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DEFOLIACION DE CAFETOS CAUSADA POR Hemileia vastatrix EN MEXICO
DEFOLIATION OF COFFEE PLANTS BY Hemileia vastatrix IN MEXICO
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SUMMARY

Defoliation caused by Hemileia vastatrix in coffee plants in Mahuixtian,
State of Veracruz was 93% per year.

RESUMEN

La defoliacion de cafetos parasitados por Hemilela vastatrix, en
Mahuixtlan, Ver., fue de 93% por afio.

La enfermedad causada por Hemileia vastatrix Berk. & Br. en el cafeto es una de las més
importantes, ya que provoca una gran defoliacién, lo que ocasiona el debilitamiento de las plantas y la baja
produccion de frutos. El porcentaje normal de defollacién de cafetos sanos en la India, cuando las hojas
tienen entre 3 y 6 meses de edad, es en promedio de 25% (Indian Coffee Board Research Department,
1973) y en Brasil es de 16.3% a los 9 meses, seglin Cadena-Gémez y BuriticA-Céspedes (1980). El
incremento en la defoliacién causado por la roya del cafeto en este dltimo pals, es de 71.8% para la
variedad Mundo Novo (ldem, 1981).En México no se habia cuantificado esta defoliacion.

En el presente trabajo se cuantificé dicha defoliacion causada por la roya del cafeto en la localidad
de Mahuixtlan, Ver. Se marcaron con etiquetas colgantes 100 hojas parasitadas por Hemilela vastatrix de 10
cafetos (5 de la variedad Typica y 5 de la variedad Mundo Novo) al inicio de cada una de las estaciones del
afio entre el invierno de 1987 y el otoifio de 1988. Se calcul6 la edad de las hojas marcadas tomando en
cuenta los 25 dias en que las hojas se desarrollan completamente y el perfodo de 40 dlas de incubacién
antes de la esporulacion de las pustulas del hongo, sigulendo los trabajos de Yamaguchi y Friend (1979) y
Cadena-Goémez y Buriticd-Céspedes (1981). La edad de las hojas marcadas fue en promedio de 2 meses.
En el perfodo diciembre-marzo se cayeron 93 hojas; en el segundo perfodo, marzo-julio, el nimero de
hojas caldas fue de 92; en el tercero, junio-septiembre, fue de 95 y en el cuarto perfodo, septiembre-
diciembre, fue de 93 (Tabla 1), cayéndose la mayoria en el segundo mes de cada periodo. No se
presentaron diferencias importantes en el nimero de hojas caldas en los cuatro periodos en las variedades
de café estudiadas.

Se observa que los porcentajes de defoliacion de los cafetos enfermos estudiados causados por la
roya del cafeto, permanecen relativamente constantes durante el afio en que se realizo este estudio.

Los autores agradecen a los Dres. G. Guzman del Instituto de Ecologla y H. C. Evans del CAB
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TABLA 1. Defoliacién de cafetos parasitados por Hemilela vastatrix en Mahuixtian, Ver. en las estaciones del

afio.
Estacién Mes Hojas Holas Defoliacion Defoliacion
. sobrevivientes caldas mensual* acumulada
(%) (%)

Invierno diclembre 100 - 2 =

enero 47 53 53 53

febrero 17 30 83

marzo 7 10 58 93

Primavera marzo 100 - - -

abril 49 51 51 51

mayo 21 28 57 79

Jjunio 8 13 61 92

Verano unio 100 - - -

ullo 37 63 63 63

agosto 19 18 8 a1

septiembre 5 14 73 95

Otofio septiembre 100 - - -

. octubre 50 50 50 50

noviembre 23 27 54 77

diclembre 7 16 69 93

X =93

* No. de holas caldas por mes/No. de hojas sobrevivientes del mes anterior x 100,
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RELACIONES INMUNOLOGICAS ENTRE Phialophora verrucosa,

Fonsecaea pedrosoi, F. compacta, Cladosporium carrionii Y
Wangiella dermatitidis A TRAVES DE SUS EXOANTIGENOS
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IMMUNOLOGICAL RELATIONSHIP AMONG Phialophora verrucosa,
Fonsecaea pedrosoi, F. compacta, Cladosporium carrionii AND
Wangiella dermatitidis BY THEIR EXOANTIGENS

