rdpido
colapso y su protoplasto se desintegra (Fig. 3).
Las células sanas en apariencia, tienen gran can-
tidad de sustancias (sobre todo almidén) en su
interior; las células invadidas, carecen de estas
circunstancias.

El micelio es septado, ramificado, de grosor
variable y con muchas irregularidades en sus
paredes (Fig. 5). Es casi siempre intracelular y
se extiende a través de las paredes. Abunda en
la mayoria de los tejidos destruidos e invade
tanto el tejido vascular como el parénquima del
mesocarpo. Los restos de micelio, aparentemen-
te viejo, muestran una coloracion oscura. Las
células en que el contenido de micelio es noto-
rio, se caracterizan por un engrosamiento oca-
sional de las paredes y un relleno total de los
espacios intercelulares; en algunos casos, dichas
paredes presentan un color dorado. En las dreas
infectadas se observa, ademds, que los proto-
plasmas son granulares: después de un tiempo
el contenido celular se vuelve pardo y las células
mueren. La invasion del micelio es rdpida a tra-

vés del parénquima y lenta via esclerénquima;
este ultimo tejido restringe la extension del mi-
celio.

En el xilema, se observa destruccion de los
elementos traqueales durante su ontogenia.
Cuando el hongo invade el tejido vascular en
etapas ontogenéticas tempranas, se producen
formas teratologicas y en otros casos, no se
completa la diferenciacién de los elementos.
Las células parenquimdticas que rodean el haz
infectado se comprimen y distorsionan y se ob-
serva deposicion de sustancias, en especial, en
los espacios intercelulares. El patogeno invade
el xilema antes que el floema. En algunas oca-
siones, éste Ultimo esta obliterado y presenta
una coloracion negruzca.

Tanto en lesiones de campo, como en lesio-
nes de laboratorio, hay malformaciones de los
estomas y en algunos casos, estomas con ostio-
los obliterados (Fig. 6). En la epidermis y capas
subyacentes aparecen gran cantidad de cristales.
En general, alrededor del punto de infeccion se
diferencia un grupo de células que separa la par-
te infectada de laaparentementesana. Esta zona
es la que forma el halo circular externo de la
lesion y tiene apariencia acuosa. Dentro de las
células de dicha zona se observo gran cantidad
de micelio en desarrollo.

En secciones transversales de la lesion, es po-
sible observar numerosos picnidios en desarrollo
o ya formados. Estos poseen una forma globosa
o piriforme, con un ostiolo en el extremo supe-
rior, a través del cual se liberan los conidios; és-
tos son bicelulares, hialinos y con un solo septo
(Fig. 4 y 7). Estas estructuras reproductoras son
corrientes en lesiones de avanzado estado de de-
sarrollo. En general, conforme aumenta el tama-
fio de la lesion, los dafios son mayores.

2) Lesiones producidas en el laboratorio:
Los frutos maduros inoculados provocando he-
ridas y colocados en una cimara humeda dentro
del laboratorio, no desarrollaron los sintomas
tipicos de la enfermedad. En apariencia, el mu-
cilago proveniente de las heridas influy6 en el
resultado. Los frutos jovenes y maduros ino-
culados sin provocar heridas, y colocados en
una camara himeda en condiciones de inverna-
dero tampoco desarrollaron lesién. Sin embar-
go, es importante hacer notar que sobre la su-
perficie de éstos, se encontrd tubos germinati-
vos y micelio en desarrollo. De esta manera,
en todos los muestreos realizados a partir de las
48 horas de la inoculacion, se observo gran can-
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Fig. S5: Micelio de Ascochyta creciendo dentro de los tejidos del hospedero (198 x) th: tejido del hospedero,

m: micelio.

Fig. 6: Superficie epidérmica de fruto infectado mostrando malformacion de estomas. (4666 x) e: epidermis,

es: estoma.

Fig. 7: Picnidio de Ascochyta phaseolorum desarrollado en medio de cultivo de Agar. Dextrosa y Papa. (40 x)

pi: picnidio.

Fig. 8: Esporas creciendo sobre la superficie de frutos inoculados en el laboratorio. (533 x) e: ¢pidermis, es: esporas.

tidad de esporas germinadas (Fig. 8). En estos
frutos, a partir del quinto dia de realizada la
inoculacion, se detuvo el desarrollo del micelio.

