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Abstract: Loss of leaf pubescence and its physiological effects on Espeletia paipana (Asterales, Asteraceae),
in the Boyaca-Colombia department. Espeletia paipana is an endangered giant caulescent rosette endemic to
Boyaca department. In order to establish whether a plant disease, characterized by the loss of leaf pubescence
(PPF) and attributed to the pathogenic action of endophytic microorganisms, is the cause of the increasing
mortality of population, the physiological performance of the species was evaluated with and without PPF. The
incidence (% leaves affected in each of the 27 individuals in the current population) and severity (% leaf area
affected on 135 leaves) of the PPF were monitored over a period of nine months, in three topographic zones of
different heights. During four consecutive days in both dry and wet season, physiological parameters as chloro-
phyll content index (ICC), stomatal conductance (Gs) and leaf temperature (Tfol) were measured in healthy and
affected leaves. The study was complemented with isolations and pathogenicity tests to identify the causal agent
of the PPF. Overall, although the disease incidence in E. paipana was constant over time, the severity progressed
surpassing 60 % of the leaf area. The increasing of severity in the upper side of leaves was attributed to the
photo-oxidative effect of high radiation between 11:00 h and 14:00 h of the day. The reduction of functional leaf
area because of the PPF, led to low Gs with serious implications for carbon fixation and thus limiting growth
and biomass renewal. The effect of season in Tfol varied according to the topographic zone, while the ICC did
not present a defined pattern with respect to the PPF; its low values could be associated with the production of
other pigments. Finally, although it is not possible to ensure that Botrytis sp. is the causative of the loss of leaf
pubescence, it is postulated as the most probably causal agent due to its high representativeness in the isolates
and its infectious potential during the pathogenicity tests. In general, the reduction of healthy leaf biomass and
decrease of physiological performance suggest that PPF affect negatively the survival of E. paipana, which
means that the use of biological controllers could be a strategy to mitigate its effect on the population. Rev. Biol.
Trop. 63 (3): 845-858. Epub 2015 September 01.

Key words: Espeletia paipana, pubescence, pathogenic disease, severity, leaf temperature, stomatal conduc-
tance, chlorophyll content.

Los paramos son ecosistemas tropicales
de alta montafla que se caracterizan por pre-
sentar condiciones drasticas a causa de la alta
radiacion, baja temperatura anual, frecuentes
heladas nocturnas y alta humedad relativa
(Monasterio, 1980; Hofstede, 1995; Castrillo,
2006). La alternancia de irradiacién directa
durante el dia y congelamiento y gelifluxion
durante la noche genera amplias variaciones
de temperatura que superan los regimenes

estacionales (Monasterio, & Sarmiento, 1991;
Luteyn, 1992). En general, estas condiciones
abidticas conllevan a que los paramos tengan
una baja productividad primaria, una lenta des-
composicion de la biomasa, dificil absorcion de
nutrientes y retraso de los procesos sucesiona-
les (Luteyn, 1999; Sanchez, 2003).

Colombia tiene una extension de 14400
km? de paramo, que aunque corresponden a
mas de un 40 % de la extension mundial, en
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realidad sélo representan el 1.3 % del territo-
rio Colombiano (Hofstede, Segarra, & Mena,
2003). Diversas actividades como la ganaderia,
agricultura, quema, deforestacion y extraccion
de recursos biologicos son actualmente fuertes
factores antrépicos que llevan a que el territorio
de paramo sea cada vez mas reducido, afectan-
do la sobrevivencia de especies de fauna y flora
especificas para este ecosistema (Vargas, Jai-
mes, Castano, & Mora, 2004; Alonso-Amelot,
2008; Castano, 2002).

Espeletia paipana S. Diaz & Pedraza es
una roseta caulescente endémica del depar-
tamento de Boyaca, que se encuentra en la
categoria En Peligro Critico por la UICN,
debido a su dramatica reduccion poblacional,
ocupando un 4rea menor a 0.007 km? (Lépez,
2004). Para el afio 2004 se report6 un total de
76 individuos entre adultos, jovenes y plantu-
las, de los cuales, actualmente sobreviven 27
individuos en su mayoria adultos.

Con base en observaciones detalladas de
las hojas de E. paipana, en el 2012 detecta-
mos una enfermedad foliar que se caracteriza
por la pérdida de pubescencia, lesion que
en estados avanzados causa la formacion de
manchas necroticas, clorosis y deformacion de
la hoja. El descubrimiento de la enfermedad
dio origen al interrogante sobre si la acelera-
da mortandad poblacional estaba relacionada
con la afectacion por dos vias simultaneas: el
estrés abidtico a causa de la disminucion de la
regulacion hidrica y térmica que representa la
pérdida de pubescencia foliar (PPF), y el estrés
bidtico, generado por la accion patogénica de
microorganismos asociados a la lesién en el
tejido fotosintético.

