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Presencia de bacterias en el xilema de cafetos (Rubiaceae: Coffea arabica)
afectados por la enfermedad conocida como “ Crespera’
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Abstract: “Crespera’ is an infectious disease of coffee plants that affects both the coffee production and the
economy of the coffee producer countries. This disease affects morphologically the plant: long and narrow
leaves with wavy borders and marginal necrosis; strong chlorosis resultsin drying of the leave, and leads to bad
conditions of the plant. The internodes are short, producing the appearance of multiple sprouts in the axia
sprout, the flowers can turn greenish, and the plant can present branches with severe symptoms, and branches
without apparent symptoms at the same time. As a result, the coffee bean production decreases strikingly. The
aim of thiswork was to determine the occurrence of the possible causative agent in the coffee plants using trans-
mission electron microscopy. Normal and infected plants were compared looking at the leaves, central vein, lat-
eral veins and petiole. It was determined that xylematic vessels show the presence of gram negative bacilliform
bacteria (of thick-wavy walls), with dimensions of 0.3-0.5 um diameter and 1-4 um, length. The control plants

did not show bacteria in the xylem.
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El café (Coffea arabica) fue el primer cul-
tivo explotado comercialmente a escala inter-
nacional en CostaRicay en el siglo pasado fue
labase de la economia de este pais. Sin embar-
go, una amplia gama de enfermedades causan
pérdidas econémicas importantes. Una de éstas
es conocida como “crespera’, que produce al-
teraciones en la morfologia de las hojas de la
planta, como bordes encrespados (ondulados),
hojas alargadas y angostas con zonas de cloro-
sis que evolucionan a necrosis y finalmente se
secan. La planta no se desarrolla adecuada-
mente, |0s entrenudos son mas cortos y ocurre
un aumento en la proliferacion de brotes en las
yemas axilares, en ocaciones algunas de las
partes florales pueden adquirir una coloracién

verdosa; ademas, la aparicion de los sintomas
en la planta es irregular, porgque se pueden en-
contrar ramas sin sintomas aparentes y otras
con sintomas severos; sin embargo, la atera-
¢ion mas relevante es la disminucion en la pro-
duccién (Beretta et al. 1996, Meneguim et al.
2000). Esta enfermedad se ha asociado alain-
feccion con Xylella fastidiosa (Beretta et al.
1996, Meneguim et al. 2000), una bacteria
Gram negativa dificil de cultivar, que se loca
lizaen losvasos del xilemade los haces vascu-
lares (Hopkins 1989); latransmision se efectia
por insectos que se alimentan de xilema de la
planta (Meneguim et al. 2000).

Xylella fastidiosa fue descrita en 1978
como €l agente causal de la enfermedad de
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Pierce, en vifiedos (Davis et al. 1978). Ade-
més, se le haidentificado en otros cultivos co-
mo laafalfa, en donde causa“enanismo de la
afafa’, en la cafia de azlcar produce “ena-
nismo de la soca’; también, causa “la enfer-
medad falsa del durazno”, “el chamusco fo-
liar del almendro”, “la escaldadura foliar del
ciruelo”, en los citricos produce “la clorosis
variegada” (Davis et al. 1978, Raju et al.
1986, Chang et al. 1993, Agrios 1995, De Li-
ma et al. 1998, Timmer et al. 2000, Schaad et
al. 2001). Beretta (1995), determiné la pre-
sencia de esta bacteria en el xilema de las
plantas de café en Brasil.

En Costa Rica, todavia no se ha aislado
X. fastidiosa; sin embargo, en las zonas cafe-
taleras altas del Valle Intermontano Central,
especificamente en el area conocida como
“Los Santos’ se ha presentado un brote de
unaenfermedad que af ecta a aproximadamen-
te 800 hectéreas de cultivo y que clinicamen-
te essimilar ala“crespera’; 1o que motivo el
estudio ultraestructural de tejidos foliares de
plantas afectadas, buscando el posible agente
etiolégico.

Se recolectaron ramas afectadas de cafe-
tos en el distrito de San Juan Sur, Canton De-
samparados, San José y ramas de cafetos sanos
del Cantén de Desamparados, Algjuela, Costa
Rica. Se cortaron fragmentos de aproximada-
mente 3 mm? de hoja, vena central, venas late-
ralesy peciolo. Los especimenes se fijaron con
solucién de 2.5% de glutaraldehido y 2% de
paraformaldehido en amortiguador de fosfato
de sodio 0.1 M, pH 7.4 (Karnovsky 1965); se
lavaron en el amortiguador, se posfijaron con
tetradxido de osmio (2%), se lavaron con agua
destilada y se deshidrataron en una gradiente
ascendente de alcohol etilico (30-100%), sein-
filtraron con resina Spurr y se polimerizaron a
70°C. Se hicieron cortes ultrafinos (70 nm),
gue se contrastaron con acetato de uranilo e hi-
droxido de plomo y se observaron con un mi-
croscopio electrénico de transmision (Hitachi-
7100, Japén).

