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RESUMEN

Se desconoce el agente causal del cancer de tronco en plantaciones de melina en Ecuador. Sin
embargo, esta enfermedad estd afectando el rendimiento de las plantaciones de melina de la
empresa Endesa S.A. en el predio Pitzard, que se encuentra en el canton Pedro Vicente
Maldonado. por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de seis
especies de Trichoderma en el crecimiento de la microbiota asociada al cAncer de tronco de melina
(Gmelina arborea Roxb.) en Pedro Vicente Maldonado. La metodologia empleada tuvo una fase
de campo y otra de laboratorio, donde se realiz6 el analisis de incidencia y severidad de la
enfermedad a dos parcelas por cada rodal a muestrear, se obtuvieron las muestras de fustes lefiosos
de érboles sintomaticos, se procedid al aislamiento de los microorganismos a partir de las
muestras recolectadas, se procedié a la caracterizacion cultural, morfol6gica, molecular y
patogénica para comprobar su patogenicidad en plantas de melina. Posteriormente se realizaron
confrontaciones entre agentes patdgenos (Fusarium solani y Nectria pseudotria) y agentes
biolégicos (especies de Trichoderma) para evaluar los mecanismos de accion de las diferentes
especies de Trichoderma. Mediante esta metodologia se identificé a Fusarium solani y Nectria
pseudotrichia como agentes patdégenos asociados al cancer de tronco en plantaciones de melina,
asi como también a Trichoderma resei como el mejor antagonista para ambos patdégenos en las
variables de competencia por espacio y nutrientes, porcentaje de inhibicidn y micoparasitismo.
Se concluye que existen diversos niveles de antagonismo de Trichoderma spp. frente a cepas de
Fusarium solani y Nectria pseudotrichia, agentes causantes de la enfermedad denominada cancer
de tronco en plantaciones de melina del predioresumen Pitzara perteneciente a la empresa Endesa
S.A.

Palabras clave: <ANTAGONISMO>, <CANCER DE TRONCO>, <CARACTERIZACION>,
<CONTROL BIOLOGICO>, <INHIBICION DE CRECIMIENTO>, <PATOGENICIDAD>.

2098-DBRA-UPT-2023

XVii



ABSTRACT

The causal agent of trunk cancer in Melina plantations in Ecuador is unknown. However, this
disease is affecting the performance of the Melina plantations of the company Endesa S.A. on the
Pitzard property, which is located in the Pedro Vicente Maldonado canton. Therefore, the
objective of the present investigation was to evaluate the effect of six Trichoderma species on the
growth of the microbiota associated with Melina trunk cancer (Gmelina arborea Roxb.) in Pedro
Vicente Maldonado. The methodology used had a field phase and a laboratory phase, where
disease incidence and severity were analyzed in two plots for each stand to be sampled. Samples
of woody stems of symptomatic trees were obtained, and the isolation of the microorganisms from
the collected samples, the cultural, morphological, molecular, and pathogenic characterization
was carried out to verify their pathogenicity in Melina plants. Subsequently, confrontations were
carried out between pathogenic agents (Fusarium solani and Nectria pseudotria) and biological
agents (Trichoderma species) to evaluate the mechanisms of action of the different Trichoderma
species. Fusarium solani and Nectria pseudotrichia were identified as pathogenic agents
associated with trunk cancer in melina plantations, as well as Trichoderma resei as the best
antagonist for both pathogens in the variables of competition for space and nutrients, percentage
of inhibition, and mycoparasitism. It is concluded that there are various levels of antagonism of
Trichoderma spp. against strains of Fusarium solani and Nectria pseudotrichia. These agents
caused the disease called trunk cancer in Melina plantations on the Pitzara property of Endesa
S.A.

Keywords: <ANTAGONISM>, <TRUNK CANCER>, <CHARACTERIZATION>,
<BIOLOGICAL CONTROL>, <GROWTH INHIBITION>, <PATHOGENICITY>.

Riobamba, December 10, 2023

v .
PhD. Dennys Tenelanda Lopez

1D number: 0603342189
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INTRODUCCION

Ecuador es un pais que ha presentado un auge econémicamente en el sector forestal debido a la
produccién de especies exoticas como lo es la Gmelina arborea, especie que se distribuye en
paises tropicales a lo largo del mundo, considerando un rango altitudinal comprendido entre los
0y 900 msnm, con precipitaciones medias anuales que oscilan de 1000 a 4500 mm, se considera

de répido crecimiento al alcanzar un turno de rotacion a los 12 afios (Jiménez, 2016, p. 29).

La introduccion de G. melina en gran parte del mundo se debe a que es en una especie muy
solicitada en los mercados forestales (Ruiz Blandon et al., 2020: p.95). En 2003 se estimaba la existencia
de 700.000 ha de plantaciones, lotes y sitios agroforestales de melina en Asia, Africa, Pacifico
Sur y América Latina (Dvorak, 2004, p.111). En Ecuador, esta especie representa un rubro econémico
de gran importancia; en 2015, de las 52.495 ha de superficie plantada con especies forestales, el

21,9% correspondié a melina (Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuaculturay Pesca, 2016, p.4).

Las plantaciones de Melina se han visto afectadas principalmente por hongos, quienes causan las
enfermedades a través de infecciones producidas por dichos agentes patdgenos. A lo largo de
América tropical la enfermedad que predomina en Melina se conoce como “Cancer de tronco”,
que llega a producir la muerte en pie de los arboles infectados, lo cual genera pérdidas econémicas
representativas en zonas rurales principalmente donde constituye una fuente de empleo (Arguedas

etal., 2018: p.2).

Actualmente la enfermedad cancer de tronco se distribuye en casi todas las plantaciones de Melina
en el tropico humedo ecuatoriano, no obstante, no se determina claramente su etiologia, ni

mecanismaos eficientes de control para dicha enfermedad.

En Latinoamérica, donde melina es exotica, varios estudios (Arguedas et al., 2012; Coy-Rodriguez et al.,
2018; Méndez-Alvarez et al., 2020; Meza el al., 2020; Salas et al., 2016) han reportado la presencia de
organismos patégenos, que causan problemas en diversas partes de la planta de melina. Mientras
que en Ecuador se ha investigado (Belezaca et al., 2021a, Belezaca et al., 2021b; Belezaca y Solano, 2022;
Canchignia y Tercero, 2020) el rol organismos flingicos como Fusarium sp. y Trichoderma sp. en la
patogénesis de melina. Frente a este escenario existen ensayos (Canchignia y Tercero, 2020; Chavarriay
Carmona, 2016), enfocados en la inhibicion del crecimiento micelial de hongos patégenos, como

Fusarium sp., en melina a través de Trichoderma sp. como agentes bioldgicos de control.



Tricoderma spp. constituye un mecanismo de control biol6gico eficiente de agentes fungosos por
lo que es usado en aplicaciones agricolas relacionadas con enfermedades de las plantas, asi como
también al crecimiento de las mismas (Zin y Badaluddin, 2020: p.168). Se conocen alrededor de 300
especies de Trichoderma, resaltado por su efectividad en la supresion de agentes patdgenos,

facilitando su adaptacion a diferentes tipos de suelos forestales. (Martinez,2013: pp.1-11).

Esta investigacion tuvo como objetivo principal de evaluar el efecto de seis especies de
Trichoderma en el crecimiento de la Microbiota asociada al cadncer de tronco de Gmelina arborea
Roxb. (Melina) en Pedro Vicente Maldonado. Los objetivos especificos planteados fueron:
caracterizar los hongos asociados al cancer de tronco en plantaciones de melina en el predio
Pitzaré de la empresa Endesa, y medir el efecto de alternativas bioldgicas in vitro para el manejo
de hongos asociados al cancer de tronco en plantaciones de melina en el predio Pitzara de la
empresa Endesa.

