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RESUMEN

Plantaciones experimentales de Schizolobium parahybum (pachaco) en el Tropico Himedo
Ecuatoriano estan siendo afectadas por una enfermedad de “decaimiento”, con
sintomatologia distinta a la de “marchitez vascular y pudricion de fuste”, sin que se hasta el
momento se conozca su etiologia. En la presente investigacién se planteé conocer la
incidencia, severidad, y describir la sintomatologia de la enfermedad e identificar los
morfolégicamente hongos fitopatdgenos asociados a arboles enfermos, y probar su
patogenicidad en plantulas jovenes de pachaco en vivero. Para el efecto se estudié una
plantacion de S. parahybum en la provincia de Los Rios, donde se establecieron tres
parcelas rectangulares de 500 m?. Se evalud la incidencia, severidad y describié los
sintomas de la enfermedad empleando una escala de 5 categorias (siendo 1=arbol
aparentemente sano y 5=arbol con mas del 50% de tejidos muertos). Por cada parcela se
diseccionaron 3 arboles, cuyos tejidos se llevaron al laboratorio, donde se emplearon 3
estrategias metodologicas (camara hiumeda, sandwiches de zanahoria y medio cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA) para estimular la expresion de los fitopatogenos. Para las pruebas de
patogenicidad se empled un Disefio Completamente al Azar (DCA) con cinco tratamientos:
T1 = Fusarium sp. 1, T2 = Fusarium sp. 2, T3 = Botryodiplodia sp. y T5 = Control. Cada
tratamiento estuvo constituido por 20 plantas (repeticiones). Después de 120 dias de
incubacion las plantas, se diseccionaron mediante cortes longitudinales y transversales, se
estimo el volumen aparente de necrosis (cm®) y la longitud de necrosis (cm). Se aislaron e
identificaron los hongos Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2, y Botryodiplodia sp. En arboles
enfermos se detectd pérdida de turgencia, palidez y amarillamiento de los foliolos,
especialmente en hojas jovenes. Las hojas jovenes muestran un tamafio reducido en
comparacion a las de arboles sanos, de color amarillo y mal formadas. En el tercio superior
del fuste son claramente observables zonas longitudinales de necrosis. La incidencia de la
enfermedad fue baja, con solo 1,7%. Los arboles enfermos se encontraron en la escala 2, lo
que indica que se encuentran en un estado de progreso inicial de la enfermedad. Los
tratamientos Fusarium sp. 1, y Fusarium sp. 1 + Fusarium sp. 2 + y Botryodiplodia sp.
generaron los mayores volimenes de necrosis, con 0,51 cm? en ambos casos. Sin embargo,
pese que los dafios generados por Fusarium sp 1. indicaron su implicacion en el proceso de

la enfermedad de S. parahybum, los resultados no son concluyentes.

Palabras claves: Botryodiplodia sp., Fusarium sp., incidencia, necrosis, severidad.
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ABSTRACT

Experimental plantations of Schizolobium parahybum (pachaco) in the Ecuadorian Humid
Tropics are being affected by a disease of "decay"”, with symptoms other than that of
"vascular wilting and stem rot", without its etiology being known so far. In the present
investigation, it was proposed to know the incidence, severity, and describe the symptoms
of the disease and identify the morphologically phytopathogenic fungi associated with
diseased trees, and test their pathogenicity in young pachaco seedlings in a nursery. For this
purpose, a S. parahybum plantation in the province of Los Rios was studied, where three
rectangular plots of 500 m2 were established. The incidence, severity and symptoms of the
disease were evaluated using a scale of 5 categories (1 = apparently healthy tree and 5 = tree
with more than 50% of dead tissues). For each plot, 3 trees were dissected, whose tissues
were taken to the laboratory, where 3 methodological strategies were used (humid chamber,
carrot sandwiches and potato-destrose-agar culture medium (PDA) to stimulate the
expression of phytopathogens. For the pathogenicity tests, a Completely Random Design
(DCA) was used with five treatments: T1 = Fusarium sp. 1, T2 = Fusarium sp. 2, T3 =
Botryodiplodia sp. and T5 = Control. Each treatment consisted of 20 plants (repetitions)
After 120 days of incubation, the plants were dissected through longitudinal and transverse
sections, the apparent volume of necrosis (cm3) and the length of necrosis (cm) were
estimated. The fungi Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2, and Botryodiplodia sp. Loss of turgor,
paleness and yellowing of the leaflets were detected in diseased trees, especially in young
leaves. Young leaves show a reduced size compared to the d e healthy trees, yellow and
malformed. Longitudinal areas of necrosis are clearly visible in the upper third of the stem.
The incidence of the disease was low, with only 1.7%. The diseased trees were found on
scale 2, which indicates that they are in an initial stage of disease progress. The treatments
Fusarium sp. 1, and Fusarium sp. 1 + Fusarium sp. 2+ and Botryodiplodia sp. generated the
largest volumes of necrosis, with 0.51 cm3 in both cases. However, although the damage
generated by Fusarium sp 1. indicated their involvement in the disease process of S.

parahybum, the results are not conclusive.

Keywords: Botryodiplodia sp., Fusarium sp., incidence, necrosis, severity.
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Fusarium sp. 1 + Fusarium sp. 2 + y Botryodiplodia sp. Generaron los mayores
volimenes de necrosis, con 0,51 cm? en ambos casos. Sin embargo, pese que los dafios
generados por Fusarium sp 1. Indicarian su implicacion en el proceso de la enfermedad
de S. parahybum, los resultados no son concluyentes.

Descripcion:

69 Hojas: dimensiones, 29 x 21 cm + CD-ROM

URI:

XVi




INTRODUCCION

La especie forestal Schizolobium parahybum (Vell.) S.F. Blake (pachaco), nativa de las
selvas tropicales de Centroamérica y Suramérica fue introducida a los sistemas de
produccion del Trépico Himedo Ecuatoriano (THE) en las décadas de los afios 1960y 1970,
convirtiéndose en una de las especies promisorias para proyectos de forestacion y
reforestacion en Ecuador. Sin embargo, (Belezaca-Pinargote, 2002; Belezaca-Pinargote et
al., 2011; Belezaca-Pinargote et al., 2012a) a partir de 1980 aparecié una compleja
enfermedad que ocasiona marchitez vascular y pudricion del fuste en arboles de S.
parahybum de diferentes edades, provocando la muerte de miles de ellos y la desaparicion

casi total de la especie en los sistemas de produccién de la region.

En Patologia Forestal se conoce la existencia de condiciones que generan dafios directos e
indirectos y en ciertos casos no perceptibles a simple vista, (Garbelotto y Gonthier, 2018)
los mismos que se resumen en un debilitamiento fisiologico de los arboles, como producto
de la presencia de plagas que pueden generar patologias consideradas como oportunistas y
desconocidas, que declinan grandes extensiones forestales, cuando no se aplican las debidas

medidas de prevencion y control.

Estudios realizados en S. parahybum por Ramirez (1990) y posteriormente por Belezaca-
Pinargote (2002), Belezaca-Pinargote y Suarez-Capello (2003), Belezaca-Pinargote et al.
(2011), y Belezaca-Pinargote et al. (2012a) permitieron establecer que la sintomatologia
asociada a la enfermedad era provocada por especies flngicas fitopatdgenas del género

Ceratocystis (C. paradoxa, C. moniliformis, y C. fimbriata).

Actualmente S. parahybum ha vuelto a despertar el interés de la industria maderera, por lo
que se han establecido plantaciones en superficies pequenas (< 15 ha) con el proposito de
conocer el comportamiento de la especie frente a la enfermedad que décadas pasadas diezmé
plantaciones en el THE. No obstante, recientes observaciones a nivel de campo dan cuenta
que varios arboles jovenes de S. parahybum se encuentran afectados por una enfermedad
cuya sintomatologia se caracteriza por el decaimiento y generacion de zonas de necrosis en
el apice o tercio medio de los arboles, hasta que mueren de forma descendente. Esta

sintomatologia difiere de la reportada previamente por Ramirez (1990), Belezaca-Pinargote



y Suérez-Capello (2001), Belezaca-Pinargote y Suarez-Capello (2003), Belezaca-Pinargote
et al. (2011) y Belezaca-Pinargote et al., (2012a), haciendo sospechar que los agentes

causantes de la misma no son los previamente conocidos.

La presente investigacion da a conocer los microorganismos fungosos asociados a
arboles enfermos de pachaco en plantaciones puras de zona central del THE, y brinda
conocimiento sobre su papel patogénico en el desarrollo de la misma, como un aporte

fundamental al desarrollo forestal del paisy la region



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

Desconocimiento del o los agentes bioldgicos causales de la enfermedad de decaimiento en
arboles jovenes de S. parahybum (pachaco) en plantaciones del Tropico Humedo

Ecuatoriano.

De acuerdo al MAGAP (2016), la superficie plantada con especies forestales tropicales de
gran demanda comercial con fines de exportacion, se ha incrementado significativamente en
la region Costa del Ecuador durante la Gltima década, especialmente en el THE. Sin
embargo, es bien conocido en Patologia Forestal que al masificarse una especie mediante
plantaciones puras, la aparicién de problemas fitosanitarios es cuestidn de tiempo, y para el
caso de S. parahybum (pachaco) no es la excepcion que se produzcan focos infecciosos de
enfermedades. Esta especie forestal se la ha plantado en el THE desde aproximadamente seis
décadas con buenos resultados, no obstante a partir de la década de 1990 se detectaron
problemas fitosanitarios serios que llevaron al detrimento de plantaciones enteras, cuyos
arboles presentaron caracteristicas de la enfermedad conocida como marchitez vascular y
pudricion del fuste, que ocasiona la muerte de los arboles de la especie S. parahybum

(pachaco).