En la mayoria de los casos, para estas prue-
bas no se hicieron estudios microscopicos sino
réplicas con colodién de la superficie inoculada.
No se encontr6 penetracion de hifas en las célu-
las epidérmicas, ni formaciéon de apresorios.

Los frutos jovenes inoculados en el laborato-
rio sin producir heridas y colocados en una ca-
mara humeda en el laboratorio, desarrollaron
gran cantidad de lesiones. A las 15 horas de

realizada la inoculacion, se observo al micros-
copio de luz las primeras lesiones, que se mani-
fiestan como hundimientos tipicos de la epider-
mis, y a veces, la aparicion de micelio dentro
de las células epidérmicas. Analisis realizados al
microscopio electronico de barrido revelan
que entre las 15 y 38 horas de realizada la ino-
culacion, algunos de los conidios desarrollan un
tubo germinativo largo; no obstante, no es sino
hasta las 46 horas en que se nota un mayor ni-
mero de esporas germinadas sobre la superficie
del fruto (Fig. 8). Aqui, la espora produce un
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tubo germinativo (pueden ser dos) de grosor
considerable y en apariencia, de consistencia
fuerte, que penetra directo ala cuticula (Fig. 9).
Durante la penetracion a través de la pared ce-
lular del hospedero se forma una constriccion
en el tubo germinativo (hifa infectiva, fig. 10).
Las hifas que resultan de la formacion del tubo
germinativo, crecen a través de la superficie del
fruto hasta el punto de penetracion (Fig. 11).
En algunos casos, se observa lisis de las paredes
de las células epidérmicas. Estas rupturas se
originan durante el proceso de penetracion del
hongo.

Es usual que el hongo penetre sin la ayuda
de apresorios definidos; sin embargo, en algunas
ocasiones estas estructuras se hicieron presentes
(Fig. 12). En el punto de formacion del apreso-
rio, se observd también lisis de las paredes celu-
lares epidérmicas (Fig. 13).

Con frecuencia, los tubos germinativos y el
micelio resultante de éstos, pasan sobre los esto-
mas y penetran a través de las células vecinas
(Fig. 14). En alguna oportunidad se observo
conidios germinando cerca de un ostiolo, lo
que sugiere una eventual penetracion a través
del estoma. En lesiones muy avanzadas traidas
del campo, se encontrd estomas completamente
desintegrados por efecto de la rapida extension
y penetracion del hongo (Fig. 15).

En el laboratorio, se obtuvo los primeros sin-
tomas visibles de la lesion causada por Ascochy-
ta a los seis dias de realizada la inoculacion. Es-
ta es pequeila, circular y se extiende rdpida-
mente. No obstante, con ayuda del microscopio
de luz se encuentra que el inicio de la lesion es
mads temprano (tres a cuatro dias después de la
inoculacion) y que éste comienza a producirse
después del desarrollo del micelio sobre la su-
perficie. Al sétimo dia se ven ya lesiones bien
definidas, con ruptura de las células epidérmi-
cas y exposicion del tejido interno. Este ultimo
empieza a desintegrarse bajo la accion del hon-
go (Fig. 16). Muestreos posteriores realizados a
los 9, 11, 14 y 17 dias después de la inocula-
cion, muestran poca variacion. Sobre la super-
ficie de los frutos, se observa gran cantidad de
conidios germinados. Conforme el nimero de
dias aumenta, el nimero de esporas germina-
das se hace mayor. Ademads, es posible observar
el desarrollo de gran cantidad de micelio pene-
trando las células epidérmicas. La penetracion
de los tubos germinativos dentro de las células
del hospedero se inici6 a los siete dias, indu-

ciendo la desintegracion total de las células e-
pidérmicas y del mesocarpo.

Treinta dias después de la inoculacion, se
obtuvo frutos cubiertos por la lesion, con gran
cantidad de picnidios distribuidos por toda
la superficie. Dichos frutos se encontraban ya
en estado de descomposicion;no obstante, sdlo
en algunos de ellos se produjo hundimiento de
la epidermis y tejidos asociados. El desarrollo
de la lesion varia de uno a otro fruto. En unos,
la expansion de la lesion es total después de un
mes, en otros apenas inicipiente. Un tercer gru-
po no desarrolla lesion.