Este estudio se desarroll6 de manera exploratoria, en donde las muestras analizadas provienen de
rodales de distintos sectores del Predio Pitzard con edad comprendida entre 1 y 2 afios y para la
seleccidn de rodales se tomé en cuenta la incidencia de la enfermedad histérica registrada por la
empresa en su intervencion fitosanitaria, para la seleccién de las muestras se consider6 la
presencia de sintomas ocasionados por la enfermedad, tales como, rebrotes, manchas necréticas

en el fuste y amarillamiento.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1  Planteamiento del problema

Se desconoce el agente etiolégico de control a la enfermedad denominada cancer de tronco en
melina en el Ecuador y a su vez existe escasa informacion respecto al tema. El cancer de tronco
estd afectando en las plantaciones de melina de la empresa Endesa S.A. en el predio Pitzara
ubicado en el canton Pedro Vicente Maldonado, por tal razén existe la necesidad de identificar al
agente causal del cancer de tronco en plantaciones forestales de Gmelina arborea Roxb., para la
toma de decisiones de manejo en lo que respecta al control.

1.2  Objetivos

1.2.1 Obijetivo General

Evaluar el efecto de seis especies de Trichoderma en el crecimiento de la Microbiota asociada al

cancer de tronco de Gmelina arborea Roxb. (Melina) en Pedro Vicente Maldonado.

1.2.2 Obijetivos especificos

Caracterizar los hongos asociados al cancer de tronco en plantaciones de melina en el predio

Pitzara de la empresa Endesa.

Medir el efecto de alternativas bioldgicas in vitro para el manejo de hongos asociados al cancer

de tronco en plantaciones de melina en el predio Pitzara de la empresa Endesa.

1.3 Justificacién

La melina es una especie arborea maderable con alto interés en la industria nacional e
internacional especialmente para la produccion de pulpa de papel, debido a sus caracteristicas de
rapido crecimiento y adaptabilidad a diferentes tipos de climas, adicionalmente debido al resalte
en las caracteristicas de la madera le ha permitido convertirse en una de las maderas méas
importantes en el Ecuador, debido a que entre albura y duramen existe variacion en sus colores,

maés no en la calidad de la madera, se ha generado una alta demanda para la elaboracion de pallets.



Por tal razdn es necesario evaluar a nivel in vitro cepas de Trichoderma como alternativa biologica
potencial para el manejo de la enfermedad denominada cancer de tronco. Para ello es de vitalidad
la identificacion a nivel de especie de los microorganismos asociados a la enfermedad mediante

el aislamiento y caracterizacion morfol6gica, cultural y molecular en plantaciones de melina.

1.4 Hipotesis

141 Nula

La diversidad de hongos caracterizados asociados al cancer de tronco en melina en los tres
sectores del predio Pitzara de la empresa Endesa no difieren

1.4.2 Alternante

La diversidad de hongos caracterizados asociados al cancer de tronco en melina en los tres

sectores del predio Pitzara de la empresa Endesa difieren



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Referencias teoricas

2.1.1 Cancer de tronco

Los arboles enfermos de G. arborea, presentan una sintomatologia caracterizada por corteza
resquebrajada y ennegrecida en areas extensas y alargadas; desarrollo del hongo en la corteza, el
cual invade el fuste donde se producen rebrotes y exudados; los arboles se marchitan, llegando a
secarse; y finalmente, la muerte descendente del arbol (Meza et al., 2020: p.16; Arguedas, 2012, p.7).
Salas et al. (2016: p.10), propusieron una escala disefiada para categorizar el nivel de gravedad
de la descomposicion en el tronco de los arboles de melina, y los detalles de esta escala se

encuentran en la Tabla 1-2., permitiendo comprender como los sintomas inician, con marchitez y

pérdida foliar, hasta finalizar con pudricion.

Tabla 2-1: Escala para la calificacién del grado de severidad de la pudricion del tronco

de G. arborea.

Grado de

severidad

Sintomas

1

Arbol sano, no hay evidencia de sintomas visibles.

2

Marchitez foliar evidente; el fuste puede tener pequefias heridas
necrosadas y con exudacion negra en sitios diferentes a donde hubo podas;

puede iniciar la aparicion de rebrotes. No todos los sintomas se expresan.

El &rbol esta visiblemente enfermo. Hay lesiones tipo cancro en la corteza
con indicios de pudricién, exposicion y abultamiento de la corteza,
exudacién prominente; pérdida de mas de un 50 % del area foliar en un

patrén progresivo; rebrotes desarrollados.

Afectacion total del individuo; ausencia total de follaje; hay pérdida y
desprendimiento evidente de ramas; aln se observan rebrotes en algunos
sectores del tronco; la pudricion alcanza un 75 % del tronco, donde la zona

cancerosa (cancro) se manifiesta con claridad.

Arbol completamente seco, podrido; la madera ya perdié completamente

su valor comercial.

Fuente: Salas et al., 2016: p.10.



2.1.2  Agentes fungicos asociados al cancer de trono de Melina

Alrededor del 90% de las enfermedades en arboles se debe a una infeccién producida por hongos;
los principales patgenos forestales corresponde a los Ascomycetes (Prospero et al., 2021: p.2). la
mayoria de las plantaciones de melina, se presenta una enfermedad de origen flngico que causa
marchitez en el sistema vascular y deterioro en el tronco, afectando a algunos arboles de melina.
En varias partes de América tropical se la conoce como ‘‘enfermedad de Nectria’’, ‘ ‘muerte subita
de melina”’ o “‘cancer de tronco de melina’’; la muerte, en pie, de los &rboles de melina ocasiona

serias pérdidas econdémicas en zonas rurales, donde constituye una fuente de empleo (Belezacaet al.,
2021a: p.311; Arguedas et al., 2018: p.2).

Alrededor de 36 agentes causales (registrados) limitan el desarrollo de G. arborea, catalogando
como principal a Nectria sp. (Meza etal., 2020: p.10). Nectria sp., genera cancro o Cancer,
caracterizado por una corteza resquebrajada y ennegrecida, invasion del fuste, marchitez, rebrotes
en la parte inferior del fuste y exudaciones oscuras, finalizando con la muerte del arbol (Consejo
Forestal ACAHN, 2014, p.13). También se ha descrito, como agente causal de la enfermedad, a
Ceratocystis fimbriata, sin embargo, se considera que Fusarium spp. estd implicado en la
patogénesis, debido a su frecuente aislamiento en arboles de melina enfermos (Belezaca et al., 2021b:

p.32).

2.1.2.1 Fusarium sp.

Taxonomia:

El género Fusarium estd compuesto por mas de 1.500 especies, perteneciente a la familia
Nectriaceae, es uno de los grupos de hongos fitopatégenos mas importantes, en la Tabla 2-2 se
detalla su clasificacion taxonémica. Afecta a una gran diversidad de cultivos, es patbgeno humano

y genera ciertas micotoxinas que tienen efectos nocivos en el ganado y seres humanos (Summerell,
2019, p.2; Arie, 2019, p.275).



Tabla 2-2: Clasificacion taxondémica de Fusarium.

Taxonomia
Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género Fusarium

Fuente: Zhang y Ma, 2017, p.180.