A pesar que estudios realizados en la especie S. parahybum (pachaco) por Ramirez (1990) y
posteriormente por Belezaca-Pinargote (2002), Belezaca-Pinargote y Suarez-Capello (2003)
y Belezaca-Pinargote et al. (2011) permitieron establecer que la sintomatologia asociada a
la enfermedad de S. parahybum era provocada por especies fangicas fitopatogenas del
género Ceratocystis (C. paradoxa, C. moniliformis, y C. fimbriata), recientes observaciones
a nivel de campo dan cuenta que varios arboles de dicha especies jovenes de pachaco se
encuentran afectados por una enfermedad cuya sintomatologia se caracteriza por el
decaimiento y generacién de zonas de necrosis en el apice o tercio medio de los arboles de
pachaco hasta que mueren de forma descendente. Esta sintomatologia difiere de la reportada
previamente por Ramirez (1990), Belezaca-Pinargote y Suarez-Capello (2003), Belezaca-
Pinargote et al. (2011) y Belezaca-Pinargote et al., (2012a), haciendo sospechar que los

agentes causantes de la misma no son los previamente conocidos.



1.1.1.1. Diagnostico

En los actuales momentos, la presencia de una enfermedad aparentemente nueva,
caracterizada por el decaimiento de &rboles de S. parahybum en plantaciones
monoespecificas jovenes, mantiene preocupados a los inversionistas dedicados a este rubro,
a tal punto que el establecimiento de nuevas plantaciones ha disminuido significativamente.
Hasta el momento se desconocen el o los agentes causales de esta nueva enfermedad y peor

aun los mecanismos de prevencién, manejo o control de la misma.
1.1.1.2. Pronostico
El conocimiento de los agentes causales de la enfermedad de decaimiento en plantaciones

de S. parahybum, permitira en el futuro plantear estrategias de prevencion, manejo y control

de la enfermedad.

1.1.2. Formulacion del problema.

¢Son hongos fitopatogenos el o los agentes bioldgicos causantes de la enfermedad de

decaimiento en arboles de S. parahybum?

1.1.3. Sistematizacion del problema

e ;Cual es el agente bioldgico causal de la enfermedad de decaimiento en arboles de

S. parahybum?

e ;Uno o mas hongos fitopatdgenos asociados a arboles enfermos de S. parahybum
seran capaces de ocasionar patogénesis y sintomatologia de decaimiento en plantulas

de pachaco a nivel de vivero, similar a la observada en plantaciones establecidas?



1.2. Objetivos

1.2.1. General

Analizar la patogenicidad de agentes fungosos asociados al decaimiento de arboles de
Schizolobium parahybum (Vell.) S.F. Blake (pachaco) en el Tropico HUmedo

Ecuatoriano.

1.2.2. Especificos

e Determinar la incidencia y severidad de la enfermedad de decaimiento y muerte

descendente en plantaciones de S. parahybum en el Tropico Himedo Ecuatoriano.

e Aislar e identificar el o los agentes microbianos fungosos asociados a arboles de S.

parahybum con sintomas de decaimiento y muerte descendente.

e Describir la sintomatologia de arboles de S. parahybum con presencia de la
enfermedad de decaimiento y muerte descendente en la zona central del Trépico

Humedo Ecuatoriano.

e Establecer a nivel de vivero la patogenicidad de los hongos aislados desde arboles

de pachaco enfermos (Postulados de Koch).



1.3. Justificacion

El sector forestal ecuatoriano esta alcanzado importancia significativa, ya que los rubros
aportados al PIB son muy relevantes. S. parahybum es una especie forestal de madera
semidura, cuyas caracteristicas son apropiadas para la industria en la fabricacién de tableros
de plywood (Torres, 1995), por lo que en el pasado se la consideré como una especie
promisoria para los planes nacionales de forestacion y reforestacion (Estrada 1997;
Belezaca-Pinargote y Suérez-Capello, 2001; Belezaca-Pinargote et al., 2011; Belezaca-
Pinargote et al., 2012b). En la actualidad la madera de pachaco se continda utilizando para
la fabricacidn de contrachapados, aunque cada vez se acentla la escasez de bosques o arboles

de esta especie forestal disponibles para la industria.

Los inversionistas madereros se encuentran preocupados por las inversiones realizadas, e
incluso han suspendido el inicio de otras plantaciones debido a la enfermedad de decaimiento
en los arboles de S. parahybum gue han reducido notablemente la salud y productividad de
las plantaciones e incluso han muerto arboles en pie, poniendo en riesgo la estabilidad de la

especie en la region.

Hasta el momento se desconocen el o los agentes bioldgicos causantes de la enfermedad, y
las estrategias de prevencion, manejo y control de la misma. Mediante la presente
investigacion se pretende conocer el agente bioldgico que esta ocasionando la compleja
enfermedad. Para el efecto, y considerando la logistica que demanda un trabajo de
investigacion de este tipo, los experimentos de inoculacién (Postulados de Koch) se

realizaran en plantulas de S. parahybum a nivel de invernadero.

Se espera que los resultados obtenidos brinden nuevos conocimientos sobre la etiologia de
la enfermedad y asi establecer estrategias para prevenir y enfrentar la problematica. Estos
conocimientos podran ser empleados por estudiantes, Ingenieros Forestales, cientificos,
inversionistas madereros, organismos gubernamentales y no gubernamentales, etc.,

vinculados al sector forestal en el pais.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

Desinfeccion. Proceso quimico que elimina o erradica los microorganismos (hongos,
bacterias, virus, protozoos, nematodos, etc.) sin discriminacion alguna, impidiendo su
crecimiento (CMI, 1983).

Diagnostico. Proceso en el que se identifica una enfermedad, afeccion o lesion por sus

signos y sintomas (Agrios, 2005).

Enfermedad. Alteracion o desviacion del estado fisiol6gico en una o varias partes de un
organismo Vivo, por causas en general conocidas, manifestada por sintomas y signos

caracteristicos, y cuya evolucion es mas o menos previsible (Garbelotto y Gonthier, 2018).

Fitopatogenicidad. De acuerdo a Agrios (2005), la patogenicidad ha sido definida como la
capacidad relativa que tiene un microorganismo fitopatégeno para producir una enfermedad.
Cuando se sospecha que un microorganismo puede ser la causa de una enfermedad y no
existen estudios previos que los comprueben, hay que seguir la metodologia de los
postulados de Koch para verificar o no la hipotesis que el o los microorganismos son la causa

de una la enfermedad (Hernandez, 2010)

Hongos. Son pequefios microorganismos pertenecientes al reino Fungi, provistos de un talo
generalmente filamentoso y ramificado, mayormente son microscopicos que carecen de
tejidos conductores y clorofila, y por lo tanto deben obtener sus nutrimentos ya elaborados
mediante el proceso de absorcion de elementos organicos del medio. Son de tamafio variado
y reproduccion preferentemente asexual (por esporas), aunque bajo ciertas condiciones se
reproducen sexualmente (Manoharachary et al., 2016). La mayoria de las 100000 especies
de hongos conocidos son estrictamente saprofitas y viven sobre la materia organica muerta.
Sin embargo, mas de 8000 especies de ellos producen enfermedades en las plantas. Todas
las plantas son atacadas por algun tipo de hongo y cada uno de los parasitos ataca a uno o

mas tipos de plantas (Agrios, 2005).

Incidencia. Es el nimero de individuos afectados por una enfermedad determinada en una

poblacion vegetal o animal, en un periodo determinado (Garbelotto y Gonthier, 2018).



Inoculacion. Desde el punto de vista bioldgico el proceso de inoculacién consiste en
introducir algo que crecera y se reproducira en el organismo en el que se inocula. Ejemplo
de ello es la aplicacion una vacuna o una sustancia experimental dentro del cuerpo de un
humano o de un animal, o la aplicacion inducida de cualquier microorganismo en tejidos
vegetales (Garbelotto y Gonthier, 2018).

Marchitez vascular. Los marchitamientos vasculares son enfermedades destructivas
producidas por diversos agentes etioldgicos y se encuentran ampliamente distribuidos en

poblaciones y cultivos de un sin nimero de especies de plantas (Agrios, 2005).

Independientemente del agente etiolégico que lo genere o de la planta afectada, los
marchitamientos presentan un grupo comun de sintomas, en principio, las hojas pierden
turgencia, se debilitan y adquieren una tonalidad que va desde verde claro aamarillo verdoso,
decaen y finalmente se marchitan, tomando una coloracion amarillenta, luego se necrosan y

mueren; estas hojas pueden enrollarse o permanecer extendidas (Estupifian y Ossa, 2007).

Necrosis. Es el deterioro estructural o funcional de los tejidos por la muerte de sus células
(Rivera y Wright, 2020).

Plantacion Forestal. Son agroecosistemas uniformes que substituyen a los ecosistemas
naturales y su biodiversidad, tanto a los bosques nativos como a las praderas. Consiste en el
establecimiento de arboles que conforman una masa boscosa y que tiene un disefio, tamafio
y especies definidas para cumplir objetivos especificos como plantacién productiva, fuente
energética, proteccion de zonas agricolas, proteccion de espejos de agua, correccion de

problemas de erosion, plantaciones silvopastoriles, entre otras (Rojas, 2005).