La pubescencia foliar es una caracteris-
tica de gran valor adaptativo para las plantas
del paramo, debido a que atenta los efectos
negativos de condiciones ambientales adversas
sobre el estado fisiologico y el crecimiento.
Es una modificacion de la epidermis que varia
tanto en longitud como en densidad de acuer-
do a la altitud, con el fin de regular la alta
radicacion incidente, la economia hidrica y la
difusion de gases (Meinzer & Goldstein, 1985,
Molina-Montenegro, 2008). En espeletias, la

pubescencia aumenta con el gradiente altitudi-
nal permitiendo el desacople con la tempera-
tura ambiente, es decir, actia como regulador
térmico que permite mantener los 6ptimos de
temperatura para la fotosintesis. Llega a reflec-
tar mas del 20 % de la radiacion incidente,
reduciendo cerca de un 10 % la cantidad de
radiacion asimilada por la hoja; aumenta el gro-
sor de la capa limite, al disminuir la pérdida de
calor por conveccion durante la transpiracion,
y retiene humedad, al reducir el efecto abrasivo
y la desecacion a causa del viento (Goldstein,
Rada, Canales, & Zabala, 1989; Azocar &
Rada, 1993; Levizou, Drilias, Psaras, & Mane-
tas, 2004; Castrillo, 2000).

Con relaciéon a la infeccion foliar por
patdgenos, se sabe que la incidencia de fitopa-
togenos altera la susceptibilidad y/o tolerancia
de las plantas a las condiciones del ambiente
y al ataque de insectos (Paul, 1982; Fisher &
Petrini, 1991; Sempere & Santamarina, 2008).
Aspectos que posiblemente determinan en gran
medida el éxito reproductivo y la permanencia
de las poblaciones vegetales en el tiempo. Sin
embargo, es escaso el conocimiento acerca del
tipo de interacciones bidticas que rodean a la
gran mayoria de especies vegetales de paramo
y mas aun, se desconoce el efecto conjunto del
estrés bidtico y abidtico sobre el desempeiio
fisiologico de las mismas.

En este estudio se evaluo el estado sani-
tario foliar y el rendimiento fisiologico de E.
paipana con el fin de identificar los factores
que han acelerado la reduccién de su pobla-
cion. Este trabajo se llevd a cabo mediante el
analisis del comportamiento de la incidencia
y la severidad de la PPF, la caracterizacion de
la comunidad de hongos asociados a esta pato-
logia y el ensayo de la capacidad infectiva de
hongos altamente agresivos, aislados del tejido
foliar afectado. Para determinar el efecto de la
PPF en la fisiologia de la especie se valord la
conductancia estomatica, la temperatura foliar
y el contenido de clorofilas. La identificacion
de una actividad patogénica y la alteracion
fisiologica asociada a la PPF, permitira deter-
minar estrategias de control y prevencion para
esta y otras espeletias.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: El estudio se realizo
durante el 2013 en el paramo La Cuchilla
(5°51°11.4” N - 73°0.8°33.7” W) a una altitud
entre los 3 509 y 3 567 m, dentro del Parque
Natural Municipal Rancheria. El paramo es
parte del Corredor Guantiva-La Rusia-Iguaque
ubicado en el costado occidental de la Cordi-
llera Oriental, en jurisdiccion de los departa-
mentos de Boyacd, Santander y Cundinamarca
(Sanchez & Cely, 2003; Solano, Roa, & Calle,
2005). Este complejo presenta un régimen de
[luvia bimodal comprendido entre Abril-Mayo
y Octubre-Noviembre, y dos periodos secos en
Diciembre-Marzo y Junio-Agosto con tempe-
raturas promedio en época seca de 27.6 °C y
en época humeda de 25.7 °C. La precipitacion
anual fluctua entre 700 mm y mas de 3000 mm
(Solano, et al., 2005).

La poblacion vegetal del paramo La Cuchi-
lla esta conformada por pastizales de Calama-
grostis, matorrales de Hypericum, Chusquea y
helechos del género Blechnum. E. paipana se
encuentra asociada a poblaciones de E. neme-
kenei, E. incana, E. argentea y Espeletiopsis
guacharaca (Lopez, 2004).

Distribucién de la poblacion: La distri-
bucion de los 27 individuos de E. paipana en
el sitio de estudio comprende tres zonas: cima
(3567 m), pendiente (3542 m) y depresion
(3509 m). La zona fue considerada como un
factor determinante de las diferentes variables
morfo-fisioldégicas y sanitarias, razén por la
cual se analiz6 su efecto en este estudio.

Dado que la condicion mas estresante en
los paramos es la alta radiacion luminica, se
midi6 la radiacién fotosintéticamente activa
(PAR) en el rango diurno de mayor intensidad
solar, en intervalos de 15 minutos desde las
11:00 h hasta las 14:00 h usando un medidor
Apogeé MQ-100.

Evaluacién de la incidencia y la severi-
dad: Se diagnostico la pérdida de pubescencia
foliar (PPF) tanto en el haz como en el envés de
las hojas, como una enfermedad que conlleva

la presencia de manchas necroticas, quemazon,
clorosis y deformacion. La incidencia de PPF
se evalud en cada uno de los 27 individuos
como el porcentaje de hojas que presentaron
los sintomas mencionados. Como un factor
colateral a la PPF, se estimo la incidencia de
la herbivoria por plagas (porcentaje de hojas
con signos de esqueletizacion y defoliacion).
Los datos fueron tomados a los largo de nueve
meses y analizados por zonas mediante el test
de Kruskal Wallis. Ademas, se realizd una
correlacion mediante el coeficiente de Spear-
man para determinar el comportamiento de la
herbivoria respecto a la PPF.