Los frutos inoculados en el laboratorio con
s6lo una suspension de conidios, presenta gran
cantidad de bacterias del tipo bacilo distribui-
das por toda la superficie del fruto, asi como en
las cavidades subestomaticas y en los tejidos in-
ternos, en donde la lesion es mds notable (Figs.
17,18 19).

Los frutos con lesion, provenientes del cam-
po, revelan la presencia de gran cantidad de bac-
terias en su interior, al ser examinadas con el
microscopio. En apariencia, estas bacterias son
del mismo tipo observado en las lesiones provo-
cadas en el laboratorio (Fig. 20). En las laminas
fijas se observa la presencia de otros hongos,
que invaden los tejidos después de la inocula-
cion; es posible que éstos sean del tipo saprofi-
to.

3) Lesiones por bacteria: Durante los prime-
ros dias después de la inoculacion, la herida
muestra un pequefio halo acuoso alrededor; sin
embargo, el examen microscOpico no muestra
desarrollo interno de la lesion. Las pocas lesio-
nes que se desarrollaron nunca fueron de gran
consideracion. En ninguna de las lesiones cau-
sadas por bacteria, fue posible observar el desa-
rrollo de dicho agente infeccioso. Dieciseis dias
después de la inoculacion se encontrd lesiones
con un pequefio halo alrededor de la herida
provocada. Al microscopio de luz se observo
que dicha lesion se caracteriza por el engrosa-
miento en las paredes que circundan la herida
y por una granulacion del citoplasma en algunas
de ellas. Ademas, se observo una deposicion de
material que rellena los espacios intercelulares.
En las células destruidas por efecto de la lesion
provocada, se observa una invasion posterior de
hongos aparentemente saprofitos; y alrededor
de la misma, gran cantidad de inclusiones de a-
pariencia cristalina, de composicion no deter-
minada.
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lig. 9: Lispora germinada mostrando cl desarrollo de 2 tubos germinativos (2933 x) es: espora, tg: tubo germinativo,

I'ig. 10: Tubo germinativo penctrando la superficie delhospedero. (5333 x) tg: tubo germinativo, a: adelgazamiento
del tubo germinativo (hifa infecciosa).

I'ig. 11: Hifas creciendo sobre la superficie de frutos intfectados (400 x) sf: superficie del truto, h: hifa, ¢s: ¢stoma.

I'ig. 12: Desarrollo de apresorios sobre la superficie de frutos inoculados. (1733 x) ¢: epidermis, ¢s: espora. ap: apre-
sorio.
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DISCUSION

La forma irregular de la superficie epidérmi-
ca, asi como la cuticula delgada, permiten una
mayor acumulaciéon de gotas de agua, creando
un microclima especial para el establecimiento
y germinacion de las esporas. Durante la ger-
minacion de las mismas, los extremos distales
de algunos tubos germinativos se “hinchan’ pa-
ra formar una estructura especializada, denomi-
nada apresorio. El apresorio es una estructura
funcional Gnicamente en el proceso de infec-
cion del hongo (Kunoh, 1982). En los sitios en
que se localizo, se observo rupturas en la pared
de las células epidérmicas. Esto sugiere, que al
igual que en otros casos, el apresorio puede se-
cretar una sustancia que altera la cuticulay a
las paredes de las células del hospedero en los
sitios de penetracion (Kunoh, 1982). La for-
macion de estos apresorios, al parecer, responde
mads a estimulos fisicos que a estimulos quimi-
cos, nutricionales, de humedad, luz o tempera-
tura (Wynn, 1976).

No todos los tubos germinativos producen a-
presorios. En ocasiones, dicho tubo penetra di-
rectamente en las células epidermales y forma
un micelio intracelular que pasa de pared a pa-
red. En otros casos, a partir del tubo germinati-
vo se desarrolla un micelio septado y ramificado
que posteriormente penetra las células epidér-
micas. Durante el proceso de penetracion, se
observo una disolucion de la cuticula y destruc-
cion de las paredes de las células epidérmicas.