Postulados de Koch. Son una lista de requerimientos muy estrictos para poder validar la
existencia de un microorganismo causante de una enfermedad. Esos postulados fueron
formulados en 1884 por Robert Koch, para establecer la eliologia (causa) de la tuberculosis,
y luego fueron redefinidos y publicados por el autor en 1890. Contemplan cuatro enunciados,
que acomparfiados de la experimentacion ayudan a esclarecer la causa de las enfermedades.
En primer lugar, plantean la necesidad de la asociacion constante de un agente biotico con

el hospedero enfermo, para proceder luego a su aislamiento, caracterizacién y cultivo in vitro
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en ausencia de otros microorganismos. Posteriormente bajo condiciones axénicas, se realiza
la inoculacion de un hospedero sano con los propagulos de este microorganismo (células,
esporas, etc.) y esto debe reproducir y desencadenar el mismo cuadro patologico inicial, con
su tipica sintomatologia y alteraciones en el hospedero. Finalmente, los dos aislamientos del

patdgeno (inoculado y reaislado) deben ser los mismos (Agrios, 2005).

Los postulados se detallan a continuacion:

Hay una relacion muy estrecha entre la enfermedad con el microorganismo
fitopatogeno, es decir el fitopatdgeno debe estar asociado con la enfermedad en todas

las plantas enfermas que se examinen.

e Se debe aislar y obtener un cultivo axénico del microorganismo en estudio y anotar

sus caracteristicas (morfoldgicas, culturales, bioguimicas, entre otras).

e El microorganismo en estudio y desarrollado en cultivo axénico debe ser inoculado
en plantas sanas de la misma especie de donde se aislo. Las plantas inoculadas deben

reproducir los mismos sintomas de la enfermedad.

e EIl microorganismo fitopatdgeno debe ser reaislado otra vez en cultivos axenicos y

sus caracteristicas deberan ser exactamente igual a las del paso dos.

Severidad. Es el porcentaje de area o superficie de un individuo u 6rgano enfermo, ya sea
de hojas, tallos, raices o frutos afectado por la enfermedad, y varia entre 0 y 100. Se utiliza
para dejar constancia del nivel de gravedad que tiene una enfermedad o una situacion clinica
concreta (Garbelotto y Gonthier, 2018).

Signo. Presencia visible del agente(s) causal(es) de la enfermedad (una o varias estructuras),
(micelio, cuerpos fructiferos, esporas, etc.), (Agrios, 2005).

Sintoma. Es la manifestacion externa de una enfermedad (marchitez, perdida de turgencia,
clorosis, exudacion de fluidos, perdida de vigor, etc.), (Agrios, 2005).

Tejidos vasculares. Es el conjunto de células que orquestan el paso de diversas sustancias,

como agua, nutrientes, etc., entre las estructuras de la planta, desde las raices a todo el
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vegetal. Existen dos tejidos vasculares, compuestos por distintas células especializadas en el

transporte: xilema y floema (Robinson et al., 2001).

2.2. Marco Referencial

2.2.1. Schizolobium parahybum (Vell.) S.F. Blake (pachaco)

2.2.1.1. Origen

Es un arbol nativo de Mesoamérica y Suramérica, se distribuye desde México hasta el sur
de Brasil. Es comun encontrarlo en las selvas amazdnicas de varios paises como Ecuador,
Bolivia, Colombia, Perd, en las riberas del rio Amazonas y en la franja boscosa atlantica del
rio Parana (Ospina et al., 2003). S. parahybum en Ecuador ha demostrado una excelente
adaptacion, alcanzando alturas en su desarrollo que sobrepasan los 30 metros y producciones

que pueden llegar a superar los 450 m3/ha en 20 afios de la plantacion (Ramirez, 1990).

2.2.1.2. Taxonomia

S. parahybum presenta la siguiente clasificacion taxondémica de acuerdo a Ospina et al.,

(2006):

Reino

Division

Clase

Subclase

Orden

Familia

Género

Especie
Nombre Cientifico
Nombre Vulgar
Origen

Plantae

Magnoliophyta

Magnoliopsida

Rosidae

Fabales

Fabaceae

Schizolobium

parahybum

Schizolobium parahybum (Vell.) S.F. Blake
Pachaco

Mesoameérica y Suramérica tropical
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2.2.1.3. Descripcién botanica

2.2.1.3.1. Arbol

Arbol de gran tamafio que alcanza entre 30 a 35 m de altura y de 60 a 100 cm de diametro.
Posee tronco recto, cilindrico, desprovisto de ramas, con aletones incipientes a bien
desarrollados. Corteza externa liza a muy finamente fisurada, de color verde en estados
juveniles y gris clara cuando llegan a ser adultos, con abundantes lenticelas dispuestas en
hileras longitudinales. En las cortezas y ramas de individuos jovenes se observan cicatrices
transversales producidas por la abscision de hojas. Estas cicatrices son de color verde —
grisdceo a pardo oscuras, de forma ovalada y posteriormente estrechas, comprimidas
transversalmente, y estan distribuidas longitudinalmente en el tronco. Es una especie
caducifolia, por lo que pierde completamente el follaje durante la época seca, antes de la
floracion dando a los arboles una tonalidad verde clara (Belezaca-Pinargote, 2002; Ospina
et al., 2003).

2.2.1.3.2. Hojas

Son bipinnadas (doblemente compuestas) de tamafio variable, segin su estado de madurez.
Cuando son jovenes llegan a medir hasta 1,5 m de longitud, pero en arboles adultos estas se
reducen, llegando a tener entre 30 a 50 cm. Cada hoja esta compuesta por 7 a 11 pares de
pinnas primarias opuestas. Cada pinna conformada por 7 a 20 pares de foliolos secundarios
de margen entero, apice y base redondeada, de color verde grisaceo o verde amarillento,
raquis de la hoja lampifio y raquis de foliolos pubescentes. Por lo general las hojas se
concentran al final del tronco, dandole cierta apariencia de helecho arborescente (Ospina et
al., 2003).

2.2.1.3.3. Flores

Estan reunidas formando paniculas subterminales o terminales, de 20 a 30 cm de longitud,
con pedicelos pubescentes de 4 a 6 mm de largo. Tienen bracteas pequefias, de 2 a 2,5 cm
de largo, caliz verde con 5 l6bulos unidos subiguales e imbricados, corola de 5 pétalos,

amarillos de 2 cm de largo oblanceolados o elipticos, 10 estambres libres, desiguales,
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alcanzando los mas largos 1,5 cm de longitud. Las flores emiten un perfume dulce (Ruiz de
Centurién, 1993).

2.2.1.3.4. Frutos

Son legumbres samariodes, valvadas, tardiamente dehiscentes, de 8 a 15 cm de largo por 2,5
a 6 cm de ancho. La legumbre estd conformada por dos valvas oblanceoladas y espatuladas,
fuertemente reticuladas por dentro y casi lisas por fuera. Tiene caliz persistente de color
verde oscuro a pardo, con una conspicua nerviacion reticulada y prominente. El endocarpo
es pardo amarillento, claro, de consistencia papiracea, el cual se desprende del resto del fruto.

Incluye una semilla unica (Ruiz de Centurion, 1993).

2.2.1.3.5. Semillas

Son grandes, de 2 a 3 cm de largo por 1,3 a 2 cm de ancho, y de consistencia dura, son
aplanadas, ovaladas, con apice redondeado, base atenuada, de color café claro con el borde
mas oscuro. El embrion axial es recto, ocupa toda la semilla. Poseen cotiledones expandidos,

de color verde manzana, carnosos y lisos (Ospina et al., 2003).

2.2.1.3.6. Usos

La madera de S. parahybum es blanda, de color blanco-amarillento y fibrosa. Su peso
especifico basico oscila entre 0,25 a 0,40 g* cm®. Se emplea en la fabricacion de cajas,
canoas, palillos para fésforo, pulpa de papel y contrachapados debido a la facilidad de su
desenrollado. EI duramen es de mayor resistencia por lo que se lo utiliza en la elaboracion
de parquet, puertas e instrumentos musicales. De la corteza se extraen taninos (Ospina et al.,
2003).

2.2.1.4. Condiciones de desarrollo

2.2.1.4.1. Temperatura

S. parahybum crece de forma Optima a temperaturas de entre 22 — 27 °C, aunque puede
crecer por encima de los 30 °C (CORMADERA-OIMT, 1997).
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2.2.1.4.2. Precipitacion

El pachaco se adapta a condiciones pluviométricas que van desde los 1200 a 2500 mm
anuales, teniendo una época seca de 3 a 4 meses, con precipitaciones que pueden ser menores

0 mayores a los rangos anteriormente mencionados (INEFAN-ITTO, 1995).

2.2.1.4.3. Suelos y nutricién

Prefiere suelos arcillosos a franco arcillosos, con un rango de valores de pH de 5,5 a 7,0.
Pese que se conoce muy poco sobre su nutricion, se suele recomendar que al momento de la
siembra se aplique un abono completo del tipo 17-6-18-2 (N-P-K-Mg), o una fertilizacién
completa con fosfato di-amonico (DAP), cloruro de potasio (KCI), y bérax (48%). Algunos
analisis foliares de laboratorio demuestran una remocién importante de nitrégeno, calcio y
manganeso desde el suelo, aunque no se ha identificado la deficiencia de ningun elemento
(Ospina et al., 2003).

En cuanto a la topografia, los mejores sitios para el establecimiento de esta especie son los
planos u ondulados con una pendiente no mayor al 30%, de preferencia sin pedregosidad y
una profundidad efectiva minima de 60 cm y una 6ptima mayor a 100 cm (INEFAN-ITTO,
1995; CORMADERA-OIMT, 1997) .