Por otro lado, la severidad se estimd como
el porcentaje de area afectada de la hoja, cal-
culado en cinco hojas por individuo seleccio-
nadas al azar, fotografiadas y analizadas en el
programa Axio Vision LE 4.8 (2009). Los datos
de severidad fueron transformados con Log,,
(x+1) y analizados mediante ANOVAS a una
via para identificar diferencias entre zonas, y
determinar la variacion de la severidad entre el
haz y el envés de las hojas.

A partir de los resultados de incidencia y
severidad se estim6 el porcentaje de biomasa
foliar con PPF, con base en el cual se clasifico
a los individuos en tres niveles de afectacion:
bajo (0-5 %), medio (5-10 %) y alto (> 10 %).

Mediciones morfo-fisiolégicas: Durante
cuatro dias consecutivos en la época seca de
enero y en la época himeda de noviembre,
se midid la conductancia estomatica (Gs) y la
temperatura foliar (Tfol) en dos hojas sanas
y dos hojas con PPF de cada uno de los 27
individuos. Para mayor homogeneidad de los
datos, los registros se realizaron durante las tres
horas de mayor luminosidad simultdneamente
a las mediciones de radiacion PAR, utilizando
un porometro digital Decagon Devices SC-1.
Asi mismo, se midio el indice de contenido de
clorofila (ICC): tres mediciones por hoja sana y
tres mediciones en hojas afectadas, empleando
un clorofilometro OptiScience CCM-200.

Los datos fueron normalizados mediante la
transformacion tipo Log,, parala Gs y el ICCy
\x para la variable Tfol, y analizados mediante
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ANOVA a dos vias, para observar el efecto de
la PPF, la zona y la época. Las variables Gs y
Tfol fueron correlacionadas con el coeficiente
de Spearman para establecer como se relaciona
el grado de enfriamiento foliar con la conduc-
tancia estomatica.

Dentro de las caracteristicas morfolédgicas,
se midio el area foliar (Afol) y la altura de los
individuos. El Afol se obtuvo del promedio
de cinco hojas maduras por roseta mediante
mediciones con regla de las dimensiones de la
hoja, fotografias y su posterior analisis en el
programa Axio Vision LE 4.8.

Aislamiento e identificacién de hongos:
Se obtuvieron muestras del tejido foliar afec-
tado a partir de 15 hojas de E. paipana. Las
muestras se almacenaron en bolsas sellables
a 4 °C y se procesaron dentro de las 24 horas
siguientes. El material se cortd en secciones
pequefias (< 1 ¢cm?) que comprendian el drea
afectada y parte del tejido sano colindante. La
esterilizacion de los cortes se realizo por inmer-
sion en alcohol 70 % (1 min), en hipoclorito
de sodio 1 % (1 min) y cinco lavados de 1 min
con agua destilada estéril de acuerdo con la
metodologia de French & Hebert (1980). Pos-
teriormente, se sembraron tres cortes en cajas
de Petri utilizando Agar Papa Dextrosa (PDA),
Agar malta y Agar nutriente. Las siembras
se incubaron a 27 °C durante ocho a 30 dias.
Los cultivos fueron purificados e identificados
mediante microcultivos, empleando las claves
taxondmicas de Barnett (1960), Hanlin (1990)
y Castafio (1998).

Los resultados de los aislamientos se con-
trastaron con observaciones al microscopio de
20 improntas realizadas en campo. Para esto se
tomaron muestras con cinta transparente que
cubrieran el area afectada y sana de la hoja. Las
muestras se colorearon con azul de metileno al
colocar la cinta sobre la lamina portaobjetos.

Estudio de patogenicidad: Dado el estado
de amenaza de E. paipana, es escaso el mate-
rial foliar sano que puede extraerse de la zona
de estudio. Para las pruebas de patogenicidad
se realizaron tres pruebas de infeccion en hojas

de E. paipana (4 hojas) y de E. nemekenei
(20 hojas), empleando las cepas Botrytis sp.,
Fusarium sp. cepa F1 y Fusarium sp. cepa F2,
aisladas del tejido foliar afectado. A partir del
cultivo puro de cada cepa, se raspé el micelio
superficialmente para obtener una suspension
de conidias en agua estéril y Tween al 0.5 %.
La suspension se observo al microscopio y
se cuantifico mediante un hemocitometro. Se
prepard 5 mL de indculo a una concentracion
de 10° esporas/mL, que fue suministrada en
dosis de 0.5 mL en el apice, base y en el cen-
tro de la vena principal de la hoja empleando
jeringas de 5 mL.

Se evalu¢ el avance de la infeccion de cada
cepa y la respuesta de un control (seis hojas
sanas) cada dos a tres dias durante un periodo
de 42 dias en el laboratorio, donde las hojas se
mantuvieron en cadmara himeda bajo condicio-
nes de luz difusa entre 18 a 68 pmol/m?.s, tem-
peratura de 19 °C y humedad relativa de 88 %.

Todos los analisis estadisticos se realiza-
ron utilizando el programa STATISTICA 7.0
(StatSoft, Inc., 2004).

