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Estado anamorfico de Rosellinia bunodes (Berk. & Br.) Sacc. y Rosellinia pepo Pat.
(Ascomycotina: Xylariaceae)

M. Bermiidez & J. Carranza-Morse

Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, Costa Rica.

(Rec. 22-111-1991. Acep. 24-VI-1991 )

Abstract: Rosellinia has been reported as a very aggresive root-rot pathogen of many crops throughout the world. On
this study, fragments of roots of Alnus acuminata, Coffea arabica and Rosa sp., which showed typical symptoms of
root rot, were collected and placed on media under controlled temperature to obtain reproductive structures. The ana-
morphic structures produced in culture or in moist chamber corresponded to the Graphium state in coffee and Alnus ro-
ots, and to the Dematophora state in Rosa sp. According to their characteristics, these anamorphs belong to the species
Rosellinia bunodes and Rosellinia pepo, respectively. Optimal temperature for growth was 27°C on PDA.
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El hongo Ascomycete del género
_ Rosellinia, ha sido comunicado como causante
de la podredumbre blanca de las raices de mu-
chas especies de plantas de importancia econé-
mica (Dargan & Thind 1979, Rodriguez 1989).
Este género se caracteriza por poseer un mi-
celio con hinchamientos piriformes a nivel de
los septos (Sztejnberg et al. 1980). Su propaga-
.€i6n asexual es por medio de rizomorfos, escle-
rocios y conidios (Castaiio 1953). En medio de
cultivo (papa-dextrosa-agar), el hongo produce
microesclerocios negros, dispersos, de tamafio
aproximado de 98 a 130 um, los cuales tienden
a unirse y formar mantos escleréticos
(Sztejnberg et al. 1980). La reproduccién sexual
se efectia mediante peritecios superficiales,
usualmente sobre la corteza, no embebidos en
un estroma. Generalmente estdn rodeados de un
manto hifal negruzco; los peritecios son subglo-
bosos, lisos, negros con ostiolos papilados; los
ascos con anillo apical bien desarrollado y as-
clsporas negras, no septadas; muchas veces con
diminutos dpendices coloreados (Dennis 1978).
Segiin Sarasola (1975), el hongo puede pre-
sentarse entres formas: a) sexual ascospdrica,
correspondiente a Rosellinia sp., b) asexual co-
nidica que puede ser del tipo Graphiumy c) ve-

getativa con micelio en rizomotfos, del tipo
Dematophora. En Rosellinia necatrix Prill., la
fase anamorfica corresponde a Dematophora
necatrix (Hartig) Berl. (Booth & Hawksworth
1972, Ellis 1971, Weber 1973). En Rosellinia
bunodes (Berk. & Br.) Sacc. y Rosellinia pepo
Pat., el estado conidial aparentemente corres-
ponde al género Graphium sp. (Weber 1973).

En pruebas "in vitro", se ha demostrado que
dmbitos de temperaturas de 20 a 23°C son los
optimos para el desarrollo de Rosellinia buno-
des y R. pepo (Duque 1951, Lépez-Duque &
Fernandez 1966), dos especies de distribucién
tropical y subtropical.

Los objetivos del presente trabajo fueron de-
terminar cual especie del género Rosellinia era
la causante de la podredumbre de las raices de
café, jail y rosa, y comprobar el ambito éptimo
de temperatura para las especies aisladas.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectd plantas de café (Coffea arabi-
ca L. var. caturra) y de jail (Alnus acuminata
H.B.K.), que presentaban sintomas caracteristi-
cos de ataque por Rosellinia, en un sistema agro-
forestal, localizado en San Antonio de Coronado,
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San José, Costa Rica. Fragmentos pequefios de
tallos y raices infectados fueron lavados con agua
destilada e hipoclorito de sodio al 10% y coloca-
dos en diversos medios de cultivo: agar-agua al
2% (AA), papa-dextrosa-agar al 2% (PDA), ex-
tracto de malta-agar al 2% (MA), jugo de vegeta-
les con agar y sin agar (medio liquido ) al 2% (V-
8), avena-agar al 2%, extracto de maiz-agar al
2% (com meal), y extracto o macerado de raices
de café con agar. Estos medios fueron esteriliza-
dos en autoclave a 15 libras de presion durante
20 minutos y posteriormente se les adiciond un
antibidtico de amplio espectro (ampicilina o te-
traciclina). El pH oscil6 entre 6.0 y 6.5; medios
de cultivo con pH menores de 6, no mostraron un
buen desarrollo del hongo. Se traté de mantener
en forma pura al patégeno por medio de transfe-
rencias periddicas las cuales se incubaron a
24°C. Al mismo tiempo se colocaron fragmentos
de raices enfermas en cdmara himeda para indu-
cir produccién de estructuras reproductoras.

Se determiné la temperatura ptima del paté-
geno sembrando el hongo en cajas de Petri con
tres medios : MA, PDA, y V-8. Se midi6 su dia-
metro de crecimiento durante una semana, a
temperaturas de 24.5°C, 27°C, 30°C, y 35°C,
respectivamente. Previamente se habia determi-
nado que en el ambito de 20-23°C, el hongo se
desarrollaba muy lentamente.

Se recolecto raices de Rosa sp., que mostra-
ban sintomas y signos de la enfermedad, en una
plantaciéon en Tibds, San José, Costa Rica.
Estas se colocaron en cimara hiimeda y en fras-
cos de vidrio que contenian vermiculita hiime-
da estéril, para la obtencién de estructuras re-
productoras y micelio.