2.2.2. Problemas fitopatoldgicos de especies forestales en Ecuador

2.2.2.1. S. parahybum

Es atacada por plagas como la hormiga arriera (Atta sp.), que se controla con una aplicacion
directa de Atta-kill, un cebo que se coloca en el hormiguero. La broca de la madera
(Acanthoderes jaspidea), es otro agente causal de detrimento, que se puede combatir con
insecticidas sistémicos y de contacto. Ademas, existe la pudricion del fuste, causada por el
complejo de hongos del género Ceratocystis spp. (mal del machete), esta infeccion fungosa
no tiene control, solo prevencion (Belezaca-Pinargote y Suarez-Capello, 2001; Belezaca-
Pinargote et al., 2011; Belezaca-Pinargote et al., 2012a; Belezaca-Pinargote et al., 2012b;
MAGAP, 2016).

La enfermedad de muerte regresiva y pudricion del fuste en S. parahybum fue observada por
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primera vez en el afio de 1988, cuando los arboles de un rodal de 10 afios de edad estaban
muriendo en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue (EETP) del Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) del Ecuador (Cannon, 1990). Después de su
deteccion, se dirigieron esfuerzos para determinar la etiologia de la enfermedad, siendo
entonces que Cannon (1990) y Ramirez (1990), investigando separadamente, confirmaron
la presencia de un hongo ascomicete perteneciente al género Ceratocystis como el agente
etioldgico. Sin embargo, reportaron que la sintomatologia asociada a dicha pudricién era

muy compleja y hacia sospechar que habria otros organismos involucrados en dicho proceso.

La enfermedad presenta una sintomatologia muy compleja, empieza con una marchitez
vascular, acompafiada de la pérdida de coloracion verde oscura de las hojas hasta tornarse
clordticas. Las yemas terminales de las ramas empiezan a secarse ocasionando la muerte
descendente de las mismas, haciendo que se caigan o queden suspendidas hacia abajo. En el
fuste se presenta una pudricién circular que afecta la corteza y el xilema de los arboles.
Inicialmente, la madera de la zona afectada adquiere una coloracion café claro o café oscuro.
Desde la lesion emana constantemente exudaciones de color amarillo claro o café oscuro,
con un fuerte olor a materia organica en descomposicion. En algunas heridas recientemente
hechas, aunque no en todas, suelen observarse peritecios de Ceratocystis spp. En los arboles
fuertemente atacados por la enfermedad, el dafio alcanza algunos centimetros de
profundidad, destruyendo el tejido vascular del &rea circular del fuste, el xilema cambia de
color blanco (arbol sano) a pardo oscuro. Cuando la sintomatologia empieza en arboles
jévenes, estos tratan de defenderse emitiendo brotes epicormicos. Sin embargo, a medida
que la enfermedad avanza, se secan y quedan adheridos al fuste. Los arboles continGan
emitiendo los brotes epicormicos hasta que el arbol muere completamente (Belezaca-
Pinargote y Suérez-Capello, 2001; Belezaca-Pinargote, 2002; Belezaca-Pinargote y Suarez-
Capello, 2003; Belezaca-Pinargote et al., 2011).

2.2.2.2. Ocrhoma pyramidale (Cav. Ex Lam.) Urb. (balsa)

Le atacan plagas como las hormigas defoliadoras, chinches, insectos defoliadores, gallina
ciega, pero los mas perjudiciales son la polilla, el picudo, el buprestide y el coledptero del
género Coptoborus, este dltimo es un vector del hongo Lasiodiplodia theobromae, que
produce la muerte regresiva del arbol (MAGAP, 2016).
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2.2.2.3. Acrocarpus fraxinifolius Wight. &Arn. (cedro rosado)

El rapido crecimiento y las buenas caracteristicas de la madera hicieron que se la considere
como una especie promisoria en planes de forestacion y reforestacion de la region,
cautivando la atencion de productores madereros y pequefios agricultores que establecieron
plantaciones puras o incorporaron la especie en sus sistemas agroforestales. No obstante
entre los afios 2004 y 2005 fue blanco de una compleja y mortal enfermedad caracterizada
por el marchitamiento subito de su sistema foliar debido al taponamiento de los tejidos

vasculares (Belezaca-Pinargote et al., 2005).

La enfermedad fue detectada por primera vez en septiembre del afio 2005 por Belezaca et
al. (2005), en una plantacion de 2 hectareas y 1,5 afios de edad de la hacienda “Agricola
Surabaya”, ubicada en el km 34 de la via Santo Domingo de Los Colorados — Quevedo
(00°29°12°°S y 79°20°42°°0). La incidencia de la enfermedad fue del 48%. Estudios
fitopatoldgicos a partir de tejidos afectados permitieron determinar la presencia de tres
hongos fitopatdgenos asociados a la letal enfermedad: C. fimbriata, Macrophoma sp., y

Fusarium sp. (Belezaca-Pinargote et al., 2005).

2.2.2.4. Tectona grandis L. f. (teca)

Le atacan plagas como la hormiga arriera (Atta sp.) a la que se la controla con una aplicacién
directa de Atta-kill, un cebo que se coloca en el hormiguero, e insectos defoliadores que no

causa mayor impacto en el desarrollo del arbol (MAGAP, 2016).

De acuerdo a Flores et al. (2010), Quienes realizaron investigaciones en plantaciones de T.
grandis del cantdn Balzar, provincia del Guayas en las haciendas “Las Piedras”, “Alianza”,
Cerro de Hojas” y “Hacha”, de la empresa Tropibosques S.A, encontraron la presencia de
pulgones Hyadaphis erysimi (Homoptera, Aphydidae) los mismos que no produjeron dafios
considerables en el follaje, al igual que la Hortensia similis (Homoptera, Cicadellidae), no
asi, Phyllophaga spp. (Coledptera, Scarabaeidae) la cual si produjo dafios considerables en
las hojas de los arboles. Por otra parte se identificaron insectos perforadores de la corteza,
tales como: orugas defoliadoras Hemileuca maia Drury (Lepidoptera, Saturniidae), hormiga
arriera Atta sp. (Hymenoptera, Formicidae), y escolitidos Scolytus sp. (Coledptera,
Scolytidae).
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También se identificaron diversos agentes patdgenos especialmente hongos, causantes de
enfermedades, entre los que se destacan Colletotrichum sp., mientras que en arboles
asentados en suelos anegados se evidencio la intervencion del hongo Phythopthora spp.
Causante de la pudricion de raices, especialmente de tipo secundarias; ademas también se
noté el ataque de Ceratocystis sp. en arboles de diversas edades, provocando un
marchitamiento del arbol a partir del brote terminal. También se detectd la influencia del
hongo Pastalotia palmarum, Nigrospora sp., Aspergillus niger y Rizophus estolonifer. El
hongo Botryodiplodia sp. Es el causante de exudaciones de color oscuro en el fuste con
presencia de aberturas longitudinales, a través de las cuales se observo la presencia de una
coloracion oscura con contornos café en el duramen. Se presencio la muerte de apices, ramas

y hasta arboles por la influencia del hongo Botryodiplodia theobromae (Flores et al., 2010).

Posteriormente investigaciones realizadas por Avila-Loor (2016) y Belezaca-Pinargote et al.
(2018), detectaron y describieron una compleja enfermedad caracterizada por la presencia
de marchitez vascular que ocasiona la muerte fulminante en miles de arboles de T. grandis
del Ecuador. Siendo a partir de los &rboles enfermos desde donde aislaron e identificaron los
hongos Fusarium sp. y C. fimbriata, asociandolos a la etiologia de la enfermedad. Mas tarde,
Condor-Jiménez (2017), y Belezaca-Pinargote et al. (2020) dilucidaron la etiologia del
problema, luego de realizar pruebas de patogenicidad inoculando los microorganismos
anteriormente mencionados en plantulas de T. grandis a nivel de invernadero. Los resultados
fueron concluyentes, determinandose que el agente causal de la enfermedad de marchitez

vascular en T. grandis es C. fimbriata.

2.2.2.5. Gmelina arborea Roxb. (Melina)

Independientemente del sistema de produccion, los principales problemas de G. arbdrea en
vivero son las hormigas del géenero Atta. Ademas, la podredumbre de la raiz, (mal del
talluelo) causado por el complejo de hongos de Damping off, para lo cual es necesario un

estricto control de la humedad, tanto de riego como de lluvia (Mufioz y Vera, 2012).

A nivel de plantacién existe la presencia de hormigas defoliadoras Atta sp., que es una
amenaza en la fase de establecimiento y en los primeros afios de vida de la plantacion. Las
obreras de las colonias cortan hojas en trozos mas 0 menos circulares, que transportan hasta

sus nidos, donde los trituran y usan como sustrato para cultivar al hongo Rozites
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gongylophora Moeller que constituye su alimento principal. Los nidos son subterraneos y
presentan tuneles extensos, provistos con respiraderos, externamente parecen monticulos de
tierra en los puntos de ingreso al nido. Estos nidos son generalmente grandes, pueden medir
de 10 a 15 m de didmetro y hasta 4 metros de profundidad (CORMADERA, 2001).

Otros insectos como Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) ocasiona dafios en
cogollos y hojas nuevas. Insectos de la familia Acrididae (Orthoptera) producen

defoliaciones severas, si las poblaciones del insecto son muy altas (CORMADERA, 2001).