RESULTADOS

Radiacion fotosintéticamente activa: La
radiacion PAR varia significativamente entre
épocas (MW-U (N =312) Z = 3.57, P < 0.05),
y fue altamente fluctuante en la cima, donde los
valores maximos alcanzaron los 3000 pmol/
m2.s en época seca, el doble de los valores
registrados para la época himeda. En general,
la radiacion PAR supera los 2 000 pmol/m?.s en
las demas zonas.

Pérdida de pubescencia foliar (PPF):
La PPF en E. paipana es una enfermedad que
conlleva a la formacion de manchas necroticas
irregulares, clorosis y la deformacion de las
hojas. En el haz se observo la marchitez y
desprendimiento del tejido intervenal, y en el
envés se evidenciaron lesiones cafés sobre la
nervadura central a manera de un “raspado”
que asciende hacia el apice de la hoja causan-
do marchitez. La incidencia de la PPF vario
entre zonas (KW-H (2.230) = 78.68, P < 0.05)
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con mayor repercusion en los individuos de la
depresion, donde el porcentaje de hojas afec-
tadas se mantuvo entre un 37 a 55 %. En cada
zona, el porcentaje de incidencia fue constante
a lo largo de los nueve meses de seguimiento y
present6 una correlacion negativa con la inci-
dencia de la herbivoria por plagas (r = -0.62,
P < 0.05), la cual sufrié un descenso marcado
a partir de junio cuando inici6 la época de
lluvias (Fig. 1).

Aunque la incidencia de la PPF fue cons-
tante, la severidad de la misma aumentd en
promedio un 0.13 % por mes, y difirié entre
zonas (F (2 420)=16.76, P < 0.05); esta fue
mayor en la cima. El porcentaje de area afecta-
da por la PPF fue mayor en el haz de las hojas
(1.420) = 5.79, P = 0.01). Entre los meses de
Mayo a junio se observo un rapido incremento
de la severidad (0.33 %) en todas las zonas,
que finalizoé en julio, causando la muerte del
64.8 % de las hojas con porcentajes mayores
al 50 % (Fig. 1). En general, el porcentaje de
biomasa foliar total con PPF fue bajo en el 50
% de la poblacion, medio en un 42 % y alto en
el 8 % restante.

Efecto de la PPF en la fisiologia de E.
paipana: La PPF afecto significativamente la
Gs (F (1.804) = 315.57, P < 0.05). El inter-
cambio gascoso de las hojas sanas (143.2
mmolH,0/m%s) duplicé en promedio al de
las hojas con la enfermedad (68.6 mmolH,O/

m?2.s), principalmente durante la época seca.
La respuesta fue distinta para los individuos
de la pendiente (F (2.804) = 8.10, P < 0.05),
los cuales mantuvieron valores de Gs similares
durante las dos épocas, alrededor de 102.6
mmolH,0/m%s (Fig. 2). La Gs promedio fue
mayor en los individuos de la depresion (F
(2.197) = 7.66, P < 0.05) (Cuadro 1).

Se encontrd una alta variabilidad del con-
tenido de clorofila entre hojas, por lo cual no se
evidencid un patrén definido relacionado con
la PPF. Con relacion a la zona, el contenido
de clorofila fue significativamente mayor en la
pendiente (F (2.309) = 11.42, P <0.05) (Fig. 2).

Efecto de la época y la zona en la fisiolo-
gia de E. paipana: Las caracteristicas morfo-
fisiologicas de los individuos de E. paipana
varian entre zonas. A medida que se desciende
hacia la depresion, los individuos poseen tallas
mas pequeifias con hojas mas grandes (F (2.97)
= 14.75, P < 0.05), que sin importar la época
logran mantener temperaturas cercanas a 19
°C, aproximadamente 4 °C por encima de las
temperaturas registradas en la cima y la pen-
diente (F (2.197) = 35.21, P < 0.05) (Cuadro
1). En contraste, durante la época seca, los
individuos de la cima y la pendiente mostraron
temperaturas foliares que superaron en unos 4
°C a las registradas para la época himeda (Fig.
2). Al analizar las correlaciones entre variables
morfo-fisiologicas, se encontré una relacion

CUADRO 1
Variaciones morfo-fisiologicas de E. paipana entre zonas topograficas

TABLE 1
Morpho-physiological variations of E. Paipana among topographic zones

Caracteristicas
morfo-fisiologicas Cima
Gs (mmolH,0/m?.s) 97.05 + 73.46
Tfol (°C) 17.47 +3.62
Clorofilas (ICC) 29.77 £ 10.07
Afol (cm?) 96.80 + 17.52

Altura (cm) 131.67 £44.10

Zona
Pendiente Depresion
102.63 £+ 70.27 114.84 +79.77
17.69 + 3.47 18.23 £2.53
36.18 = 10.02 29.66 +9.33
139.65 = 33.30 144.44 + 58.04
112.40 £29.21 98.15 £ 35.65

Media + desviacion estandar, Gs: Conducticia estomatica, Tfol: Temperatura foliar, Afol: area foliar.
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Fig. 1. Incidencia y severidad de la PPF (Pérdida de Pubescencia Foliar) en individuos de E. paipana ubicados en cima
(A), pendiente (B) y depresion (C). En la izquierda se compara la incidencia de la PPF y de la herbivoria por insectos a
lo largo de nueve meses. En la derecha se muestra el avance de la severidad en el haz y el envés de hojas de durante ocho
meses de seguimiento. Las franjas sombreadas indican periodos de cambios significativos en los porcentajes de incidencia
y severidad.