Son muchos los hongos que pueden penetrar
la cuticula directamente y en ese mecanismo
de penetracion, estan involucrados procesos de
digestion enzimadtica (Baker y Bateman, 1978).
Las observaciones realizadas coinciden con las
de otros autores (Reshtnikova y Uspenskaya,
1979a, 1979b; Shrivastrava, 1982; Steeke-
lenburg, 1978, 1982; Uspenskaya y Reshtniko-
va, 1981), quienes atribuyen propiedades enzi-
madticas a diferentes especies de Ascochyta. Las
enzimas descritas son celuloliticas, proteol iticas
y pectoliticas. El micelio, igual que los apreso-
rios, ejerce accidn enzimadtica, facilitando su in-
greso al interior del 6rgano (Subirés, 1984).
Una vez dentro del hospedero, y en contacto
con el citoplasma de las células, el patégeno
puede establecer su economia extrayendo ali-
mentos elaborados de la planta (Sarasola y
Rocca, 1975).

Se ha dicho que el grosor y composicién qui-
mica de la cuticula. juegan un papel importante

en la inhibicion de la actividad fungosa, redu-
ciendo la germinacién de esporas o deteniendo
la penetracion de las hifas (Agrios, 1978). Sin
embargo, Jaroz et al.(1982) observaron que el
grosor de la cuticula puede variar dependiendo
de las condiciones ambientales, por lo que la cu-
ticula cobra importancia inicamente en lo que
a su composicion quimica se refiere (Martin y
Juniper, 1970).

Las inoculaciones realizadas provocando he-
ridas sobre frutos jovenes y maduros, hicieron
que éstos excretaran gran cantidad de mucilago
como respuesta al dafio fisico recibido. Esa for-
macién de gomas parece proporcionar una ba-
rrera fisica activa y efectiva contra la invasion
del hongo, o por lo menos retarda su accion,
inhibiendo durante algin tiempo la germinacién
de las esporas (M. Gonzilez, 1985; com. perso-
nal).

Las altas temperaturas que alcanzaron las ca-
maras hiimedas del invernadero durante los me-
ses de enero y febrero (época seca) detuvieron
el desarrollo del micelio y aparentemente inhi-
bieron la penetracion del hongo; por lo tanto,
no se produjeron lesiones sobre la superficie
de los frutos. Esto coincide con las investigacio-
nes realizadas en Ascochyta pisi, en las cuales se
demostrd que temperaturas de 21 - 25©C, in-
hibian el desarrollo de los sintomas tipicos de
la enfermedad (Brewer, 1960).

Los frutos en que si se logr6 producir lesion
por hongo, se caracterizaron por ser muy jove-
nes, de aproximadamente 7 cm de largo por 5
de ancho; en eilos las fibras localizadas debajo
de la epidermis aun estan en el proceso de dife-
renciacion. La actividad fungal se inicia en la
epidermis, siendo éste el primer tejido afectado.
Luego el hongo invade tejidos subyacentes a és-
ta, causando un colapso total de los mismosy la
desintegracion de sus protoplastos. También se
observo un engrosamiento de las paredes de las
células parenquimdticas invadidas. Los tejidos
con paredes secundarias, impregnadas de lignina
o suberina son mads resistentes al ataque que
aquellos con paredes celulares delgadas.

Se ha propuesto que la formacion de lignina
es un mecanismo de resistencia de las plantas a
las enfermedades. La lignina es resistente a la
degradacion por la mayoria de los microorganis-
mos, y puede formarse como una respuesta a la
penetracion microbial y al dafio mecédnico (Ser-
wood y Vance, 1982). De acuerdo con nume-
rosos autores (Kuc, 1982 Ride, 1980; Serwood
y Vance, 1982: Vance y Kirk, 1980), la lignifi-
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Fig. 13: Apresorio mostrando lisis de las paredes celulares de las células epidérmicas. (6533 x) e: espora, ap: apre-
sorio, 1: lisis.

Fig. 14: Micelio creciendo sobre las aberturas estomdticas. (2000 x) pe: poro estomatico, m: micelio, b: bacterias.