Signos y sintomas:

Las especies de Fusarium inducen la muerte celular al infectar todas las partes de la planta
huésped. Generan toxinas (fitotoxicas y micotdxicas), las cuales modulan la fisiologia vegetal
para favorecer su multiplicacion y colonizacion (Gurdaswani y Ghag, 2020: p.7). Las plantas pueden
estar mas expuestas a la contaminacion por las toxinas generadas por Fusarium spp., ya sea por
la disminucion de su sistema inmunoldgico, debido al estrés por falta de agua o mala absorcién
de nutrientes; o también porque, ciertas condiciones climéaticas como la temperatura y humedad,

influyen en el crecimiento de estos hongos y estimulan la produccion toxinas (Moretti y Sarrocco,
2016: pp.163-164).

El hongo Fusrium spp. esta involucrado en la aparente necrosis y sintomas leves de enfermedad,
en arboles de melina (Belezaca et al., 2021: p.39). Fusarium solani es el principal agente patégeno del
cancro en melina, caracterizandose por necrosis del floema lo que causa marchitez descendente
(Chavarria y Carmona, 2016: p.24); Fusarium oxysporum ha sido aislado de arboles de melina, siendo
el responsable de la aparicion de cancro en el tallo (corteza) (Umana et al., 2018: p.9). Los sintomas
de la enfermedad en arboles melina se evidencian en la albura y duramen. La region afectada se
caracteriza por un color mas oscuro, secrecion ocasional de savia y olor rancio a fétido debido a

la fermentacién (Arguedas, 2012, p.7).

2.1.2.2 Ceratocystis sp.

Taxonomia:

Ceratocystis es un género de hongos, pertenecientes a la familia Ceratocystidaceae, que

comprende 39 especies cripticas y especializadas en huéspedes, su clasificacion taxondémica se



especifica en la 2-3. Afectan a una amplia variedad de huéspedes lefiosos, generandoles marchitez

y cancro (Holland et al., 2019: p.135).

Tabla 2-3: Clasificacidn taxonémica de Ceratocystis sp.

Taxonomia
Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Microascales
Familia Ceratocystidaceae
Género Ceratocystis

Fuente: Schoch et al.; 2020.

Signos y sintomas:

La diversidad de esporas, fuentes de indculo y mecanismos de dispersion (insectos, viento,
huésped, transmisién durante la poda y cosecha, entre otros), dificultan el entendimiento de los
ciclos de la enfermedad de Ceratocystis (Holland et al., 2019: p.135). C. fimbriata y otros Ceratocystis
spp. son propagados por insectos (Diptera y Coleoptera); estos insectos son atraidos por la savia
en las heridas de los arboles de melina. Los hongos patdgenos ingresan a través de las heridas de
los arboles; una vez que C. fimbriata infecta, esporula en su superficie volviéndolas atractivas
para los insectos. Las masas de esporas presentes en las heridas, son recogidas por los insectos y

transferidas a heridas recientes en otros arboles de melina (wWingfield y Robison, 2004: pp.230-231).

La presencia de Ceratocystis fimbriata en tejido infectado de G. melina se ha asociado con la
““muerte stibita de G. melina’’. En etapas iniciales de la enfermedad, las hojas de ramas superiores
pierden turgencia, acompafiada de una leve clorosis. Luego, en una etapa mas avanzada, los apices
de crecimiento de las ramas mueren paulatinamente por el bloqueo vascular (ver ilustracion 2-1).
La pérdida de energia fotosintética reduce el vigor de los arboles enfermos, quienes, como
mecanismo de supervivencia, producen brotes en el tallo. Conforme el bloqueo vascular continua,
y al no circular sustancias nutritivas, el &rbol muere. Es dificil detectar los sintomas iniciales, pues
las manifestaciones son evidentes una vez que el tejido vascular estd irremediablemente

comprometido (Méndez-Alvarez et al., 2020: p.4; Belezaca y Solano, 2022: pp.11699-11700).



llustracion 2-1: Corte longitudinal y transversal en arboles de melina enfermos por

Ceratocystis evidenciando dafios vasculares.
Fuente: Belezaca et al., 2021: p. 317.

2.1.2.3 Hongos asociados al cancer de trono de Melina

En Costa Rica, la principal causa de enfermedad en las plantaciones de melina es atribuible a
Nectria sp. Ademas, se han identificado otros hongos microorganismos que afectan distintas
partes del arbol, como Pseudocercospora rangita y Colletotritrum sp. que impactan en las hojas,
Botryodiplodia sp., Corticium salmonicolor y Nectria sp. que afectan el xilema, y Fusarium sp. y
Rosellinia que se destacan en laraiz. sp. (Mezaet al., 2020: p.15). Umana et al. (2018: pp.7-8), aislaron
20 hongos patégenos en G. arborea, donde F. oxysporum, B. theobromae y Graphium

penicilloides fueron patdgenos significativos de la corteza (tallo).

En el Departamento de Tolima, en Colombia, se observan indicios de cénceres, necrosis,
descoloracion en el ndcleo y un deterioro parcial en el tejido vascular en algunas plantaciones de
Gmelina arborea; por lo que, bajo dicho contexto, en la investigacion de Coy-Rodriguez et al.
(2018: p.350), se identificaron y establecieron que los agentes responsables de la pudricion de

plantulas de melina fueron los hongos Lasiodiplodia theobromae y Curvularia geniculata.

Nwogwugwu y Batcho (2019: p.4), reportaron a Athelia rolfsii como patdgeno responsable del
marchitamiento y pudricion del cuello de las plantas de melina. Este hongo produjo una lesion
marrén y la descomposicion de los tejidos blandos en la base de las plantulas. Las lesiones se
agrandaron, rodearon el tallo; y finalmente, provocé el colapso total de los tejidos.

Alternaria alternata ha sido descrito por Pramod et al. (2022: p.1), como un patégeno causante
de mortalidad y descomposicidn de los arboles de melina. Este hongo es un patégeno agresivo
que invade la parte mas profunda de la madera en las ramas, degradando la lignina de las paredes
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celulares de sus hospedadores. Provoca un patrén de pudricion blanda que forma cavidades por

flexién en "L".

2.1.3 Gmelina arborea

G. arborea, comUnmente conocida como melina, esta especie arbdrea es nativa de regiones
tropicales y subtropicales de Asia (Dvorak, 2004, p.111); Sin embargo, su presencia se registra en
areas tropicales de Africa, Australia, América, Indias Occidentales y varias islas del Océano
Pacifico (Singh et al., 2021: p.1075).

2.1.3.1 Taxonomia

Es una especie de réapido crecimiento, catalogada como pionera de larga vida, que pertenece a la
familia Lamiaceae, puede variar de tamafio desde moderado a grande; existen tres variedades de
la especie, su diferencia radica mayormente por su distribucion natural: Gmelina arborea var.
arborea, Gmelina arborea var. glaucescens y Gmelina arborea var. canencens (Singh et al., 2021:

p.1075); en la Tabla 2-4 se presenta la clasificacion taxonémica de G. arborea.

Tabla 2-4: Clasificacion taxondmica de Gmelina

arborea.
Taxonomia

Reino Plantae
Division Angiospermas

Clase Eudicotyledoneae
Subclase Asteridae

Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Gmelina
Especie Gmelina arborea

Fuente: Pathala et al., 2015: p.127.

2.1.3.2 Generalidades

Este arbol caducifolio alcanza alturas de entre 15 y 20 m (Pathala et al., 2015: p.127). Tiene una
acelerada capacidad de renovacion y crecimiento, alta durabilidad y gran produccion de celulosa
de calidad (Ramirez et al.,2019: p.1207); por lo que su madera es de interés industrial para productos

como pulpa de madera, en la construccion, hasta partes para muebles, incluyendo su utilidad en
10



programas de reforestacidn (Dvorak, 2004, p.111; Singh et al., 2021: p.1075). Ademas, su raiz, fruto, hoja,
flor y corteza se usan con fines medicinales (Pathala et al., 2015: p.127), debido a sus propiedades

antiinflamatorias, antibacterianas y antioxidantes (Khalid, Ansari y Sindhav, 2022: p.32).