Fig. 1. Incidence and severity of PPF (Loss of leaf pubescence) in individuals of E. paipana located in top (A), slope (B)
and depression (C). On the left the PPF incidence and herbivory by insects along nine months. On the right the progress of
the severity on the upper and lower sides of leaves for eight months. Shading indicates periods of significant changes in the
percentages of incidence and severity.

850 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 63 (3): 845-858, September 2015



70 80
0 7
s g 50
§ 40 T 40
[}
?é 30 2 30
= 9 20
20 0
10 o
60 60
50 50
= )
§ 40 £ 40
.4 el
2 30 S 30
S 5
S 20 3 20
£ »n
10 10
0 0
70 c 60
60 I l 50
X 50 Ef : i £ 40
5] e --¢- 1
g t f B 30
3 30 5
(3] 3 20
£ 20 @«
10 10
0 0

Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Nov
~& PPF

O~ Herbivoria

Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul
~# Haz

- Envés

Fig. 2. Efecto de la pérdida de pubescencia foliar (PPF), zona y clima sobre las variables fisiologicas: Conductancia
estomatica (Gs), temperatura foliar (Tfol) e indice del contenido de clorofila (ICC). HS: Hojas sanas.

Fig. 2. Effect of the loss of leaf pubescence (PPF), zone and season on the physiological variables: Stomatal conductance
(Gs), leaf temperature (Tfol) and chlorophyll content index (ICC). HS: healthy leaves.

significativa entre Gs y Tfol (r=0.44, P <0.01)
durante la época humeda que no estuvo presen-
te durante la época seca.

Aislamiento e identificacion de hon-
gos: A partir de las muestras del tejido foliar
se aislaron 117 hongos y se logré identificar
16 géneros con una alta representacion de
Nigrospora (15.5 %), Botrytis (12.9 %), Cla-
dosporium (11.25 %) y Fusarium (13.8 %),
este ultimo con dos morfotipos clasificados
como cepa F1 y cepa F2. Dentro de los géne-
ros menos frecuentes se encontrd a Sarcinella
(0.9 %) y Endocochlus (1.7 %) (Cuadro 2).

Algunas cepas no presentaron cuerpos de fruc-
tificacion que permitieran su identificacion
y por tanto fueron agrupados como micelios
estériles. Botrytis, Cladosporium y Alterna-
ria fueron los géneros mas frecuentes en los
individuos con PPF a partir de los cuales se
obtuvieron las muestras.

En las improntas realizadas en campo, se
observaron esporas y algunos residuos mice-
liares de hongos de los géneros Nigrospora,
Epicoccum, Brachysporium, Alternaria, Fusi-
cladium, Cladosporium, Fusarium, Spegazzi-
nia, Sporormiella, Torula y Chaetomium. A
partir de los ensayos tanto en campo como en
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CUADRO 2
Hongos asociados a la pérdida de pubescencia foliar (PPF) en E. paipana

TABLE 2

Fungi associated with the loss of leaf pubescence (PPF) in E. paipana

Frecuencia relativa

Hongo/morfo-especie Habito Asl e Ind
Alternaria sp. Cepa Alt Parasito/saprofito 9.52 1.49 7.84
Botrytis sp. Parasito 12.98 10.44 12.74
Chaetomium Saprofito 2.59 8.90 3.92
Cladosporium Parasito/saprofito 11.25 11.94 10.78
Endocochlus Saprofito 1.73 - 2.74
Fusarium sp. cepa F1 Parasito/saprofito 9.52 1.49 6.95
Fusarium sp. cepa F2 Parasito/saprofito 433 - 2.85
Fusicladium Parasito 5.19 4.47 7.84
Nigrospora Parasito/saprofito 15.5 8.95 11.7
Oidiodendron Saprofito 4.33 2.98 4.9
Penicillium Parasito/saprofito 1.73 - 3.92
Rizoctonia Parasito facultativo 5.19 - 5.88
Sarcinella Saprofito 0.87 - 1.96
Sordaria Parasito/saprofito 433 8.95 4.9
Trichoderma Saprofito 5.19 - 4.9
Verticillium Parasito/saprofito 6.06 - 5.88
Alternaria sp.1 Parasito/saprofito - 1.49 -
Alternaria sp.2 Parasito/saprofito - 5.97 -
Brachysporium Saprofito - 14.92 -
Bactrodesmiella Saprofito - 5.90 -
Capnodium Patogeno - 7.46 -
Epicocum Saprofito - 7.46 -
Spegazzinia Saprofito - 4.47 -
Sporormiella Saprofito - 2.98 -
Torula Saprofito - 447 -

Asl: Aislamientos, Imp: Improntas, Ind: Individuos de E. paipana.

laboratorio, se observaron tres morfotipos dis-
tintos para el género Alternaria, de los cuales
se obtuvo la cepa AltI (Cuadro 2).

Pruebas de patogenicidad: Por su facil
aislamiento, purificaciéon y replicacion, se
seleccionaron los hongos Botrytis sp, Fusa-
rium sp. cepa F1 y Fusarium sp. cepa F2 para
las pruebas de patogenicidad. A pesar de estar
presentes persistentemente en las lesiones, no
fue posible reproducir los sintomas observados
en campo durante los 42 dias de evaluacion de
la prueba. Sin embargo, se logrd describir el
comportamiento de los hongos seleccionados
sobre el tejido foliar sano de E. paipana y de
E. nemekenei.