La identificacién del patdgeno se llevé a ca-
bo por medio de claves especificas (Barnett &
Hunter 1987, Booth & Hawksworth 1972,
Dennis 1978, Ellis 1971 , Weber 1973).

RESULTADOS

A los seis meses de inoculados los tubos que
contenian V-8 liquido, se observé formacién de
estructuras reproductoras asexuales (anamorfos)
en las paredes y posteriormente en cajas de petri
con V-8 Agar. Dichas estructuras corresponden a
sinemas del tipo Graphium (Booth &
Hawksworth 1972). Los conidios son pardo os-
curo, elipsoidales, de pared lisa, 6.0-7.0 pm x
3.0-3.5-4.0 pm (Fig. 1 ). El tamafio de estos co-
nidios corresponde con el comunicado para

Fig. 1. Sinema del tipo Graphium con esporas y micelio ti-

pico. )

Rosellinia bunodes (Booth & Hawksworth
1972). Se formaron estructuras asexuales del ti-
po Dematophora en raices de Rosa sp. mante-
nidas en cdmara himeda o en vermiculita.
Estas estructuras consistieron de sinemas de 1.5
mm por 40.0 -140.0 pm (Fig. 2), con conidios
solitarios, pardo claro, hialinos, ovoides, de pa-
red lisa 5.0-9.0 u x 2.0-3.0 um. Esta especie co-
rresponde a Rosellinia pepo Pat. (Booth &
Hawksworth 1972 , Ellis 1971).

No se obtuvo formacién de estructuras se-
xuales en ninguna de las especies de Rosellinia
mencionadas. En la Fig. 3 se observa el micelio
caracteristico de. Rosellinia sp., al microscopio
de luz y al microscopio electrénico de barrido.

El crecimiento 6ptimo de Rosellinia buno-
des se obtuvo en PDA a 27°C (3.48 cm en pro-
medio durante ocho dias), seguido por 3.44 cm
a 24.5°C en el mismo medio. A 30°C, se obser-
v6 una disminucién notable (0.9 cm en prome-
dio durante ocho dias) y este fue nulo a 35°C .
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Fig. 3. Micelio tipico de Rosellinia con abultamientos al ni-
vel del septo.

El crecimiento fue menor tanto a 27°C como a
24.5°C en los otros medios utilizados (Fig. 4 ).

DISCUSION

En el presente estudio se logré obtener for-
macién de estructuras anamdrficas en cultivos
de V-8 liquido seis meses después de inoculado
el medio, lo cual confirma:que los requerimien-
tos nutricionales para la formacién de estructu-
ras reproductoras en los hongos son muy espe-
cificos (Griffin 1972, Moore-Landecker 1990).
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Fig. 4. Crecimiento de Rosellinia bunodes en 3 medios di-
ferentes. A. 27°C; B. 24.5°C durante una semana.

La formacién de estas estructuras asexuales
permitid la identificacion a nivel de especie.
Rosellinia bunodes mostré una temperatura
Optima para el desarrollo vegetativo de 27°C, la
cual correspondi6 a la temperatura promedio
del suelo de donde se aislé. Ofong et al. (1991)
mencionan que las diferentes especies de
Rosellinia, al ser patdgenos tipicos de las céli-
das regiones mediterrdneas y tropicales, mues-
tran una actividad 6ptima a temperaturas relati-
vamente altas. Las condiciones de alta hume-
dad y suelos dcidos también parecen favorecer
su desarrollo. En contraste a lo encontrado en
este trabajo, Lopez-Duque & Ferndndez
(1966), comunicaron temperaturas optimas
mds bajas para R. bunodes, lo cual puede estar
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relacionado con las condiciones més subtropi-
cales del 4rea de estudio.

El pH del medio que favorecio el desarrollo
fue de 6-6.5, el cual coincide con los informa-
dos para R. necatrix, R. pepo , R. bunodes y R.
desmazieresii (Lépez-Duque & Ferniandez
1966 , Makambila 1978, Ofong et al. 1991).
Este ambito de pH coincidié con el encontrado
en el suelo del cafetal donde se aisl6 el hongo.
Futuras investigaciones deben centrarse en el
ciclo de vida para llegar a un mejor conoci-
miento de su posicién taxonémica y encontrar
mejores métodos de control.
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RESUMEN

El hongo del género Rosellinia ha sido co-
municado como causante de la podredumbre
blanca de las raices en muchas especies de
plantas, de importancia agricola y forestal, en
diversas partes del mundo.

En el presente trabajo se colectaron frag-
mentos de tallos y raices de plantas de café
(Coffea arabica var. caturra L.), de jail (Alnus
acuminata H.B.K.) y de rosa (Rosa sp.), que
presentaban sintomas caracteristicos de enfer-
medad causada por Rosellinia sp. Estos frag-
mentos se colocaron en diversos medios de cul-
tivo a diferentes temperaturas, y en cdmara hi-
meda, para inducir formacién de estructuras re-
productoras.

Las estructuras anamérficas producidas en
las raices de café y jail correspondieron a si-
nemas del tipo Graphium, y en rosa al tipo
Dematophora. De acuerdo a sus caracteristi-
cas estos anamorfos pertenecen a las especies
Rosellinia bunodes y R. pepo, respectivamen-
te. La temperatura 6ptima para el desarrollo
fue 27°C en PDA.
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