La introduccién de G. melina en gran parte del mundo se debe a que es en una especie muy
solicitada en los mercados forestales (Ruiz Blandon et al., 2020: p.95). En 2003 se estimaba la existencia
de 700.000 ha de plantaciones, lotes y sitios agroforestales de melina en Asia, Africa, Pacifico
Sur 'y América Latina (Dvorak, 2004, p.111). En Ecuador representa un rubro econdémico de gran
importancia debido a que, en 2015, de las 52.495 has de superficie plantada con especies

forestales, el 21,9 % correspondid a melina (Ministerio de Agricultura, Ganaderia Acuacultura y Pesca, 2016,

p.4).

Estas plantaciones se ven amenazadas por plagas y enfermedades; en zonas donde G. melina es
nativa se han registrado dafios considerables producidos por plagas de insectos, mientras que en
zonas donde es exoética se evidencia la presencia de patogenos flngicos como Ceratocystis

fimbriata que generan marchitez vascular y muerte de las plantas (Wingfield y Robison, 2004: p.227).

2.1.3.3 Condiciones edafoclimaticas

G. arborea crece en valles humedos y fértiles, en altitudes que van hasta 1300 msnm. y
precipitaciones de 750 a 4500 mm. Esta especie no prospera en suelos mal drenados y puede
tolerar periodos de sequia de 2 hasta 8 meses al afio, por lo que en suelos secos, arenosos o pobres
permanece atrofiado y, durante la sequia, se reduce a una forma arbustiva (Chowdhary, 2021: p.269;
Martinez-Zurimendi et al., 2015: p.416). Para su cultivo, la mejor temperatura climatica es desde los
21 °C hasta 28 °C y en suelos con una profundidad minima de 50 cm, bien drenados, ricos en

bases y con niveles de pH entre 5y 8 (Arora y Tamrakar, 2017: p.529).

2.1.3.4 Descripcion botanica

En la llustracién 2-2, se pueden apreciar la planta entera (a), hoja (b), flores (c), fruto (d) y semillas
(e) de G. arborea. Su altura es de aproximadamente 40 m, con un didmetro de 140 cm y fuste
claro de 9 a 15 m. La forma del arbol es regular a buena, con 6 a 9 m de tronco sin ramas, a
menudo torcido y con una copa grande de ramas bajas. Su corteza es delgada y de color gris, que
al envejecer presenta parches de color claro. Las hojas de esta especie son de tipo simple, se
ubican en posicidn opuesta y tienen una forma que se asemeja a un corazén. Su longitud oscila

entre 10 y 25 cm, mientras que su anchura varia de 5 a 18 cm. En cuanto a las flores, estas
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presentan colores que pueden variar entre marron y amarillo y tienen un tamafio que oscila entre
3y 4 cm. Estas flores estan dispuestas en grupos llamados cimas, que tienen una longitud de 15
a 30 cm. Por altimo, el fruto de esta especie se presenta en forma de drupa y es de color amarillo.

Su longitud es de aproximadamente 2,25 cm y puede contener de 1 a 4 semillas en su interior.
(Aroray Tamrakar, 2017: p.528; Nayak et al., 2015: p.78; Rohit et al., 2012: p.61).

lustracion 2-2: Planta de G. arborea y sus partes
Fuente: Rohit et al., 2012, p.64.

2.1.4 Maétodos de caracterizacion de microorganismos fingicos

2.1.4.1 Caracterizacion cultural

La caracterizacion cultural de los hongos se relaciona a las caracteristicas que exhibe la colonia y
la observacion de algun cambio en ella. En la lista a continuacion se pueden apreciar las

principales caracteristicas culturales que pueden tomarse en consideracion:

e grado de crecimiento,

e color de la colonia y sus cambios,

e colory cambios al reverso de las colonias,

e cambios de color en el medio y donde se producen,

e textura superficial,

e olor, en caso de existir,

e caracteristicas del exudado del liquido (Sempere et al., 2004: pp.6-7).
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2.1.4.2 Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacion morfoldgica se basa en la descripcion macroscopica y microscopica del hongo;
esta segunda descripcion requiere de una apreciacién mediante el microscopio, para lo cual es
necesario una tincion (Cafiedo y Ames, 2004: p.33). Algunas de las caracteristicas morfoldgicas mas

relevantes a considerar son detalladas en la Tabla 2-5.

Tabla 2-5: Caracteristicas morfoldgicas de consideracion.

Estructura Caracteristica

Hifas sumergidas Color

e Existencia o no de septos
e Diametro

e Otros caracteres distintivos

Estructuras de e Grado de desarrollo
fructificacion e Medicién de partes fundamentales

e Disposicion de las esporas

Organos de e Disposicion libre
fructificacion e Disposicion en el substrato
maduros o Disposicion en la superficie

¢ Disposicion en el micelio aéreo

e Existencia de estructura de esporulacion

Organos de e Color
fructificacion e Tamafo
e [orma

e Medicion de partes esenciales

e Presencia de esporas

Esporas e Color
e Forma
e Tamafio

e Tabicacion

e Marcas superficiales

Fuente: Sempere et al., 2004, p.6.

13



La caracterizacion morfoldgica, en la identificacion de especies de hongos, es usada
rutinariamente para la clasificacion de hongos a nivel ordinal o familiar; sin embargo, no siempre
funcionan bien para clasificaciones a nivel de especies ya que muchas de estas caracteristicas

pueden alterarse por la hibridacién, especiacidn criptica y evolucion convergente (Raja et al., 2017:
p.757).

2.1.4.3 Caracterizacion molecular

La determinacion de la presencia de hongos implica la utilizacion de técnicas moleculares, que
abarcan diversos enfogues, como los fundamentados en la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR), el uso de sondas de ADN/ARN, métodos de amplificacion isotérmica, secuenciacion de

préxima generacion basada en ARN-Seq, entre otras alternativas (Aslam et al., 2017: p.495).

Los métodos basados en PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) son faciles y rapidos de
ejecutar, permiten manipular y obtener datos del ADN a través de la amplificacion de segmentos
pequefios y especificos del genoma; de tal modo que, in vitro, se obtienen multiples copias de una
region especifica del ADN total (Sidrim et al., 2010: p.447). La PCR consta de 30 a 35 ciclos, y cada
uno a la vez de 3 pasos: desnaturalizacion, recocido y extension. La amplificacion es exponencial,
luego de varios ciclos se habran acumulado suficientes copias de la secuencia de ADN para su
deteccién (Roumani, 2022, p.20).

La PCR anidada, la PCR multiplex y la PCR en tiempo real representan enfoques diferentes pero
relacionados de la técnica de amplificacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
(Sidrim et al., 2010: p.447). La tecnologia PCR cuantitativa en tiempo real ha sido usada para medir la
biomasa flngica en muchas interacciones planta-hongo, especialmente en aquellas donde la
cantidad de hongo es baja. El procesamiento y andlisis de muchas muestras es mas rapida y precisa

en comparacion con los ensayos en placa (Klosterman, 2012, p.122).

Por otro lado, los métodos basados en sonda de ADN/ARN, son independientes de la
secuenciacion, usan una sonda para diagnosticar las enfermedades en las plantas causadas por
microorganismos y permiten identificar la secuencia homologa en el ADN objetivo. Las sondas
son secuencias de ADN mas cortas y de cadena sencilla que se marcan con moléculas

informadoras quimioluminiscentes o isdtopos radiomarcados (Aslam et al., 2017: pp.496-497).