SUMMARY

Exoantigens of Phialophora verrucosa, Fonsecaea
pedrosoi, F. compacta, Cladosporium carrionii and Wangiella
dermatitidis were obtained from culture filtrates to observe
their immunological relationship by the immuncdiffusion
technique using hyperimmune rabbit sera. This procedure
permitted the immunological separation of W. dermatitidis
from the chromoblastomycosis agents. Cross-reactions were

observed among P. verrucosa, F. pedrosci, F. compacta and C.
carrionii exoantigens. The potential value of exoantigens to

differentiate presumptive fungal species was established.
RESUMEN

Se obtuvieron exoantigenos de Phialophora
verrucosa, Fonsecaea edrosoi, F. ompacta, Cladosporium
carrionii y Wangiella dermatitidis a partir de filtrados de
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cultivos, para observar sus relaciones inmunoldégicas por 1la
técnica de inmunodifusién, en presencia de sueros
hiperinmunes de conejo. Este procedimiento permitié 1la
separacién inmunoldégica de Wangiella dermatitidis de 1los
agentes de la cromoblastomicosis. Se encontraron reacciones
cruzadas entre los antisueros de P. verrucosa, F. pedrosoi,
F. compacta y C. carrionii y los exoantigenos obtenidos de
los mismos. A pesar de las reacciones cruzadas observadas los
resultados establecen el valor potencial de la prueba de los
exoantigenos para realizar la diferenciacién presuntiva de
las especies estudiadas.

La cromoblastomicosis es una infeccién micoética de
evolucién crénica, limitada generalmente a la piel o al
tejido subcutédneo y causada por cinco especies de hongos
dematidceos (Cladosporium carrionii, Fonsecaea compacta, F.

edrosoi, Phialophora verrucosa y Rhinocladiella aguaspersa).
Estos hongos en el estado parasitario presentan células
muriformes de pared gruesa denominadas esclerotes de Medlar.
En contraste, los diversos agentes causales de la
feohifomicosis, Wangiella dermatitidis, entre ellos, producen
in wvivo una morfologia totalmente diferente a los de 1la
cromoblastomicosis. La forma basica parasitaria presenta un
micelio dematidceo septado. Clinicamente 1los casos de 1la
feohifomicosis pueden ser superficiales, cuténeos,
subcutédneos o sistémicos. Estas dos micosis deben ser
consideradas como dos entidades clinicas diferentes (Ajello,
1986). La identificacién de los agentes causales de estas
enfermedades se ha basado tradicionalmente en el estudio
morfoldgico de sus formas de esporulacién y en especial en lo
concerniente al ordenamiento y disposicién de los conidios.
Sin embargo, la extensa variedad de estas estructuras, el
marcado pleomorfismo de especies como en F. pedrosoi
(Ibrahim-Granet y de Biévre, 1984; McGinnis, 1980), las
similitudes en la morfologia de muchas especies
pertenecientes a un mismo género, la dificultad en demostrar
en algunos casos los conidios e incluso, la existencia de
cepas no esporuladas, han motivado gque la taxonomia de este
grupo de hongos dematidceos resulte generalmente confusa.

Standard y Kaufman (1976) y Kaufman y Standard (1978)
han demostrado que usando la prueba de los exoantigenos es
posible identificar a Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis y Paracoccidioides brasiliensis, asi como a miembros
del género Histoplasma de otros hongos. Nicolaisen y Swatek
(1980), obtuvieron antigenos especificos a partir de
filtrados de cultivo de W. dermatitidis y F. pedrosoi que
revelaban reacciones de precipitacién solamente a los
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antisueros correspondientes. Sin embargo, no lograron
establecer bandas ni para F. compacta ni para P. verrucosa.
Asimismo, Honbo et al. (1984), hallaron identidad
inmunolégica entre Cladosporium ajelloi y C. s_a::ugm.i Yy
observaron que C. trichoides y Xvlohypha
anteriormente conocida como €. bantianum (Ajello, 1986)
comparten entre si componentes antigénicos.

Por otra parte, Espinel-Ingroff et al. (1986)
diferenciaron X. bantiana, F. pedrosoi y P. verrucosa de
otros hongos dematidceos, saprofiticos y patégenos utilizando
también esta metodologia. En el presente trabajo se ponen en

evidencia las relaciones 1nmun016gicas entre P. ucosa, F.
pedrosoi, F. compacta, C. Yy se logra diferenciar
inmunolégicamente a W. ﬂg:matlt;g; de los agentes de la

cromoblastomicosis.