EnlaFig. 1-A. se observa una planta en-
ferma, sus hojas presentan bordes encrespa-
dos (flechas). La Fig. 1-B. muestra un corte

transversal de una seccion de un haz vascu-
lar del peciolo de planta control. Las flechas
sefialan vasos del xilema, notamos la ausen-
cia de bacterias. La Fig. 1-C. corresponde a
un corte transversal de una seccién de un haz
vascular de un peciolo de planta con sinto-
mas. Los vasos del xilema presentan bacte-
rias baciliformes (flechas); sin embargo, las
células aledafias muestran un aspecto nor-
mal, que podria deberse a que la lesién aln
no es tan severa como para alterar la morfo-
logia de las células circundantes. Hallazgos
similares se realizaron en los haces vascula-
res de lavenacentral y venas laterales de las
hojas de plantas afectadas. En los conglome-
rados de bacilos, algunos aparecen en corte
longitudinal, lo que permiti6 evaluar sus di-
mensiones, que corresponden a 0.3 a 0.5 um
de didmetro, por 1 a4 um de longitud. A ma-
yor aumento se observa la estructura de la
pared bacteriana que muestra un aspecto tipi-
co de una bacteria Gram negativa, en las cua-
les es evidente la membrana externa, sefiaa-
da por las flechas (Fig. 1-D). No se observa-
ron otras estructuras bacterianas como flage-
los o fimbrias.

Algunos de los sintomas presentes en es-
tas plantas posiblemente se deban a la altera
cion en e funcionamiento del xilema, a estar
obstruido por las células bacterianas. Ademas,
segun cita Agrios (1995), esta bacteria produ-
ce una o varias fitotoxinas que a parecer ac-
tdan en la produccion de la necrosis foliar de
las plantas hospederas infectadas. En muchas
de las muestras observadas no todos |os vasos
del xilema se encontraban invadidos, esto po-
driadeberse al estado de desarrollo delaenfer-
medad y del muestreo realizado.

Los sintomas expuestos son similares a
los descritos por Beretta (1996) y Meneguim
(2000) en los cultivos de café de Brasil, afec-
tados por la X. fastidiosa.

Estos hallazgos sugieren que lainfeccién
encontrada en esta plantacion esta asociada
con una bacteria Gram negativa, comparable
con ladel Mal de Pierce, cuyo patégeno cau-
sante se describe como una bacteria bacilifor-
me, abundante en e xilema de las plantas y
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Fig. 1. A. Planta con sintomas. Se nota € encrespamiento en los bordes de | as hojas (flechas). B. Planta control. Seccion transver-
sa de peciolo. Lasflechasindican los vasos del xilema. Barra2 pum. C. Planta con sintomas. Corte transversal de peciolo. El xile-
ma presenta bacterias bacilares seccionadas en forma transversd y longitudind (flechas). Barra 2.5 um. D. Detalle de dos bacilos,
se gpreciala estructura de la pared bacteriana tipo Gram negativa. Las flechas sefidan lamembrana externa. Barra 71.5 nm.

Fig. 1. A. Symptomatic plant. Showing leaves with wavy borders (arrows). B. Control plant. Transversal section of the peti-
ole. Xylem vessels (arrows). Bar 2 um. C. Symptomatic plant. Transversal section of the petiole. Presence of bacteriain xylem
(arrows). Bar 2.5 um. D. Ultrastructure of bacilli showing characteristic Gram negative cell envelope (arrows). Bar 71.5 nm.
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con dimensiones de 0.3 a 0.4 um de didmetro
x 1.0 a3.2 um de largo, tiene una pared celu-
lar tipicamente ondulada (Davis et al. 1978),
como notamos en las micrografias presentadas
en este estudio la forma de la célula, tamafio y
ubicacion de la bacteria en la planta de café
son similares a la descripcién realizada para €l
patdgeno del Mal de Pierce.
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RESUMEN

La“Crespera’ es unaenfermedad que afectala plan-
ta de café reduciendo la produccién del grano y afectando
economicamente alos paises productores de café. Estaen-
fermedad provoca alteraciones morfoldgicas tales como:
hojas largas y angostas, con bordes ondulados y necrosis
marginal y fuerte clorosis, la hoja se secay cae provocan-
do el decaimiento de la planta, los entrenudos se acortan;
induce la aparicion de brotes mltiples en las yemas axila-
resy las partes florales pueden adquirir un tono verde. En
la misma planta puede presentarse ramas con sintomas se-
veros y ramas sanas. El objetivo de este trabajo fue deter-
minar lapresencia del posible agente causante de la enfer-
medad en las plantas de café analizadas mediante el uso
del microscopio electronico de transmision. Se estudio
secciones de hoja, vena central, venas laterales y peciolo
de plantas con sintomas severos y plantas control. Se de-
terminé que los vasos del xilema presentaban abundantes
bacterias baciliformes Gram negativas (de pared gruesay
ondulada) y sus dimensiones varian entre 0.3-0.5 um de
didmetro por 1-4 pm de largo. En contraste, las plantas
control no manifestaron la presencia de estas bacterias en
los vasos del xilema.
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