Las hojas inoculadas con Botrytis sp. pre-
sentaron sintomas a los 10 dias. Inicialmente

se observaron manchas necroticas de color
marrén distribuidas heterogéneamente sobre el
envés. A los 20 dias, las manchas crecieron y
se unieron diseminandose desde el apice hacia
la base, dando a la hoja un aspecto blando y
flexible. En algunos casos, el crecimiento del
micelio sobrepasé la pubescencia de la hoja,
exhibiendo cuerpos fructiferos y esclerocios de
color pardo. De esta manera, a partir del dia 28
las hojas comenzaron a morir con porcentajes
de severidad superiores al 50 % (Fig. 3).
Fusarium sp. cepa F1 causd pudricion
blanda en la base de la vena principal de la
hoja, tornandose de color purpura-café, y en
algunos casos produjo micelio en la superficie
del envés. La incidencia de este patdgeno fue
baja, con porcentajes de severidad menores
al 30 % hasta el dia 28, cuando las hojas
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Fig. 3. Severidad de las cepas de Botrytis sp., Fusarium sp. - F1 y Fusarium sp. - F2, evaluada en hojas sanas de E. paipana

y E. nemekenei durante 42 dias.

Fig. 3. Severity of the strains of Botrytis sp., Fusarium sp. - F1, and Fusarium sp. - F2, evaluated in E. paipana and E.

nemekenei healthy leaves during 42 days.

comenzaron a morir por pérdida de turgencia
y necrosis. Por otro lado, las hojas inoculadas
con Fusarium sp. cepa F2 presentaron manchas
circulares negras cuyo didmetro aumentaba en
el tiempo, generando grietas y marchitamiento,
sintomas asociados con la invasion del hongo a
través de los vasos conductores de la hoja, en
este caso el porcentaje de severidad aument6d
a partir del dia 31, causando la muerte de la
mayoria de las hojas (Fig. 3).

DISCUSION

Aunque la incidencia de la PPF en E.
paipana tiende a ser constante en el tiempo,
la severidad aumenta de manera intensiva
iniciando con un porcentaje de area foliar afec-
tada menor al 10 % y llegando al 45 % en la
depresion y al 65 % en la cima al final de ocho
meses de seguimiento. El efecto foto-oxidativo
de la radiacion diurna puede ser considerado
un factor que intensifica la severidad de la
enfermedad en el haz de las hojas, debido a
que diariamente estan expuestas a valores PAR
superiores a 2000 pmol/m?.s. Esta radiacion

sobrepasa ampliamente los umbrales de foto-
inhibicion para la gran mayoria de las plantas,
incluso para aquellas consideradas heliofitas
(1445.16 pmol/m?.s, Fitter & Hay, 2002). El
avance de la severidad de la PPF fue estimado
en alrededor de 7.68 cm® de 4rea foliar/mes.
Esta tasa de incremento fue similar entre zonas
y conllevo a la pérdida de un importante niime-
ro de hojas en toda la poblacion.

La correlacion negativa entre la incidencia
de la herbivoria por plagas y la incidencia de la
PPF, sugiere que existe una relacion antagonica
entre los agentes causantes de estos dos tipos
de dafio foliar. La herbivoria afecta en mayor
proporcion a los individuos ubicados en la
cima, principalmente durante las épocas secas
del afio. Cuando el area foliar se reduce a causa
del consumo por insectos, disminuye el trans-
porte de agua y nutrientes en la planta, hacién-
dolas menos tolerantes a la depredacion y mas
susceptibles al estrés hidrico (Tyree, Velez, &
Dalling, 1998; Cavender & Bazzaz, 2000). Sin
embargo, al iniciar la temporada de lluvias en
el mes de junio la herbivoria se reduce y la PPF
permanece constante.
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La reduccion del area foliar funcional, a
causa de la PPF, limita significativamente la
eficiencia de los procesos fisiologicos en E.
paipana. En hojas sanas, la pubescencia abun-
dante aumenta la capa limite, reduciendo el
choque térmico con el ambiente y permitiendo
la apertura estomatica y la difusion de gases
durante el dia (Meinzer & Golstein, 1985;
Gates, 1980). Se ha visto que con el incremento
de la altitud, la pubescencia foliar sirve para
asegurar el desacople térmico de la temperatu-
ra ambiente y reflejar un mayor porcentaje de
radiacion, asi esto implique una menor fijacion
de carbono (Sandquist & Ehleringer, 1997).

La pubescencia es considerada la primera
barrera frente a la alta radiacion fotosintética-
mente activa y UV-B. Llegando a reflectar mas
del 20 % de la radiacion incidente, con el fin de
evitar el dafio en el fotosistema II y la degra-
dacion de otros pigmentos (Lang & Schindler,
1994; Molina-Montenegro, 2008; Ranjbarfor-
doei, Samson, & Van Damme, 2011). Aunque
no se comprobd un efecto negativo en los
contenidos de clorofilas asociado a la PPF,
se observd que las hojas afectadas presentan
signos de fotoinhibicion, evidentes por una
reduccion de la media de conductancia esto-
matica de alrededor del 48 % durante la franja
del mediodia. Esto conlleva a bajas tasas de
qsimilacién de CO, (Goldstein, et al., 1989;
Azocar & Rada, 1993; Castrillo, 2006) que a
su vez afectaran el ritmo de crecimiento y la
reposicion de biomasa.