Fig. 15: Estoma completamente desintegrado por la accion del hongo. (3333 x) pe: poro estomatico.

Fig. 16: Lesion sobre la superficie del fruto a los 7 diasde la inoculacion. (293 x) sf: superficie del fruto. m: mice-
lio, 1: lesion.
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cacion puede inhibir el crecimiento fungal ya
que proporciona una barrera mecdnica al ingre-
so de la hifa. También limita la difusion de enzi-
mas y toxinas del hongo al hospedero y de agua
y nutrientes del hospedero al hongo. Produce
ademds un “‘impacto’’ en las paredes de las hi-
fas, reduciendo asi su capacidad para alargarse
(hay lignificacion de hifas) y finalmente, prote-
ge las paredes del hospedero de la degradacion
enzimatica.

En la mayoria de las lesiones estudiadas, una
vez que el hongo invade el tejido interno, se
produce una demarcacion histoldgica, que pare-
ce limitar la rdpida extension de la infeccion.
De esta forma, el hospedero parece interponer
una barrera a los productos del metabolismo del
patogeno, localizandolo y restringiendo su ex-
tension, no obstante, bajo ciertas condiciones,
éste puede atravesar esas demarcaciones y pro-
seguir su accion infectiva (Femadndez, 1952).

La comparacion de las lesiones de campo
con aquellas producidas en el laboratorio, reve-
lan un tipo de lesion muy similar; no obstante,
en las de campo, la demarcacion histologica al
igual que la formacién de picnidios, es mas cla-
ra.

La lesion producida por bacterias, no es de
gran consideracion; se limita a la desintegracion
del protoplasto de las células invadidas y a la
produccion de gran cantidad de cristales de
composicion no determinada. Las células infec-
tadas depositan paredes gruesas; se ignora si es-
to es inducido por la bacteria o si representa
una respuesta de la planta a la infeccion. Como
se encontré numerosas colonias bacterianas (ti-
po bacilo) creciendo sobre la superficie de los
frutos inoculados s6lo con esporas de hongo,
cabe suponer que estas bacterias realizan, al me-
nos, parte de su ciclo de vida sobre la superficie
de dichos 6rganos sin provocar dafios. Trabajos
anteriores han demostrado la presencia de nu-
merosas bacterias, entre las que se encuentran
algunas pertenecientes al género Pseudomonas,
en la superficie de diferentes organos de las
plantas sin causar dafio. Estas son capaces de
realizar una fase de su crecimiento en forma
residente o epifita sobre hospederos saludables
(Hayward, 1974; Hirano, 1983; Leben, 1981).

Es posible que las heridas provocadas al
organo en que se desarrollan dichas bacterias
(fruto en este caso), permiten el ingreso de este
microorganismo a los tejidos internos, en donde
se multiplican rdpidamente, contribuyendo de
esta forma, al desarrollo y expansion de la le-

sion. El hecho de que dichas bacterias no se en-
contraron en ninguno de los cortes observados
al microscopio de luz, no significa que no estén
presentes, sino que por algiun motivo no fue po-
sible observarlas.

RESUMEN

Se aislo el hongo Ascochyta phaseolorum y
la bacteria Pseudomonas sp. de frutos enfermos
colectados en el campo. Se inocul6 frutos sa-
nos, joveres y maduros con una suspensiéon de
esporas, y otro grupo con una suspension de
bacterias, y se colocaron en cimaras hiumedas
en el laboratorio y el invernadero. Solo los fru-
tos jovenes inoculados y colocados en el labora-
torio desarrollaron lesion. La lesion producida
por el hongo se caracteriza por el rompimiento
y lisis de las paredes celulares de las células epi-
dérmicas e invasion posterior de las células del
mesocarpo y del tejido vascular. En general,
conforme aumenta el tamafio de la lesion, los
dafios son mayores, llegando incluso a pudrir
el fruto. Las lesiones por bacteria se caracteriza-
ron por engrosamientos en las paredes de las
células que circundaban la herida, granulacién
del citoplasma y apariciéon de inclusiones de
apariencia cristalina. En esas lesiones no se ob-
servaron bacterias al microscopio de luz. No se
observd gran diferencia entre las lesiones de
campo Yy las de laboratorio.
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