La amplificacion isotérmica mediada por bucle permite aumentar, unas pocas copias del ADN
objetivo, con alta especificidad, eficiencia y rapidez en condiciones isotérmicas; resultando en la

acumulacién de 109 a 1010 copias del objetivo en menos de una hora.
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Esta metodologia se fundamenta en la generacién de ADN de cadena de bucle en ciclo continuo,
con la intervencion de la enzima polimerasa de ADN Bst, cebadores especificos y la plantilla de
ADN objetivo; incluyendo los pasos de produccién de material de partida, amplificacion ciclica

y reciclaje (Tsui et al., 2011: p.184-186).

2.1.5 Microorganismos antagonistas

Los organismos antagonistas o competidores pueden ser usados como agentes bioldgicos para
controlar organismos patdgenos. El control bioldgico pretende ser autosostenible y efectivo para
mantener la poblacion de plagas por debajo de los umbrales aceptables (Prospero et al., 2021: p.3). L0S
antagonistas fungicos desempefian un papel importante en el control de patégenos y enfermedades
en las plantas debido a que tienen una tasa de reproduccidn alta, tiempo de generacién corto y son
objetivos especificos. Muchas especies de hongos poseen mecanismos que les permiten proteger

eficientemente a las plantas de enfermedades causadas por hongos fitopatégenos (Thambugala et al.,
2020: pp.1-3).

Las propiedades de los agentes bioldgicos de control incluyen la produccion de antibidticos,
enzimas liticas, enzimas antioxidantes, sidero6foros e induccidn de resistencia del huésped;
algunos microorganismos con este potencial son Trichoderma spp., Pseudomonas spp., Bacillus
spp., Fusarium oxysporum y otras bacterias (Purohit et al., 2023: p.435).

2.1.6  Trichoderma spp.

2.1.6.1 Generalidades

El género Trichoderma abarca una categoria de hongos multicelulares que se caracterizan por su
reproduccion asexual y su versatilidad funcional, y son hallados en una diversidad de entornos
ecoldgicos. Las cepas pertenecientes a este género comparten rasgos morfoldgicos tipicos, como
la pigmentacidn verde vibrante en sus esporas, un rapido ritmo de crecimiento y una ramificacién

recurrente (Ziny Badaluddin, 2020: p.169).

Tricoderma spp. constituye un mecanismo de control biolégico por lo que es usado en

aplicaciones agricolas relacionadas con enfermedades de las plantas, crecimiento de las plantas,

descomposicién y biorremediacion (Zin y Badaluddin, 2020: p.168). ES uno de los microorganismos

més utilizados y estudiados como agente biologico de control debido a su capacidad de

parasitismo, antibiosis, produccién de metabolitos secundarios e induccion del sistema de defensa

de las plantas. Trichoderma se ha utilizado en la agricultura como parte de bioformulaciones
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innovadoras, ya sea sola 0 en combinacién con otros organismos beneficiosos para las plantas
(Guzman-Guzman et al., 2023: p.1).

2.1.6.2 Taxonomia
El género Trichoderma, pertenece a la familia Hypocreaceae, se clasifica como un hongo
saprofito cosmopolita, que a menudo vive como enddfito de plantas lefiosas, la clasificacion

taxondmica se detalla en la tabla 2-6.

Tabla 2-6: Clasificacion taxondmica de Trichoderma.

Taxonomia
Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Division Ascomycota
Subdivision Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Hypocrea/Trichoderma

Fuente: Khan et al., 2020: p.11.

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

2.1.6.3 Mecanismos de accion

Trichoderma spp., como bioagente, resulta eficaz en contra de una amplia gama de patégenos
foliares y del suelo; sus mecanismos de biocontrol pueden ser directos, si existe interaccion con
el patdgeno a través de micoparasitismo, competencia o antibiosis, o indirectos con la mejora la

defensa de la planta (Guzman-Guzman et al., 2023: pp.3-4).

Micoparasitismo:

El micoparasitismo implica el ataque directo de un hongo a otro. Este complejo proceso involucra
eventos secuenciales, incluido el reconocimiento, ataque y posterior penetracion y muerte de la
pared celular del hongo del huésped, debido, principalmente, a enzimas quitinoliticas y
glucanoliticas. Trichoderma spp. puede ejercer un biocontrol directo al parasitar una variedad de
hongos, detectar otros hongos y crecer hacia ellos. Las quitinasas degradan las paredes celulares

de los hongos, liberan oligdmeros que inducen exoquitinasas, dando comienza el ataque (Benitez
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etal., 2004: p.256; Sanchez-Montesinos etal., 2021: p.2). En la ilustracion 2-3 se puede observar el
micoparasitismo de Trichoderma, caracterizado por el enrollamiento de las hifas alrededor de los

fitopatégenos.

lustracion 2-3: Micoparasitismo por Trichoderma hyphae, enrollamiento alrededor de las hifas.
(A-E), formacién de gancho (C-E), envoltura (B-D) e hifallisis (F).

Fuente: Sanchez-Montesinos et al., 2021: p.8.

Trichoderma spp. penetran la pared de la célula huésped formando una estructura similar a un
gancho, paralelamente crecen a lo largo de las hifas del huésped, donde secretan mecanica y
enzimaticamente enzimas que degraden la pared. Este proceso involucra la produccién de
compuestos biolégicamente activos que podrian matar a los patégenos, como las enzimas y los

metabolitos secundarios (Zin y Badaluddin, 2020: p.172).

Competencia por nutrientes y espacio:

Los hongos del género Trichoderma se caracterizan por su rapido crecimiento, considerandose
como competidores agresivos. Pueden colonizar rdpidamente los sustratos (habitat comun) y
excluir de espacio y nutrientes a los patdgenos de crecimiento mas lento. Esto depende de algunas
propiedades como el grado de colonizacién del huésped y su adaptacion a las condiciones

ambientales. Trichoderma posee estrategias efectivas para la competencia por nichos y nutrientes
(Oszust et al., 2020: p.2; Tyskiewicz et al., 2022: pp.8-9).

Existe una amplia gama de sustratos que los hongos del género Trichoderma pueden utilizar como
Unica fuente de carbono y energia, ademas de una capacidad mucho mejor para movilizar y
absorber nutrientes del suelo en comparacion con otros microorganismos. Uno de los factores
clave para el antagonismo de Trichoderma contra hongos patdgenos, como el Fusarium, se debe
a la competencia por hierro; pues Trichoderma los priva de fuentes de dicho metal, inhibiendo el
crecimiento y la actividad patogénica. También se puede dar la competencia por sustratos de
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carbono simples y complejos, sumado a la accidn inhibidora de algunas enzimas (Tyskiewicz et al.,
2022: p.9).

Antibiosis:

Este mecanismo involucra la produccion y excrecion de metabolitos secundarios que pueden
limitar o inhibir el crecimiento de patdgenos. Las diversas especies de Trichoderma son una
fabrica de metabolitos secundarios pues existen mas de 180 tipos diferentes de compuestos

identificados (Guzman-Guzman et al., 2023: p.5).

Las moléculas antimicrobianas son metabolitos secundarios, que resultan toxicos para el
crecimiento de otros microorganismos o procesos metab6licos (Lahlali et al., 2022: p.8). Durante las
interacciones, estos hongos producen enzimas (glucanasa, quitanasa y proteasa) y vias de
sefializacién (proteina G heterotrimérica, MAP quinasa y via cAMP). Estas Ultimas, estan
involucradas en la secrecion de metabolitos antifingicos y en la formacion de estructuras de
infeccion; asi como en el enrollamiento del micelio de Trichoderma sobre hongos patdgenos,

inhibiendo su proliferacién (Mukhopadhyay y Kumar, 2020: p.1).