A partir del aflo 2010 se observaron problemas fitosanitarios aparentemente de origen
fungoso en plantaciones de G. arborea del Tropico Himedo Ecuatoriano, caracterizados por
la presencia de una marchitez vascular y pudricion del fuste. Saltos-Sampedro (2019),
realiz6 una investigacion tendiente a describir la sintomatologia de la enfermedad e
identificar los fitopatdgenos asociados a arboles enfermos. Este autor describié que en
estadios iniciales de la enfermedad se observa una clorosis y pérdida de turgencia en hojas
de ramas superiores, con caracteristicas de marchitamiento. El blogueo vascular y avance
gradual de la enfermedad provoca que los &pices de crecimiento y ramas mueran
completamente. El vigor de los arboles enfermos disminuye significativamente, debido
principalmente a la marchitez del area fotosintética. Los arboles enfermos como mecanismo
de supervivencia emiten numerosos brotes epicormicos en el fuste, generados por la
necesidad de realizar fotosintesis. Como el taponamiento vascular continda impidiendo el
flujo de sustancias nutricionales, finalmente el arbol muere. En arboles enfermos existe la
presencia de fluidos malolientes, liberados desde heridas de origen antropogénico o
naturales. Desde tejidos de arboles se aislaron e identificaron los hongos Fusarium spp. y C.

fimbriata (Saltos-Sampedro, 2019; Belezaca-Pinargote et al., 2021a).
Pruebas de patogenicidad posteriormente realizadas por Macias-Moncayo (2019) vy

Belezaca-Pinargote et al., (2021a), permitieron identificar que el agente causal de la

enfermedad de “marchitez vascular y pudricion del fuste” en G. arborea es C. fimbriata.
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizaciéon

Las investigaciones a nivel de campo y laboratorio se llevo a cabo en las plantaciones e
instalaciones (laboratorio e invernadero) de la empresa PLANTABAL S.A., institucion que
ademas suministré las plantulas de S. parahybum para las pruebas de patogenicidad
(Postulados de Koch). Las instalaciones de PLANTABAL S.A. estan localizadas en el km

3,5 de la via Quevedo — Valencia.

3.2. Tipo de Investigacion

El estudio fue de tipo “diagnostica”, ya que consistio en la descripcion de la sintomatologia,
aislamiento e identificacion morfoldgica de los microorganismos fungosos presentes en
arboles de S. parahybum enfermos, y los posteriores estudios de patogenicidad, donde se
contrasto el potencial patogénico de los hongos previamente aislados e identificados.

3.3. Método de Investigacion

Se empled el método Inductivo-Deductivo, ya que para el efecto primero se realiz6 una
descripcion de los sintomas asociados a la enfermedad de S. parahybum, luego desde tejidos
necrosados de arboles enfermos se aislo e identifico morfoldgicamente los hongos presentes.
Finalmente, después de las inoculaciones se determind mediante evaluaciones
morfomeétricas cual o cuales son los microorganismos causantes del problema fitosanitario

en pachaco.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacién

3.4.1. Fuentes primarias

Se realizaron visitas a nivel de campo para seleccionar la plantacién a estudiar, donde se
evaluo la incidencia y severidad de la enfermedad de “decaimiento” en la plantacion de S.
parahybun a nivel de campo. Para el efecto se emplearon formatos impresos en hojas de

papel conteniendo una escala de evaluacion. Ademas, muestras de tejidos necrosados de
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arboles enfermos se recolectaron y condujeron al laboratorio para su respectivo analisis

fitopatologico.

3.4.2. Fuentes secundarias

Se investigo la literatura cientifica basada en revistas, libros, etc., conteniendo informacion
adecuada que permitio conocer el estado del arte respecto de la tematica planteada en este
proyecto de investigacion. Ademas, se seleccion0 literatura relevante para realizar la

discusion.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Delimitacion de parcelas y diagnostico de la enfermedad

Se investigo una plantacion de S. parahybum perteneciente a laempresa PLANTABAL S.A.,
ubicada en la zona central del Tropico Himedo Ecuatoriano, a fin de identificar la presencia
o no de la enfermedad de muerte regresiva en la especie forestal. Para el efecto se delimitaron

tres parcelas rectangulares de 500 m?.

3.5.1.1. Incidencia de la enfermedad

En cada parcela se realiz6 un censo arbol por arbol, con el propoésito de establecer el nimero
total de arboles presentes, la cantidad de arboles con sintomas de enfermedad, arboles
muertos y aparentemente sanos (Belezaca-Pinargote et al., 2018; Belezaca-Pinargote et al.,
2021a), [Ecuacion 1].

. . N2 de arbol f .
Incidencia (%) = ——————"222 4 100 [Ecuacion 1]

Total de arboles

3.5.1.2. Severidad de la enfermedad

Mediante una ficha de recoleccion de informacion, y el empleo de una escala arbitraria de
cinco categorias, se registrd la severidad de la enfermedad en funcién a las diferencias
morfoldgicas visibles de las ramas, hojas y fuste, para posteriormente ser comparados con
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los arboles sanos (Belezaca-Pinargote et al., 2021b), (Tabla 1). Ademas, se realiz6 una

descripcion detallada de la sintomatologia de la enfermedad.

Tabla 1. Escala arbitraria empleada para la determinacién de severidad de la enfermedad
de “decaimiento” en S. parahybum.

Escala Criterio

1 Arbol aparentemente sano, no hay evidencia de sintomas visibles.

Amarillamiento inicial de la copa, el fuste puede tener pequefias heridas necrosadas y con
2 exudacién negra en sitios diferentes o donde hubo poda natural; puede iniciar la aparicién de
rebrotes. No todos los sintomas se expresan.

El arbol esta visiblemente enfermo. Hay lesiones tipo cancro en la corteza con indicios de
3 pudricion, presencia de exudacién; pérdida de mas de un 50% del area foliar en un patron
progresivo; rebrotes desarrollados.

Afectacion total del individuo; ausencia total de follaje; hay pérdida y desprendimiento evidente
4 de ramas; aln se observan rebrotes en algunos sectores del tronco; pudricion y exudacion en la
zona cancerosa (cancro) se manifiesta con claridad.

5 Arbol completamente muerto, la madera ya perdié completamente su valor comercial.

3.5.1.3. Evaluacion de variables dasométricas

Dentro de las parcelas de cada plantacion estudiada, a los arboles presentes sanos o enfermos
se les registré las siguientes variables: nimero de arboles ha™! (densidad), edad, diametro a
la altura del pecho (DAP; 1,30 m sobre el nivel del suelo), altura, nimero de brotes

epicormicos.

3.5.1.4. Muestreo y recoleccion de tejidos de arboles enfermos

Dentro de cada parcela se muestred 3 arboles (7+0,5%) con sintomas de enfermedad, los
mismos que fueron apeados (cortados) al nivel del suelo con la ayuda de una motosierra.
Posteriormente se realizaron cortes transversales en el fuste cada 70 cm, con el proposito de
determinar el sitio de ingreso del o los patdgenos y la diseminacién de los mismos dentro de
los tejidos. La observacion de sintomas internos (necrosis de tejidos) se empled para la

descripcion sintomatologica de la enfermedad.

Secciones de madera con evidencia de necrosis se seleccionaron, guardaron en bolsas
plasticas, rotularon (fecha de recoleccidn, procedencia, nimero de arbol, edad de la

plantacion, etc.) y trasladaron al laboratorio de la empresa PLANTABAL S.A. para su
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posterior andlisis microbiolégico. Una vez en el laboratorio, las muestras de tejidos
necrosados se acondicionaron bajo tres estrategias metodologicas que se detallan a

continuacion:

3.5.1.4.1. Camara humeda

Con el proposito de brindar condiciones de alta humedad relativa y temperatura constante
(22£2 °C) a nivel de laboratorio, muestras de madera con tejidos necrosados se introdujeron
en bolsas plasticas conteniendo papel humedecido, e incubaron durante 96 horas. Pasado
este tiempo y con la asistencia de un estereomicroscopio, las muestras se analizaron con el
propoésito de detectar el desarrollo de signos (micelio, cuerpos fructiferos, etc.) presente
sobre los tejidos necrosados (CMI, 1983). Cuando se detectaron signos de microorganismos
creciendo sobre la madera, estos fueron trasladados a medios de cultivo sintéticos, bajo

condiciones de asepsia.

3.5.1.4.2. Siembra en sanduches de zanahoria

Con el proposito de estimular la manifestacion, crecimiento y desarrollo de microorganismos
fungosos de dificil crecimiento inicial en medios de cultivo sintético, se realizaron siembras
con segmentos de tejidos necrosados de aproximadamente 2 x 2 x 0,5 cm (largo, ancho y
espesor) entre dos rodajas de zanahoria, apretados con cinta de papel, formando una especie
de sanduche (Li et al., 2014; Piveta et al., 2016). Por cada arbol se formaron 10 sanduches
que se introdujeron en recipientes plasticos estériles (tarrinas plasticas), taparon e incubaron
durante 120 horas (5 dias). Pasado el tiempo de incubacion y con la ayuda de un
estereomicroscopio, los sanduches se analizaron con el propésito de detectar el desarrollo de
signos (micelio, cuerpos fructiferos, etc.) presentes, creciendo sobre la zanahoria, y cuando
estuvieren presentes se trasladaron a medios de cultivo sintéticos, bajo condiciones de

asepsia.

3.5.1.4.3. Siembras directas en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)

Por cada arbol seleccionado, muestras frescas de madera con tejidos necrosados se
diseccionaron en el laboratorio, mediante cortes limpios con la ayuda de un machete.