Las cepas de P. verrucosa, F. pedrosoi, F. compacta, C.
carrionii y W. dermatitidis fueron gentilmente donadas por
A.A. Padhye y L. Ajello de la Divisién de Enfermedades
Mic6ticas del Centro de Enfermedades Infecciosas de Atlanta,
Georgia, E.E.U.U. Se mantuvieron en medio de agar de
Sabouraud (Bioxén, México) incubdndose a 28°C.

El medio de cultivo para la produccién de exoantigenos
contenia 10 g/l de extracto de levadura (Bioxén, México) y 10
g/l de peptona de caseina (Bioxén, México) dializados con 35
g/l de dextrosa (EPD). Los antigenos se obtuvieron segtin la
metodologia descrita por Standard y Kaufman (1976). Se
inocularon matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 75 ml de
medio EPD con porciones homogéneas de micelio de cada cepa.
Se incubaron durante 22 dias a 28°C en agitacién. Los
cultivos se trataron con timerosal a una concentracién final
de 0.02% durante 48 horas. El micelio fue eliminado con
papel filtro Whatman No. 1 y el filtrado se esterilizé
utilizando membranas Millipore de 0.45 um, y se concentré 25
veces por medio de ultrafiltracién con equipo Amicon y
membrana PM 10 (Amicon Co., MA), conservindose a -70 °C hasta
su utilizacién. Los exoantigenos obtenidos a partir de P.
verrucosa, [E. pedrosoi, E. compacta, C. carrjonii y N.
dermatitidis fueron usados para inmunizar conejos Nueva
Zelanda, utilizando dos animales por cepa. Cada animal
recibié una dosis intramuscular con 0.5 ml del exoantigeno y
0.5 ml de adyuvante incompleto de Freund (Difco) los dias 1 y
9; durante los dias 4, 7, 10, 14, 16, 18 y 24, los animales
fueron inoculados intravenosamente con 0.5 ml de exoantigeno
diluido (1:2). Los animales fueron sangrados el dia 28 y la
positividad de los sueros fue verificada por la prueba de
inmunodifusién de Ouchterlony (1962) contra el antigeno
homélogo inmunizante.

Adicionalmente, el medio 1liquido (EPD) dializado vy
concentrado 25 veces fue probado contra todos los antisueros
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usados en este estudio, para descartar reacciones
inespecificas hacia posibles componentes antigénicos del
medio de cultivo (Nicolaisen y Swatek, 1980).

Para la prueba de inmunodifusién de Ouchterlony (1962),
se utilizé una solucién de agarosa al 1% en solucién de
glicina (7.5% de glicina, 0.9% de cloruro de sodio y 0.1% de
azida de sodio). Las laminillas fueron lavadas con citrato
trisédico al 5% durante 3 dias, agua destilada por 24 h,
secadas y tefiidas con negro amido.

En la figura la se observa una banda bien definida entre
el antisuero de P. verrucosa (APv) y su exoantigeno homdélogo
(Pv) y una banda muy tenue de reaccién cruzada con F.
compacta (Fc). También puede distinguirse la formacién de
una linea de precipitacién comiGn con el exoantigeno de C.
carrionji (Cc). En la figura 1b se destaca la reaccidn entre
el antisuero (AFp) y el antigeno de F. pedrosoi (Fp) por la
presencia de una 1linea definida y bien delimitada de

precipitinas. También puede distinguirse una banda de
identidad con los antigenos de C. carrionii (Cec), F. compacta

(Fc) y P. verrucosa (Pv). La figura lc muestra una reaccidn
de precipitacién delgada y bien definida entre los
componentes antigénicos obtenidos a partir de C. carrionii

(Cc) con su antisuero correspondiente (ACC). Puede
observarse una reacciédn cruzada con el antigeno de F.
compacta (Fc) y P. verrucosa (Pv). En la figura 1d se

distingue solamente una banda ancha y difusa de precipitinas
entre el antisuero de F. compacta (AFc) y el exoantigeno

respectivo (Fc). Por fdGltimo, en la figura 1le podemos
observar solamente la reaccidén de precipitacién desarrollada
entre el antisuero de W. dermatitidis (AWd) y su exoantigeno

homélogo (Wd). Este fue el Gnico de los hongos probados que
no presenté reacciones cruzadas ya sea entre su exoantigeno y
los antisueros heterdlogos ni entre su propio antisuero y los
productos antigénicos obtenidos del resto de las especies
estudiadas.

Los resultados muestran las relaciones inmunolégicas

entre P. cosa, F. drosoi, F. compacta, C. carrionii y
. dermatitidis, poniendo de manifiesto diferencias
inmunolégicas entre los agentes de la cromoblastomicosis y
W. dermatitidis, agente causal de la feohifomicosis.