La accion combinada de metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas de Trichoderma spp.,
tienen potencial antifngico e incrementan la resistencia de las plantas al ataque de patdgenos.
Entre dichos metabolitos se ha detallado la producciéon de &cido harzianico, alameticinas,
tricolina, peptaiboles, antibidticos, 6-pentil-a-pirona, masoilactona, viridina, gliovirina,
glisopreninas, acido heptelidico y otros (Benitez etal., 2004: p.255). Por ejemplo, el metabolito
secundario 6-PP de Trichoderma spp., reduce el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum
promueve el crecimiento de las plantas e induce resistencia sistémica, posiblemente al actuar

COMO una auxina (Khan et al., 2020: p.11).
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CAPITULO Il
3. MARCO METODOLOGICO
3.1 Materiales y métodos
3.1.1 Caracterizacion del lugar
3.1.1.1 Localizacién de campo
La fase de campo se realiz6 en el predio Pitzara de la empresa Endesa, ubicado en el cantén Pedro

Vicente Maldonado, provincia de Pichincha. Se ejecutd en dos rodales por cada sector como se

muestra en la lHustracion 3-1.
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lustracién 3-1: Localizacion de rodales muestreados.

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

Ubicacién geografica

Altitud: 285 msnm

Latitud: 0.29364
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Longitud: -79.25761
Caracteristicas climatologicas

Temperatura media anual: 24-26 °C

Precipitacion media anual: 2000-4000 mm (Centro de Interpretacion Meteoroldgica “Botrosa”).
3.1.1.2 Localizacion de laboratorio

La presente investigacion fue realizada en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicado en el cantén
Riobamba, provincia de Chimborazo (llustracién 3-2).
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llustracion 3-2: Ubicacion del laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos
Naturales-ESPOCH.

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

Ubicacién geogréfica

Altitud: 2622 msnm
Latitud: -1,65
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Longitud: -78,65

Caracteristicas climatologicas

Temperatura media anual: 13,8°C

Precipitacion media anual: 571,8 mm

Humedad relativa: 48,80% (Estacion Meteoroldgica de la ESPOCH)

3.1.2 Materiales y equipos

3.1.2.1 Decampo

Materiales

Fundas Ziploc, rotulador, cooler, papel Kraft, motosierra

Equipos

GPS (Avenza Maps)

3.1.2.2 De laboratorio

Materiales

Cajas Petri (100 x 15 mm, 60 x 15 mm), microtubos eppendorf (1,5 mL), cajas para microtubos,
laminas porta objetos, laminas cubre objetos, caja para lamina porta y cubre objetos, pinzas,
recipientes de vidrio (1000 mL, 500 mL), papel toalla, cinta adhesiva, rotulador, jeringas (5 mL),
probetas plasticas (1000 mL), gubias, mechero de bunsen, palillos, sorbetes, fosforera, puntas de
micropipeta (10 pL, 100 pL y 1 mL), morteros, pistilos, cucharas plésticas.

Equipos

Autoclave (BIOBASE BKQ-B100II), camara de flujo laminar Biobase, secador de vidrio
(SELECTA 200038), refrigeradora (Durex), ultracongelador (BIOBASE BDF-40V450),

microondas (Panasonic 900w), incubadora, microscopio Optico AmscopeB100-MS, cdmara
fotografica (CANNON), adaptador de cAmara fotografica a microscopio (CANON SLR/DSLR),
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mechero de bunsen, vortex (QILINBEIER QL901), centrifuga (EPPENDORF 5424),
bioespectrofotdmetro (EPPENDORF Basic), termociclador (EPPENDORF Vapo.protect), cuba
electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB710), fuente de poder para electroforesis (FISHER
SCIENTIFIC FB300) y transiluminador UV (FISHER SCIENTIFIC 88A).

Reactivos

Papa Dextrosa Agar (PDA), hipoclorito de sodio (1 %), alcohol (70%), agua destilada estéril,
agua ultra pura estéril, chloramphenicol, Avena-Agar (AV), nitrogeno liquido, lactoglicerol,
cloroformo alcohol isoamilico (24:1), isopropanol frio, master Mix, 2X (Go Taq® Green), DNA
Ladder Bench Top 100 pb (PROMEGA), agua ultrapura estéril, Kit de extraccion de ADN
(PROMEGA Wizard® Genomic DNA), LE Agarosa (Cleaver Sctientific CSL-AG 100), 10X
BlueJuiceTM Gel Loading Buffer (Invitrogen). primers (EXXTEND), Nuclei Acid Staining
Solution (UniSafe Dye) y Tris-Borate-EDTA Buffer (SIGMA).

Material biolégico

Aislados de Trichoderma (Tabla 3-1), aislados de muestras de corteza de melina (Gmelina

arborea)

Tabla 3-1: Informacion de aislados de Trichoderma spp.

CODIGO ESPECIE LUGAR DE TIPO DE METODO DE METODO DE
RECOLECCION CULTIVO AISLAMIENTO CONSERVAC
ION
E T. breve El cascajo Meldn (M1) Siembra por Método
dilucion Castellani
H T. lentiforme El cascajo Meldn (M1) Siembra por Método
dilucion Castellani
M T. harzianum El cascajo Melon (M1) Siembra por Método
dilucion Castellani
R T. andinense La fortuna Café (var. Siembra por Método
Tipica) dilucion Castellani
(0] T. Media luna Maiz Siembra por Método
longibrachiatum amarillo dilucién Castellani
(M1)
Y T. resei Caimito viejo Hoja Kale Siembra por Método
(M1) dilucién Castellani

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.
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3.1.2.3 De escritorio

Materiales

Computadora, impresora, hojas bond, borrador, lapiz, libreta de campo

Equipos

Portétil, impresora

3.2 Metodologia

3.2.1 Fase de campo

3.2.1.1 Incidencia de la enfermedad

Para determinar el efecto de incidencia de la enfermedad se delimitaron dos parcelas circulares
con un area de 1000 m? por cada rodal. En cada parcela se realizé un censo de todos los arboles,
con el prop6sito de establecer el nimero total de &rboles, ademéas arboles sintomaticos y

aparentemente sanos, para expresar el porcentaje de incidencia segin Ayala (2008):

Numero de arboles enfermos
%I = -~ - x 100
Numero total de arboles

3.2.1.2 Severidad de la enfermedad
El grado de severidad se determind en base a la escala de notas compuesta por cinco clases

propuesta por Salas et al. (2015), se evalud en funcion a las diferencias visibles en la estructura de

los arboles analizando el fuste, las ramas Yy las hojas de los arboles. (Tabla 3-2).
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Tabla 3-2: Escala de notas de cinco clases propuesta por Salas et al., (2015) para evaluar la

severidad de la enfermedad de pudricién del fuste en G. arborea.

Severidad Sintomas
(Criterio)
1 Arbol aparentemente sano, no hay evidencia de sintomas visibles.
2 Amarillamiento inicial de la copa (marchitez foliar evidente); el fuste puede

tener pequefias heridas necrosadas y con exudacidn negra en sitios diferentes a
donde hubo podas; puede iniciar la aparicion de rebrotes. No todos los sintomas

se expresan.

3 El arbol esta visiblemente enfermo. Hay lesiones tipo cancro en la corteza con
indicios de pudricién, exposicion y abultamiento de la corteza, exudacién
prominente; pérdida de mas de un 50% del area foliar en un patrén progresivo;

rebrotes desarrollados.