Posteriormente, en un espacio aséptico y con un cuchillo bien afilado se cortaron pedacitos
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de madera de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm y depositaron en una placa de Petri estéril, a
partir de la cual y sin previa desinfeccion con ningun antiséptico, cuatro pedacitos de madera
necratica se sembraron en cinco placas de Petri conteniendo 10 mL de medio de cultivo PDA
+ 0,2 mL de una mezcla de antibidticos (50 ug mL* de penicilina y 25 pg mL? de
estreptomicina), (Parkinson, 1994), y se dejaron incubar durante 96 horas a temperatura de
laboratorio (22+2 °C). Pasado este tiempo se identificaron los hongos que crecieron en el
medio de cultivo a partir de los pedacitos de madera necrosada. La identificacion se realizd

con la ayuda de claves taxondmicas (Von Arx, 1981; Barnett y Hunter, 1987; Hanlin, 1992).

3.5.1.5. Crecimiento de hongos en medio de cultivo PDA bajo dos temperaturas

Se prepard un experimento donde cada hongo fitopatdgeno aislado (tratamientos) se sembro
en cinco placas de Petri (repeticiones) conteniendo el medio de cultivo PDA (papa-dextrosa-
agar) e incubaron por seis dias (144 horas) bajo dos temperaturas de forma separada (24 °C
y 30 °C). Se registro el crecimiento radial (cm) de cada hongo en las placas de Petri a las 24,
48, 72, 96, 120, y 144 horas después de las siembras.

3.5.1.6. Descripcion de sintomas a nivel de campo

Dentro de la plantacion se realizd una descripcion detallada de la sintomatologia de la
enfermedad, considerando diferencias morfoldgicas externas visibles (ramas, hojas, fuste) e

internas (necrosis, lesiones) entre arboles enfermos y sanos (Belezaca-Pinargote et al., 2021)

3.5.2. Pruebas de patogenicidad

3.5.2.1. Caracteristicas de las plantas a inocular

Para las pruebas de patogenicidad se emplearon plantas de S. parahybum de cuatro meses de
edad, con un diametro del tallo a nivel del suelo de aproximadamente 1,5 cm, en buen estado
sanitario, procedente del vivero de la empresa PLANTABAL S.A. Las plantas estaban
sembradas en macetas plasticas de 1 L de volumen, en sustrato constituido por una mezcla
de componentes proporcionados por la empresa. Las plantas se mantuvieron bajo

condiciones de vivero.
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3.5.2.2. Preparacion del indculo

Las cepas de hongos aislados desde arboles enfermos de S. parahybum se sembraron en
placas de Petri de 8,5 cm de diametro conteniendo aproximadamente 10 ml de medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), e incubaron durante 8 dias a temperatura de laboratorio
(22+2 °C). Después de la incubacién, con la asistencia de un sacabocado de vidrio estéril de
0,5 cm de diametro se realizaron cortes circulares en las colonias de los fitopatogenos, con

el propdsito de obtener areas uniformes con las que se realiz6 las inoculaciones.
3.5.2.3. Inoculacion

Considerando que las lesiones necréticas observadas en los arboles a nivel de campo se
concentran a partir del tercio superior del fuste hacia arriba (tejidos suculentos con menor
lignificacion), las inoculaciones a nivel de vivero simularon lo observado en el campo, y por
lo tanto se realizaron en la mitad del tercio superior del tallo de las plantas de S. parahybum,
donde los tejidos aun no estan muy lignificados. Para el efecto, previamente se desinfectd el
sitio a realizar el corte con alcohol, y mediante un bisturi estéril se realiz6 un corte inclinado
que comprometio la corteza y el xilema de la planta. Dentro de la herida se aplicé un
segmento de colonia del fitopatégeno seleccionado (0,5 cm de didmetro), previamente
cortado en la placa de Petri con un sacabocado y la herida se cubri6 con cinta de parafilm.
Como control se inocularon plantas de S. parahybum bajo las mismas condiciones anteriores,
con la diferencia que en lugar de inocular el patdgeno, se aplicé dentro de la herida un

segmento de agar-agar (inocuo, sin nutrientes), y se cerrd la herida con cinta de parafilm.

Las plantas periodicamente fueron regadas con agua en funcion a las necesidades de las
mismas. El experimento se establecié durante 120 dias, tiempo en el cual se realizaron
observaciones periédicas sobre el estado sanitario de las plantas, con el propésito de detectar
la aparicién de sintomas de la enfermedad de “decaimiento” asociados a los fitopatdgenos
inoculados. A los 120 dias después de las inoculaciones las plantas fueron diseccionadas
mediante cortes longitudinales y transversales para medir (cm) dafios o lesiones necroéticas
en tejidos, tanto en sentido ascendente y descendente, tomando como punto de referencia la
parte central de la herida efectuada para la inoculacion. Las &reas de necrosis se midieron en
tres dimensiones (alto, ancho y profundidad) con el propdsito de estimar el &rea aparente de

necrosis, expresada en cm?®.
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3.6. Instrumentos de Investigacion

3.6.1. Formato de registro de campo

Consistié en una hoja de papel impresa conteniendo la lista de variables a evaluar a cada
arbol dentro de las parcelas disefiadas dentro de la plantacion a nivel de campo. Ademas se
considero la escala arbitraria de evaluacion de incidencia y severidad de la enfermedad ya

incluida en el apartado 3.5.1.2.
3.6.2. Muestreo de arboles enfermos

En cada parcela se recolectaron tejidos de tres arboles con sintomas de la enfermedad,
mismos que fueron apeados (cortados) con una motosierra y enviados bajo refrigeracion al

laboratorio para el analisis fitopatoldgico.

3.6.3. Plantas a inocular

Se emplearon plantas de S. parahybun de cuatro meses de edad en buen estado sanitario.

Estas plantas se inocularon con los hongos aislados desde los arboles enfermos.
3.7. Tratamiento de los datos

El nimero de tratamientos se conformé en funcion al nimero de género de hongos aislados
a partir de arboles enfermos de S. parahybum. Se utilizé un Disefio Completamente al Azar
(DCA), constituido por 5 tratamientos, 3 repeticiones, cada repeticion estuvo constituida por
20 unidades de onservacion. Cada hongo mas la combinacion de todos los hongos aislados,
correspondieron a los tratamientos, y finalmente el control que consistié en la inoculacion

Unicamente de agar-agar.

Los datos cuantitativos obtenidos a nivel de invernadero se analizaron empleando
herramientas de estadistica descriptiva: media, desviacion estandar, error estandar,
coeficiente de variacion, etc. Para establecer la existencia o no de diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos, los datos se analizaron bajo el esquema del andlisis de
varianza (ADEVA), (Tabla 2) con un nivel de significancia de 95% (P < 0.05), previa

27



comprobaciéon de los supuestos de normalidad y homocedasticidad de varianzas.

Posteriormente se aplico la prueba LSD (minima diferencia significativa), con un nivel de

significancia del 95% (P< 0.05). Para el efecto se empleo el paquete estadistico SYTAT 11

version para Windows.

Tabla 2. Esquema de analisis de Varianza (ADEVA) a
aplicarse en el estudio.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos t-1=4

Error t*(r-1) = 95

Total (t*r)-1 = 99

3.8. Recursos humanos y materiales.

3.8.1. Materiales de laboratorio, oficina y reactivos.

A continuacién se enlistan los materiales de laboratorio, oficina y reactivos a emplearse en

la investigacion:

Materiales de laboratorio Materiales de oficina

e Placas de Petri e Computadora

e Tubos de ensayo e Céamara fotografica
e Matraces e Impresora

e Cuchillos e Pendrive

e Bisturis e Lapicerosy lapiz

e Estereomicroscopio e Apoyadores de mano
e Microscopio e Cuaderno de campo
e Bisturis e Papel para impresion
e Cinta de parafilm e Literatura cientifica
e Algoddn e Grapadora

e Sacabocado e Perforadora

e Asa micoldgica e Clips

e Cinta métrica e Carpetas de cartdn

e Cinta diamétrica

e Pie de metro

e Marcador permanente
e Spray de colores

Reactivos

Agua destilada
Alcohol antiséptico
Hipoclorito de Sodio
Alcohol para quemar
Medio de cultivo PDA
Estreptomicina
Cloranfenicol
Detergente
Fertilizante YaraMila
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Incidencia y severidad de la enfermedad

En la tabla 3 se muestra la densidad de plantacion inicial y al momento de la evaluacion, las
variables dasométricas, el nimero arboles enfermos y la incidencia de la enfermedad en cada
una de las tres parcelas evaluadas. En promedio se detectaron 13 arboles enfermos ha, lo
que permitié inferir que la incidencia de la enfermedad fue 1,7%. En las parcelas 1y 2 se
detectaron 20 arboles enfermos ha™ en escala 2 del progreso de la enfermedad, mientras que

en la parcela 3 no se encontraron arboles enfermos (Tabla 3).

Tabla 3. Densidad, incidencia y severidad de la enfermedad de “decaimiento” en &rboles de una
plantacion de S. parahybum en el Tropico Himedo Ecuatoriano.