Las reacciones cruzadas observadas entre los antigenos
de F. pedrosoi con P. verrucosa, F. compacta y C. carrionii
no coinciden con los resultados de Nicolaisen y Swatek (1980)
quienes indican gque el antisuero de F. pedroseoi es
especifico hacia el antigeno homéloge y no presenta
reacciones cruzadas con ninguna de las otras cepas probadas.
Ademds, estos mismos autores mencionan la presencia de tres
bandas de precipitinas, dos bien definidas y una delgada,
para F. pedrosoi, mientras que en este trabajo solamente se
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Fig. 1. Inmunodifusién de sueros hiperinmunes de conejos con
los exoantigenos de P. verrucosa (Pv), F. pedrosoi (Fp), E.
compacta (Fc), C. carrionii (Cc) y W. dermatitidis (Wd): a)
anti-P. verrucosa (APv); b) anti-F. pedrosoi (AFp); c¢) anti-
C. carrionii (ACc); d) anti-F. compacta (AFc); y e) anti-W.

dermatitidis (AWd).
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distingue una linea delgada entre los componentes homélogos
de esta especie. 5in embargo, los resultados obtenidos
coinciden con el trabajo de Conant y Martin (1980} quienes
reportan reacciones cruzadas para P. Verrucosa con suerc
hiperinmune anti F. pedrosoi. La heterogeneidad serolégica
manifestada por el antisuerc de F. pedrosoi podria deberse
al marcado pleomorfismo gque ha caracterizado a esta especie
(Ibrahim-Granet y de Bi&vre, 1984; McGinnis, 1980).

La ausencia de lineas de precipitacién entre los
antigenos de P. yverruccsa y F. compacta y sus antisueros
respectivos descrita por Nicolaisen y Swatek (1980) contrasta
con los resultados de este trabajo, pues como puede
observarse en la figura la y d las bandas obtenidas de cada
unc de estos hongos son nitidas y bien definidas. Esta
variacién pudiera depender de factores tales como la
respuesta de los animales en relacién a las diferentes
caracteristicas antigénicas de cada hongo o a la metodologia
empleada, la gue seria necesaric normar, para lograr
resultados uniformes y reproducibles.

Los resultados obtenidos con W. dermatitidis concuerdan
con los trabajos de Nicolaisen y Swatek (1980), gquienes al
probar el antisuero de W. dermatitidis contra varios hongos
dematidceos observaron solamente una relacién de precipitinas
contra la especie homéloga. Asimismo, podria ser congruente
con los resultados de Kaufman et al. (1980) guienes tampoco
encuentran relaciones inmunolégicas entre W. dermatitidis vy
Exophiala Jjeanselmei, importantes agentes etiolbégicos de 1la
feohifomicosis.

Los trabajos de Standard y Kaufman (1976) y de Kaufman y
Standard (1978) apoyan la validez del método de produccién de
exoantigenos para identificar inmunolégicamente los hongos
causantes de micosis profundas. La utilidad potencial del
método para hongos dematidceos ha sido demostrada en los
trabajos de Espinel-Ingroff et al. (1986) al encontrar bandas
especificas de precipitacién para P. verrucosa, F. pedrosoi y
Xylohypha bantiana antes considerada como Cladosporium
bantianum y recientemente clasificada por McGinnis et al.
(1986) .

Los resultados presentados confirman 1la separacién
inmunolégica de la especie W. dermatitidis, y demuestran gque
los exoantigenos de los hongos dematidceos estudiados,
destacando a F. pedrospi, comparten componentes antigénicos.
Honbo et al. (1986) han demostrado lo importante qgue resulta
adsorber los antisueros con antigenos heterélogos ya que a
pesar de las reacciones cruzadas que encontraron entre varias
especies del género Cladosporium (C. carrionii, €. herbarum,
€. cladosporoides) y X. bantiana, estas pudieron ser
identificadas y diferenciadas especificamente a través de
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cuatro factores séricos monoespecificos obtenidos por el
procedimiento de inmunoadsorcién.

Por Tdltimo, se considera gque la prueba de los
exoantigenos representa una herramienta Gtil que permite
realizar una diferenciacidén preliminar de los agentes
causales de la cromoblastomicosis, de W. dermatitidis, agente
de la feohifomicosis, y que aunada a inmunoadsorciones podria
ser de gran utilidad en su identificacidén inmunolégica.
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