E. paipana presenta un promedio de con-
ductancia estomatica (115.27 mmolHZO/mz.s)
menor al que se ha medido en Espeletias
tipicas de los paramos venezolanos como E.
schultzii (150 y 100 mmolH,0/m?s) y E.
neriifolia (200-250 mmolH,0/m?.s) (Cavieres,
Rada, Azocar, Garcia-Nuiez, & Cabrera, 2000;
Azocar & Rada, 2006). Para poblaciones de E.
schultzii se ha demostrado que la Gs se reduce
en un 34 % al ascender de 2 800 a 4 200 m
(Rada, Azocar, Gonzalez, & Brisefno, 1998),
mientras que con E. neriifolia se ha establecido
que la asimilacion neta de CO, durante dias
nublados se reduce a valores criticos, cercanos
al punto de compensacion (Cavieres, et al.,

2000). Estas evidencias son solo una muestra
de la complejidad de las respuestas funcionales
de las rosetas suculentas frente a la variabi-
lidad ambiental de alta montafia, aunque en
general sugieren que las espeletias son plantas
que apuestan a rendimientos fisiologicos bajos
pero seguros, gracias a caracteristicas morfo-
anatomicas de alta adaptacion al paramo.

La zona topografica donde estan ubica-
dos los individuos de E. paipana es un factor
decisivo en la morfo-fisiologia de la especie,
de igual o mayor importancia que la PPF. El
contenido de clorofila fue en promedio mucho
mayor en los individuos de la pendiente en
comparacion con la depresion y la cima, lo
que puede indicar que existe una importante
influencia del angulo de orientacion con rela-
cion a la irradiacion. Los individuos de la cima
y la depresion, al estar expuestos de forma per-
pendicular a la radiacion solar, producirian una
menor cantidad de pigmentos fotosintéticos y
harian una mayor inversion en pigmentos foto-
protectores (Manuel, et al., 1999; Korner, 2003;
Molina-Montenegro & Cavieres, 2010).

En la cima hubo una correlacion altamente
positiva entre la Tfol y la Gs durante la época
himeda, que sugiere que el desacoplamiento
con el exterior se reduce significativamente
por efecto de una mayor influencia directa del
viento (Kozlowski & Pallardy, 1979; Allen
& Ort, 2001), llevando a que la planta tenga
una menor capacidad de regulacion térmica y
mayores limitaciones difusivas para hacer foto-
sintesis. Estas plantas también presentan una
menor area foliar para reducir la fotoinhibicion
por la alta radiacion que se presenta en la cima
durante la época seca (Valladares, et al., 2002;
Colmenares, Rada, & Luque, 2005).

Por otra parte, en la depresion los indi-
viduos poseen hojas mas grandes que en pro-
medio mantienen una mayor temperatura, con
valores cercanos a los Optimos para la foto-
sintesis en E. neriifolia a 3200 m (19.4 °C,
Cavieres, et al., 2000). Teniendo en cuenta
que en Espeletias los dptimos fisioldgicos se
reducen a medida que se asciende en altitud
(Cavieres, et al., 2000; Azocar & Rada, 2006),
puede afirmarse que a 3509 m y con una Tfol
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media de 18.3 °C, E. paipana podria realizar
una fotosintesis Optima asociada a una alta
Gs. La regulacion de la temperatura foliar en
la depresion persiste sin importar la época del
aflo, y podria verse favorecida por la arqui-
tectura densa y de bajo porte de la roseta, que
minimiza la exposicion al aire frio (Goldstein,
Meinzer, & Monasterio, 1985).

El alto nivel de afectacion del 8 % de la
poblacidn, la pérdida de biomasa foliar, suma-
do a los efectos sobre el desempefio fisioldgico
de los individuos, sugieren que la PPF es un
serio causante de mortalidad en la poblacion de
E. paipana. La comunidad de hongos asociados
al tejido foliar sin pubescencia, comprende
en su mayoria una gran variedad de hongos
endofitos, de los cuales algunos géneros como
Fusarium, Botrytis y Alternaria, poseen espe-
cies con alta capacidad patogénica (Fisher &
Petrini, 1991; Agrios, 2005). Con base en la
alta representatividad en los aislamientos y
su poder de infeccion durante las pruebas de
patogenicidad, la cepa Botrytis sp. es propuesta
como el agente causal de la PPF.

Botrytis es un patdogeno ubicuo que infecta
hojas, flores y frutos, causa estrangulamiento
del tallo, manchas y pudricién en tubérculos,
bulbos y raices de vegetales y frutales (Elad &
Shtienberg, 1995; Agrios, 2005). Las condicio-
nes de alta humedad relativa, un bajo déficit de
presion de vapor en la superficie de las plantas
y temperaturas bajas, caracteristicas de los
ambientes de paramo en época humeda, pro-
mueven la infeccion por Botrytis y predisponen
la susceptibilidad del hospedero (Elad, 1996;
Widiastuti, et al., 2011). La accidon necrotrofica
de este hongo le permite infectar a su hospe-
dero a partir de heridas superficiales, donde
contamina el agua extracelular con sus esporas.
Posteriormente estas germinan infectando el
tejido ileso, proceso que lleva a cabo mediante
la produccion de enzimas como la lipasa y la
cutinasa (Agrios, 2005). Desde el momento en
el que inicia la infeccion, los contenidos celu-
lares se tornan cafés, hasta que eventualmente
se produce la muerte de las partes afectadas
(HM.R., 1899).