Severidad (No. de arboles
ha! de acuerdo a escala)

* DI ** DME Altura .
. . ) Altura . Volumen  Inciden
(arboles (arboles ha Total (m) comercial  DAP (m) (m) cia (%)
hat) * ) (m) .
1 2 3 4 5
0,11+ 0,06 £
1 840 800 95+28 74+26 0,02 0.04 2,5 780 20 O 0 0
0,13+ 0,11+
2 840 780 11,7+15 101+1,7 0,02 0,04 2,5 760 20 0 0 0
0,15+ 0,16 £
3 840 820 12,6 +2,7 11,3+25 0,03 0,07 0,0 820 0 0 0 0
— 0,13+ 0,11+
w 840 800 11,3+2,3 96+23 0,02 0,05 1,7 787 13 0 0 0

* DI = Densidad inicial, ** DME = Densidad al momento de la evaluacion
4.1.2. Aislamiento e identificacion de hongos fitopatdgenos

4.1.2.1. Camara Humeda

Luego de analizar bajo un estereomicroscopio los tejidos de madera necrosada de arboles
enfermos de S. parahybum, se determind que en el 100% de las muestras de todas las parcelas
estudiadas existia la presencia de dos tipos de micelio algodonoso, uno de tonalidad
blanquecina y otro de color obscuro con formacion de picnidios. Las observaciones de los
signos al microscopio permitieron identificar al primero como Fusarium spp. y al segundo

como Botryodiplodia sp. (Figura 1).
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identificados: A) Segmentos de madera de
S.parahybum (pachaco) en camara himeda, B) Micro y macro conidias de Fusarium
spp., C) Picnidio lisado liberando una masa de conidias juveniles y maduras de
Botryodiplodia sp

4.1.2.2. Sanduches de zanahoria

Las rodajas de zanahoria conteniendo muestras de madera necrosada de &rboles enfermos de
pachaco (sanduches) mostraron crecimiento de micelio algodonoso de color blanco con
presencia de conidioforos hialinos, y micelio color negro con estructuras globosas duras
Ilamadas picnidios. Las observaciones al microscopio permitieron identificar a los hongos

como Fusarium spp. y Botryodiplodia sp. (Figura 1).
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4.1.2.3. Hongos aislados en medio de cultivo PDA a partir de muestras de madera

necrosada.

En el 100% de los arboles enfermos de S. parahybum muestreados en las parcelas estudiadas,
y luego de las 96 horas de incubacidn, se observo que a partir de los pedacitos de madera
sembrados en PDA, crecian dos tipos de colonias fungosas, unas de color negro y otras de
color blanco algodonoso. Observaciones al microscopio permitieron identificar que en las
colonias de color negro existia la presencia de picnidios globosos con un ostiolo en la parte
superior, donde se acumulaban grupos de conidias de color blanco hialino. Estas
caracteristicas permitieron identificar al hongo como Botryodiplodia sp., mientras que las
colonias de color blanco correspondieron a dos especies del hongo Fusarium sp. (Figura 2).

Figura 2. Colonias de hongos asilados de arboles enfermos de S. parahybum en medio de cultivo
PDA. A) Botryodiplodia sp., B) Fusarium sp. 1, C) Fusarium sp. 2.
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4.1.2.4. Crecimiento de hongos fitopatégenos en dos condiciones de temperatura

Se detectaron diferencias estadisticas significativas entre la velocidad de crecimiento de los
tres hongos estudiados en todos los periodos de tiempo evaluados, tanto a 24 °C (F=3,05;
P=0,001) y 30 °C (F=2,95; P=0,001). En ambos casos Botryodiplodia sp. Cubri6 la totalidad
de la placa de Petri en 72 horas después de la siembra, mientras que Fusarium sp. 1y
Fusarium sp. 2 crecieron de forma mucho més lenta y gradual, alcanzando aproximadamente

los 4 cm de diametro a las 144 horas después de la siembra (figuras 3 y 4).
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24 48 72 9% 120 144
Horas de incubacion
Figura 3. Cinética de crecimiento de hongos fitoparéasitos aislados a partir de arboles enfermos de
S. parahybum e incubados a 24 °C. Valores corresponden al promedio de cinco placas de
Petri, con su respectiva desviacion estandar y error estandar.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de hongos fitoparasitos aislados a partir de arboles enfermos de
S. parahybum e incubados a 30 °C. Valores corresponden al promedio de cinco placas de
Petri, con su respectiva desviacién estandar y error estandar.
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4.1.3. Descripcion de sintomatologia de la enfermedad de “decaimiento”

Los sintomas iniciales que son evidenciables en arboles de S. parahybum enfermos, son la
pérdida de turgencia acompafiada de palidez y amarillamiento de los foliolos, especialmente
en hojas jovenes de ramas superiores. En muchos casos se observan hojas jovenes de tamarfio
pequefio en comparacion a las de arboles sanos, muy amarillas y acurrujadas (encogidas y
mal formadas). En arboles fuertemente atacados son claramente observables zonas
longitudinales de necrosis, ubicadas principalmente en el tercio superior del fuste de los
arboles, lugar donde los tejidos son suculentos y ain no estan totalmente lignificados. Estas
zonas de necrosis tienen apariencia de manchas de color café oscuro, y cuando la infeccion
es mas acentuada la necrosis envuelve al fuste en todo su contorno impidiendo (bloqueando)
el flujo y reflujo de sustancias minerales y organicas a todos los tejidos del arbol, hasta
alcanzar una coloracion negra. Cuando la infeccion se ha generalizado, los arboles enfermos
pierden todas sus hojas y las zonas de crecimiento se necrosan (mueren) totalmente,
obteniendo los arboles un aspecto de cigarro apagado. Cuando la parte superior de los arboles
mueren, estos emiten brotes epicormicos con el propoésito de generar nuevas areas

fotosintéticas, sin embargo, la muerte total del &rbol en pie es solo cuestion de tiempo.

4.1.4. Pruebas de patogenicidad (postulados de Koch)

4.1.4.1. Volumen aparente de necrosis (cm®) generada por fitopatdégenos

inoculados en plantas de schizolobium parahybum (pachaco)

Se detectaron diferencias estadisticas significativas (F=9,67; P=0,000) entre los volumenes
aparentes de necrosis generados por los fitopatdgenos inoculados (tratamientos) en las
plantas de S. parahybum. Los tratamientos Fusarium sp. 1, y Fusarium sp. 1 + Fusarium sp.
2 + Botryodiplodia sp., generaron los mayores volimenes aparentes de necrosis, que para
ambos casos fue de 0,50 cm?, siendo estadisticamente similares entre si, pero distintos a los
tratamientos Fusarium sp. 2, y Botryodiplodia sp., quienes no mostraron diferencias
estadisticas significativas entre si, con valores de 0,35 cm®y 0,31 cm? respectivamente. El
tratamiento Control alcanzd el volumen més bajo con 0,16 cm?®, mostrando diferencias

estadisticas significativas a los demés tratamientos (Figura 5).
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Figura 5. Volumen aparente de necrosis (cm?®) generado por hongos fitopatdgenos (tratamientos)
inoculados en plantas de S. parahybum (pachaco) de cuatro meses de edad, 120 dias
después de inoculadas a nivel de vivero. Valores corresponden al volumen aparente de
necrosis promedio de 20 plantas de pachaco, con su respectivo error estandar.

4.1.4.2. Longitud de necrosis (cm)

En la figura 6 se muestra la longitud total de necrosis ocasionada por hongos fitopatdégenos
inoculados en plantas de S. parahybum, donde se detectaron diferencias estadisticas
significativas (F=13,05; P=0,000) entre las longitudes de necrosis generadas por los hongos.
Los tratamientos Fusarium sp. 1, y Fusarium sp. 1 + Fusarium sp. 2 + Botryodiplodia sp.,
produjeron las mayores longitudes de necrosis, con 8,30 cm y 8,73 cm, respectivamente,
siendo estadisticamente iguales, y diferentes a los tratamientos Fusarium sp. 2, y
Botryodiplodia sp., pero similares entre si con 6,95 cm y 6,56 cm. El Control alcanzé la
menor longitud de necrosis con apenas 3,15 cm, mostrando un comportamiento estadistico

diferenciado para con los demas tratamientos.
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Figura 6. Longitud de necrosis (cm) generada por hongos fitopatogenos (tratamientos) inoculados
en plantas de S. parahybum (pachaco) de cuatro meses de edad, 120 dias después de
inoculadas a  nivel de vivero. Valores corresponden a la longitud promedio de necrosis
de 20 plantas de pachaco, con su respectivo error estandar.

4.1.4.3. Longitud ascendente y descendente de necrosis (cm)

Se detectaron diferencias estadisticas significativas entre las longitudes de necrosis
ascendente (F=11,9; P=0,000) y descendente (F=8,3; P=0,000), causadas por los
fitopatdgenos inoculados (tratamientos) en plantas de pachaco. Los tratamientos Fusarium
sp. 1, y Fusarium sp. 1 + Fusarium sp. 2 + Botryodiplodia sp., generaron las mayores
longitudes ascendentes de necrosis, con 4.25 cm y 4,52 cm, respectivamente, siendo
similares estadisticamente pero distintos de los demés tratamientos. Los tratamientos
Fusarium sp. 2, Botryodiplodia sp., y el Control mostraron un progreso ascendente menor
de la necrosis, con 3,33 cm, 2,83 cm y 1,61 cm, respectivamente. Las longitudes
descendentes de necrosis causadas por los microorganismos inoculados fueron
estadisticamente similares, a excepcién del tratamiento Control que mostré la menor
longitud de necrosis con 1,54 cm. En la figura 7 se observa que Fusarium sp. 1, y la
combinacion de hongos Fusarium sp. 1 + Fusarium sp. 2 + Botryodiplodia sp., provocaron
mayor necrosis en sentido ascendente, mientras que Fusarium sp. 2 y Botryodiplodia sp.,

tienden a desarrollar mas necrosis en sentido descendente.
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Figura 7. Longitud ascendente y descendente de necrosis (cm) generada por la inoculacion de
hongos fitopatdgenos (tratamientos) en plantas de S. parahybum (pachaco) de cuatro
meses de edad, a los 120 dias de inoculacion a nivel de vivero. Valores corresponden
longitudes ascendentes y descendentes de necrosis promedio de 20 plantas de pachaco,
con su respectiva desviacion estandar y error estandar.