4 Afectacion total del individuo; ausencia total de follaje; hay pérdida y
desprendimiento evidente de ramas; aun se observan rebrotes en algunos
sectores del tronco; la pudricion externa aparente alcanza un 75% del tronco,

donde la zona cancerosa (cancro) se manifiesta con claridad

5 Arbol completamente seco, podrido; la madera ya perdié6 completamente su

valor comercial.

Fuente: Salas et al, 2015

3.2.1.3 Recoleccion de muestras

Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron de tres sectores productores de G. arborea
ubicados en el cantén Pedro Vicente Maldonado. Estos sectores se denominan sector 1, sector 2
y sector 3 del predio Pitzara, como se indica en la Tabla 3-3. Se seleccionaron rodales de
plantaciones multiclonales para el muestro, utilizando un método de muestreo no probabilistico
por conveniencia. En cada rodal, se recolectaron un total de 6 muestras de arboles de uno y dos
afios de edad que presentaban sintomas de la enfermedad. Esta enfermedad se caracteriza
principalmente por la aparicion de abundantes exudaciones gomosas de color pardo rojizo en la

parte inferior del fuste después de realizar podas, como se describié en Tercero (2020).
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Tabla 3-3: Informacion de las muestras recolectadas

Caddigo Lugar de recoleccion Rodal Sector Afio Coordenadas geograficas
MO001  Pedro Vicente Maldonado DR40A 2 2020 0°14'52.7"N 79°04'58.9"W
MO002  Pedro Vicente Maldonado DR40A 2 2020 0°14'52.7"N 79°04'58.9"W
MO003  Pedro Vicente Maldonado DR40A 2 2020 0°14'49.7"N 79°04'56.5"W
MO004  Pedro Vicente Maldonado DR40A 2 2020 0°14'49.1"N 79°04'56.5"W
MO005  Pedro Vicente Maldonado DR40A 2 2020 0°14'49.1"N 79°04'56.5"W
MO006  Pedro Vicente Maldonado DR40A 2 2020 0°14'56.0"N 79°05'06.9"W
MOQ07  Pedro Vicente Maldonado DJ20 2 2021 0°18'40.6"N 79°07'27.0"W
MO008  Pedro Vicente Maldonado DJ20 2 2021 0°18'40.6"N 79°07'27.0"W
MO009  Pedro Vicente Maldonado DJ20 2 2021 0°18'40.6"N 79°07'27.0"W
MO010 Pedro Vicente Maldonado DJ20 2 2021 0°18'45.7"N 79°07'28.7"W
MO11  Pedro Vicente Maldonado DJ20 2 2021 0°18'45.7"N 79°07'28.7"W
MO012  Pedro Vicente Maldonado DJ20 2 2021 0°18'45.7"N 79°07'28.7"W
MO13  Pedro Vicente Maldonado =~ DE28A 1 2020 0°17'15.2"N 79°08'41.6"W
MO014  Pedro Vicente Maldonado DE28A 1 2020 0°17'15.2"N 79°08'41.6"W
MO15 Pedro Vicente Maldonado ~ DE28A 1 2020 0°17'15.2"N 79°08'41.6"W
MO016 Pedro Vicente Maldonado  DE28A 1 2020 0°17'15.2"N 79°08'41.6"W
MO017  Pedro Vicente Maldonado DE28A 1 2020 0°17'15.2"N 79°08'41.6"W
MO018  Pedro Vicente Maldonado DE28A 1 2020 0°17'15.2"N 79°08'41.6"W
MO019  Pedro Vicente Maldonado = CW30A 1 2021 0°16'28.6"N 79°10'51.8"W
MO020  Pedro Vicente Maldonado ~ CW30A 1 2021 0°16'28.6"N 79°10'51.8"W
MO021  Pedro Vicente Maldonado = CW30A 1 2021 0°16'28.6"N 79°10'51.8"W
MO022  Pedro Vicente Maldonado  CW30A 1 2021 0°16'28.6"N 79°10'51.8"W
MO023  Pedro Vicente Maldonado = CW30A 1 2021 0°16'28.6"N 79°10'51.8"W
MO024  Pedro Vicente Maldonado  CW30A 1 2021 0°16'28.6"N 79°10'51.8"W
MO025  Pedro Vicente Maldonado DT31A 3 2021 0°16'27.7"N 79°04'37.1"W
MO026  Pedro Vicente Maldonado DT31A 3 2021 0°16'27.7"N 79°04'37.1"W
MO027  Pedro Vicente Maldonado DT31A 3 2021 0°16'31.8"N 79°04'41.8"W
MO028  Pedro Vicente Maldonado  DT31A 3 2021 0°16'31.8"N 79°04'41.8"W
MO029  Pedro Vicente Maldonado  DT31A 3 2021 0°16'38.5"N 79°04'48.0"W
MO030 Pedro Vicente Maldonado  DT32A 3 2021 0°16'29.8"N 79°04'40.9"W
MO031  Pedro Vicente Maldonado  DT32A 3 2021 0°16'20.2"N 79°04'37.4"W
MO032  Pedro Vicente Maldonado  DT32A 3 2021 0°16'20.9"N 79°04'38.4"W
MO033  Pedro Vicente Maldonado ~ DT32A 3 2021 0°16'20.9"N 79°04'38.4"W
MO034  Pedro Vicente Maldonado  DT32A 3 2021 0°16'21.4"N 79°04'24.7"W
MO035  Pedro Vicente Maldonado  DT32A 3 2021 0°16'21.4"N 79°04'24.7"W

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.
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La obtencion de las muestras se realizd con el uso de una motosierra, se procedio a apear los
arboles que presentaban sintomas de la enfermedad obteniendo trozas entre 8 cm y 10 cm de
longitud donde se apreciaba la sintomatologia de necrosis y de donde se realizarian los respectivos
aislamientos (llustracion 3-3). Adicionalmente las muestras fueron etiquetadas y colocadas en un
cooler para transportarlas al laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales de

la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, para su procesamiento.

lustracién 3-3: Obtencion de muestras
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

3.2.2 Fase de laboratorio

3.2.2.1 Aislamiento de microorganismos en medio de cultivo PDA

Las muestras de corteza de melina con los sintomas de la enfermedad recolectadas, fueron lavadas
con agua corriente para eliminar impurezas presentes en el material, se realizaron cortes en forma
de prismas de 2 cm? (Ilustracién 3-4) con el uso de una cierra circular, mediante el uso una gubia
se procedio a la separacion de los tejidos vasculares de aproximadamente 7 mm provenientes de

cada prisma.
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llustracion 3-4: Obtencién de prismas
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Cada seccion fue desinfestada con alcohol al 70 % por 30 s, hipoclorito de sodio al 1 % por 1 min
y posteriormente se realizaron 2 enjuagues con agua destilada, cada uno con una duracion de 45
s, los fragmentos fueron secados con papel toalla estéril. Una vez desinfestados los fragmentos
fueron sembrados de manera equidistante en cajas Petri (3 por caja Petri), con la ayuda de pinzas
desinfectadas previamente, en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) + cloranfenicol.
(ANEXO B)., estas cajas fueron etiquetadas y selladas con papel plastico. Se incubaron a 26+2°
C por un periodo de seis a doce dias.