La participacion de Botrytis en conjunto
con otros patégenos, pone en evidencia la exis-
tencia de mecanismos de resistencia de la plan-
ta frente al efecto negativo de la infeccion. Esta
podria ser una de las razones por las que no se
ha hecho hincapié en estudiar el estado sanita-
rio de estas plantas y sus interacciones bidticas.
Por otro lado, en este estudio se demuestra que
pese a la resistencia que genéticamente (por
adaptacion) estas especies poseen frente a la
patogenicidad de muchos microorganismos,
las alteraciones drasticas en las condiciones
ambientales pueden promover su vulnerabili-
dad a todo tipo de estrés biotico.

Aunque no fue posible reproducir los sin-
tomas de PPF en los ensayos de patogenicidad,
se sugiere que en condiciones naturales el
agente causal de la infeccion podria actuar de
manera sinérgica con otros microorganismos
como Nigrospora, Cladosporium y Alternaria.
Géneros comunes en lesiones foliares de habi-
to saprofito facultativo que pueden actuar de
forma patogénica bajo condiciones de estrés
(Fisher & Petrini, 1991; Sempere & Santama-
rina, 2008). Lamentablemente, en las condicio-
nes poblacionales actuales de E. paipana, el
material foliar sano es insuficiente para realizar
nuevas pruebas de patogenicidad que corrobo-
ren este planteamiento.

En general, E. paipana es una especie con
serios problemas que afectan su sobrevivencia
y conservacion. Estos incluyen las bajas posi-
bilidades de regeneracion in vitro; la reduccion
de la conductancia estomatica que conlleva-
rian a un bajo rendimiento fotosintético; una
infeccion patogénica causante de la pérdida
de pubescencia foliar que afecta en mayor o
menor grado al 100 % de la poblacion y de
severidad creciente, que a su vez limita el des-
empeflo fisiologico de la especie. Es evidente
la necesidad inmediata de una intervencion
in situ que podria involucrar el estudio y uso
de controladores biologicos como los hon-
gos Thrichoderma, Chaetomium y la bacteria
Bacillus licheniformis (datos no mostrados),
aislados de la misma especie con el fin de evi-
tar su extincion.
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RESUMEN

Espeletia paipana es una roseta caulescente gigante
en peligro de extincion, endémica del departamento de
Boyaca. Con el fin de establecer si una enfermedad en
la planta, atribuida a la acciéon patogénica de microor-
ganismos endofitos y caracterizada por la pérdida de
pubescencia foliar (PPF), puede ser causante de la ace-
lerada mortandad poblacional, se evaluo el desempeio
fisiologico de la especie con y sin PPF. La incidencia (%
de hojas afectadas por cada uno de los 27 individuos de la
poblacion actual) y severidad (% de area foliar afectada
en 135 hojas) de la PPF fueron monitoreadas durante
un periodo de nueve meses, en tres zonas topograficas a
diferentes altitudes. Parametros fisioldgicos como conduc-
tancia estomatica (Gs) y temperatura foliar (Tfol) e indice
de contenido de clorofila (ICC) fueron medidos en hojas
sanas y enfermas durante cuatro dias consecutivos, tanto
en la época seca como en la época huimeda. El estudio fue
complementado con aislamientos y pruebas de patogenici-
dad para identificar el agente causal de la PPF. En general,
aunque la incidencia de la enfermedad en E. paipana fue
constante a lo largo del tiempo, la severidad avanzé supe-
rando el 60 % del area foliar. El aumento de la severidad
en el haz fue atribuido al efecto foto-oxidativo de las altas
radiaciones entre las 11:00 y14:00 h. La reduccion del area
foliar funcional a causa de la PPF, llevo a una baja Gs con
serias implicaciones en la fijacion de carbono, y por tanto
limitando el crecimiento y la renovacion de biomasa. El
efecto estacional en la Tfol vari6 de acuerdo con la zona
topografica, mientras que el ICC no presentd un patréon
definido con relacion a la PPF; sus valores bajos podrian
estar relacionados con la produccion de otros pigmentos.
Finalmente, aunque no es posible asegurar que Botrytis
sp. es el causante de la pérdida de pubescencia foliar, se
postula como el agente causal mas probable debido a su
alta representatividad en los aislamientos y su potencial de
infeccion durante las pruebas de patogenicidad. En general,
la reduccion de biomasa foliar sana y disminucion del ren-
dimiento fisiologico sugieren que la PPF afecta negativa-
mente la sobrevivencia de E. paipana, lo que significa que
el uso de biocontroladores podria ser una estrategia para el
rescate poblacional.

Palabras clave: Espeletia paipana, pubescencia, enferme-
dad patogénica, severidad, temperatura foliar, conductancia
estomatica, contenido de clorofila.
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