4.2. Discusion

Desde los inicios de la Patologia Vegetal se sabe que la masificacion de monocultivos,
provoca pérdidas en la biodiversidad y desequilibrios ecol6gicos que pueden tener diversos
impactos sobre los agroecosistemas (lezzi et al., 2018). Uno de los efectos del desequilibrio
es el aparecimiento de varias patologias (enfermedades) de origen biotico o abiético. Esta
situacion se pone en evidencia en las plantaciones de S. parahybum, cuya superficie se
incrementd entre las décadas de 1980 y 1990, periodos que coincidieron con el
aparecimiento de la enfermedad conocida como “marchitez vascular y pudricion del fuste”
que matd miles de arboles en todo el Ecuador (Ramirez, 1990, Belezaca-Pinargote, 2002;
Belezaca-Pinargote y Suarez-Capello, 2003). A partir de ese momento se perdi el interés
por establecer nuevas plantaciones, situacion que conllevd que la especie forestal casi
desaparezca de los sistemas de produccion, principalmente en el Trdpico Humedo

Ecuatoriano (THE), (Belezaca-Pinargote et al., 2011; Belezaca-Pinargote et al., 2012a).
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Sin embargo, las insuperables caracteristicas de la madera de S. parahybum incentivaron en
el ultimo lustro establecer pequefias plantaciones de caracter experimental, pero nuevamente
se detectaron problemas fitosanitarios, cuyas caracteristicas difieren de los ya conocidos en
décadas pasadas, sin existir evidencias previas de las causas de la nueva problematica. No
obstante, los estudios realizados en el presente trabajo de investigacion, dan cuenta que la
enfermedad de “decaimiento” del pachaco seria de origen bidtico, ya que en los arboles

enfermos se encontraron fitopatégenos fungosos asociados a tejidos necrosados.

Los valores de incidencia (1,7%) y severidad (13 arboles enfermos en escala 2) de la
enfermedad de “decaimiento” en la plantacion evaluada de S. parahybum, si bien fueron
bajos y aparentemente no representan un problema fitosanitario serio en los actuales
momentos, si pone de manifiesto la presencia de una nueva patogenia en esta especie
forestal, por lo que es necesario evaluaciones periddicas de la evolucion de la enfermedad a
nivel de campo. Al comparar los valores de incidencia de la enfermedad de “marchitez
vascular y pudricion del fuste” (36%) reportados por Belezaca-Pinargote et al., 2011, con
los de la enfermedad de “decaimiento” (1,7%), queda en evidencia la diferencia en
agresividad que existe entre las dos enfermedades presentes en las plantaciones de S.
parahybum del THE.

Desde tejidos necrosados de arboles enfermos de S. parahybum se detectaron, aislaron e
identificaron tres hongos fitopatdgenos, Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2, y Botryodiplodia
sp., microorganismos reportados en la literatura cientifica como asociados a enfermedades
vasculares y pudricion de tallos en especies agricolas y forestales de importancia econdémica
a nivel global (Sowmya et al., 2018; Zhu et al., 2020). En este sentido, Belezaca-Pinargote
et al. (2021b) reportaron a Fusarium spp., asociado a arboles enfermos de Gmelina arborea
(melina) en Ecuador, sin embargo su implicacion directa en la patologia de la especie forestal

aln no es concluyente.

Fusarium sp. es un hongo imperfecto, cosmopilta, cuyo género estd constituido por un
amplio nimero de especies, vive generalmente en el suelo y algunas de sus especies son
patdgenas de vegetales. Aunque es comun que en analisis microbioldgicos de tejidos

vegetales necrosados se aislen colonias de Fusarium sp. no necesariamente suelen ser
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agentes causales de la patogénesis, debido a la conducta saprofitica que poseen la mayor
parte de especies de este género fungico (Hollyday, 1980; Salerno, 2000).

La sintomatologia que presentan los arboles con la enfermedad de “decaimiento” poseen
caracteristicas distintas a las generadas por otras enfermedades en otras especies forestales
tropicales, como A. fraxinifolius (Belezaca-Pinargote et al., 2005), T. grandis (Belezaca-
Pinargote et al., 2021a), e incluso dentro del mismo S. parahybum (Belezaca-Pinargote et
al., 2011).

Es conocido que todo fitopatdgeno necesita de una puerta de ingreso para infectar y
diseminarse en los tejidos internos de vegetales (Agrios, 2005). No obstante, a pesar que en
el presente estudio no se encontraron heridas naturales o de origen antropogénico que
actuaran como punto de ingreso de microorganismos fitopatdgenos, se detectd que los tejidos
jévenes, suculentos, poco lignificados del ultimo tercio de los &rboles de S. parahybum
facilitan el ingreso de hongos patégenos hacia el xilema, evidencia de ello son las lesiones

necraticas longitudinales observadas en esta parte de los arboles enfermos.

Las inoculaciones controladas realizadas a nivel de vivero en plantas de S. parahybum de
cuatro meses de edad con los fitopatdégenos aislados desde arboles enfermos de pachaco,
mostraron que todos los hongos inoculados son patdgenos de la especie forestal, sin
embargo, también detecté la existencia de variabilidad en los niveles de fitopatogenicidad
que genera cada microorganismo. Los resultados demuestran una mayor patogenicidad de
Fusarium sp. 1 y de la combinacion de todos los hongos Fusarium sp. 1 + Fusarium sp. 2 +
Botryodiplodia sp., reflejados en un mayor volumen aparente de necrosis, frente a Fusarium
sp. 2 y Botryodiplodia sp. que generaron menor necrosis cuando se inocularon de forma

independiente.

Aunque Fusarium sp. 1, solo y en combinacion con los demas hongos mostraron mayor
patogenicidad hacia pachaco, los resultados no son concluyentes y no se podria asegurar que
este fitopatdgeno o la combinacion de los mismos son el o los agentes causales de la
enfermedad de “decaimiento” en S. parahybum, pero si se convierten en una alerta temprana
de la problemética que puede agudizarse en el futuro, por lo que es necesario seguir

investigando al respecto.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

e La incidencia de la enfermedad de “decaimiento” en la plantacion de S. parahybum
(Pachaco) estudiada fue baja (1,7%), donde la mayor parte de los arboles estan
aparentemente sanos. Los arboles enfermos se encontraron en la categoria 2 de la
escala arbitraria usada, lo cual indica que la enfermedad se encuentra en un estado

inicial.

e Se aislaron e identificaron los hongos Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2, y
Botryodiplodia sp., desde tejidos necrosados del fuste de &rboles enfermos de S.
parahybum, (Pachaco) tanto en cAmara himeda, sanduches de zanahoria, y en medio
de cultivo PDA.

e La sintomatologia de los arboles de S. parahybum (pachaco) enfermos, posee
caracteristicas diferentes a las generadas por otras enfermedades en otras especies
forestales tropicales como A. fraxinifolius, (Cedro Roasdo) T. grandis, (Teca) e

incluso el mismo S. parahybum (Pachaco).

e Las plantas de S. parahybum (pachaco) inoculadas no generaron sintomas visibles
de la enfermedad y presentaron una apariencia optica de sanidad similar a las plantas
control, sin embargo una vez diseccionadas se pudo observar el avance notorio de

los microorganismos.

e Si bien, las plantas de S. parahybum (Pachaco) inoculadas con los hongos no
presentaron sintomas visibles de la enfermedad, y no murieron, los volimenes
aparentes de necrosis generados por Fusarium sp. 1 (0,51 cm®), y Fusarium sp. 1 +
Fusarium sp. 2 + Botryodiplodia sp. (0,51 cm?) fueron superiores a los producidos
por los otros hongos, lo cual indicaria su implicacion en la enfermedad de pachaco,

aunque los resultantes no son concluyentes.

e Las plantas de S. parahybum (pachaco) inoculadas no generaron sintomatologia

visible y presentaron una buena apariencia optica de sanidad similar a las plantas
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control, sin embargo una vez diseccionadas se pudo observar el avance notorio del

hongo.
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5.2. Recomendaciones

Efectuar monitoreos permanentes en las plantaciones de S. parahybum del Tropico
Humedo Ecuatoriano, con el proposito de detectar arboles enfermos y proceder a

retirarlos para evitar la diseminacién dela enfermedad.
Inocular los fitopatdgenos aislados de arboles enfermos en arboles jovenes sanos de

S. parahybum a nivel de plantacion con el propdsito de estudiar la evolucion de la

enfermedad en el campo.
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CAPITULO VII
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Anexo 1. Hoja de campo de evaluacion de variables dasométricas, incidencia y

severidad de la enfermedad de “decaimiento” en S. parahybum.

52



Anexo 2. Evaluacion de variables dasométricas, incidencia y severidad de la
enfermedad de “decaimiento” en S. parahybum a nivel de
plantacion.
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Anexo 3. Preparacion de plantulas de S. parahybum a nivel de vivero.
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Anexo 4. Limpieza y mantenimiento del vivero de plantulas de S.
parahybum mientras se desarrolla antes de las inoculaciones.
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Anexo 5. Proceso de inoculacién de los hongos fitopatdgenos en plantas de
S. parahybum a nivel de vivero.
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