3.2.2.2 Purificacion de microbiota asociada al cancer de tronco de Gmelina arborea

Una vez que aislados los microorganismos del tronco de las plantas de melina, se prosiguid a
obtener cultivos completamente puros. Para lograrlo, se transfirieron las colonias a cajas Petri de
dimensiones reducidas que contenian un medio especifico llamado PDA + Cloranfenicol. Este
proceso implicé tomar una porcion del micelio presente en las colonias y, posteriormente,
etiquetar y sellar herméticamente las cajas con papel pléstico. Luego, se procedi6 a incubar estas
cajas a una temperatura de 26 °C durante un periodo de 15 dias, hasta obtener cultivos que

estuvieran completamente libres de contaminacion.
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3.2.2.3 Conservacion de aislados puros de microorganismos asociados al cancer de tronco de

Gmelina arborea

La preservacién de aislamientos en estado puro se llevé a cabo mediante la creacion de discos de
micelio a partir de un cultivo esporulado. Estos discos de micelio se colocaron en microtubos de
1,5 mL que contenian una solucién salina al 0,8%, y luego se sometieron a un proceso de

esterilizacion. Finalmente, se procedi6 a almacenar estos microtubos en refrigeracion.

3.2.2.4 Caracterizacion cultural

Se realiz6 la caracterizacion cultural mediante la descripcion de la textura, forma, margen,
crecimiento aéreo de los aislados, color de la colonia al anverso como al reverso en base a la

escala Pantone descrita en (Pantone Coated Color Reference, 2012).

3.2.2.5 Caracterizacién morfologica

Para la caracterizacion morfoldgica, se siguié un procedimiento basado en la metodologia descrita
por Franco (2015, p.5), con algunas modificaciones. En este proceso, se inici6 preparando laminas
portaobjetos con una pequefia gota de agua destilada. Luego, se aplicé la cinta adhesiva que
contenia micelio sobre el portaobjetos, cuidando de evitar la formacién de burbujas. Una vez que
la lamina portaobjetos estuvo lista, se procedi6 a examinar las estructuras de los hongos utilizando

un microscopio.

Se cred una base de datos que contenia detalles acerca de la formacidn de esporas, asi como la
formay el color de los conidios. También se registré la presencia o ausencia de septos, pigmentos,
fialides, clamidosporas, ascas, basidios, esporangios, rizoides, conidiéforos y conidios, siguiendo

la metodologia descrita por Espinoza (2021, p. 23).

3.2.2.6  Caracterizacion molecular

La obtencion del ADN genémico se llevé a cabo mediante la preparacion de cultivos puros de los
hongos en un medio de cultivo denominado Avena-Agar + Cloranfenicol. Estos cultivos fueron

incubados a una temperatura controlada de 26 °C £2 °C durante un periodo de 7 dias, hasta que

se acumulé la cantidad adecuada de micelio para el proceso de extraccion del ADN.
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El micelio se recolectd dentro de una cabina de flujo laminar utilizando una cuchara plastica

estéril. Posteriormente, se dispuso el micelio sobre un trozo de papel bond que se habia

esterilizado previamente, permitiendo que se secara durante aproximadamente 10 minutos.

Luego, se envolvid y etiquetd, y se cubrio con papel de aluminio. Finalmente, se guard6 en un

sobre de manila que se colocé dentro de una funda ziploc y se almacend en un ultracongelador a

una temperatura de -20 °C hasta su posterior uso.

El ADN gendmico fue extraido usando el kit PROMEGA Wizard® Genomic DNA siguiendo las
recomendaciones del fabricante, que se detalla en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4: Protocolo de extraccion de ADN

Lisis fisica

Se coloco el micelio dentro de un mortero esterilizado previamente y
afladiendo nitrégeno liquido se procedié a macerar el micelio con la
ayuda del pistilo de igual manera esterilizado, hasta obtener pequefias
particulas finas, el cual se colocd en el interior de un microtubo

eppendorf de 2 mL estéril y etiquetado.

Clarificacion

Se adicionaron 600 L de solucidn de lisis de nucleos en los microtubos
de 2 mL que contenian el micelio macerado. Después, los microtubos se
colocaron en el vortex durante 3 segundos, seguidamente se incubaron
en el termobloque a 65 °C durante 15 minutos. Durante este tiempo, se

invirtieron los microtubos cada 5 minutos.

Precipitacion

proteinas

de

Se colocaron 200 pL de solucion de precipitacion de proteinas, y se llevo
a vortex por 20 s, luego se centrifugaron a 14000 rpm por 10 min,
provocando la formacion de un pellet por la precipitacién de proteinas,
enseguida el sobrenadante fue trasladado a un nuevo microtubo y se
agregaron 600 pL de cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1), el cual se
envio al vortex por 20 s, y se transfirio el sobrenadante el cuél contenia

el ADN hacia un nuevo microtubo (2 mL).

Precipitacion

de

Se adiciond 600 pL de isopropanol frio, se invirtieron los tubos para

proteinas mezclar la solucion, se almacenaron los tubos en el freezer por 12 h, y
luego se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min.
Lavado Se observé si hubo la formacion del pellet al fondo de los microtubos,

se procedié a eliminar el sobrenadante cuidadosamente sin perder el
pellet, posteriormente se realizaron dos lavados adicionando 600 pL de

etanol 70 % frio y se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 min.
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Secado Se procedid a retirar el etanol de los tubos y se dejo secar el pellet
contenido en los tubos de manera horizontal sobre bandejas limpias

cubiertas sobre papel toalla con la tapa abierta durante 12 h.

Rehidratacion Transcurridas las 12 h, se procedid a resuspender el pellet agregando 50
pL de solucion buffer (TE) y 2 pL de RNasa en cada tubo, se procedid
a incubar en el termobloque durante 3 h a 37 °C y se almacenaron los
microtubos en el ultracongelador a -40 °C

Fuente: PROMEGA Wizard®, 2020.

PCR:

Se utiliz6 la metodologia de ampliacion de la cadena de la polimerasa (PCR) con los iniciadores
para hongos ITS4 e IT5 para hongos desconocidos (Tabla 3-5), mientras que para hongos
pertenecientes al género Fusarium se usaron los iniciadores TEF1 y TEF2 descritos en la Tabla
3-6, para la respectiva identificacién molecular de los morfotipos hallados.

Tabla 3-5: Primers utilizados para aislados de Nectria

Cadigo Secuencia
ITS-5 (Reverse) 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
ITS-4 (Forward) 5’ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3

Fuente: Zhou et al., 2021: p.5; Prabhakaran et al., 2014: p.4

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Tabla 3-6: Primers utilizados para hongos del género Fusarium

Cddigo Secuencia
EF-1 5 -ATGGGTAAGGAAGGACAAGAC-3
EF-2 5’GGAGAGTACCAGTGCATCATGTT-3
EF1-728F 5 -CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’
EF1-986R 5-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3

Fuente: O'Donnell et al. 1998: p. 2045; Carbone & Kohn, 1999, P.554

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Reactivos usados para la PCR:

° 6,25 uL de Master Mix, 2X GoTaq® Green
e 1 pL(1pmol)primer Reverse

e 1puL(1pmol)primer Forward
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e 2,25 uL de agua ultra pura
e 2uL(ng/uL)de ADN

Obteniendo un volumen de 12,5 pL.

Programa usado para la amplificacion de PCR de aislados desconocidos:

Desnaturalizacién inicial 95 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de las condiciones, 95 °C
durante 60 s (desnaturalizacion), 53 °C durante 60 s (anelamiento), 72 °C durante 60 s (extension),

y finalmente se realizé una Gltima extension a 72 °C durante 5 min, en el termociclador.

Programa usado para la amplificacion de PCR de aislados desconocidos:

Desnaturalizacion inicial 94 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de las condiciones, 94 °C
durante 45 s (desnaturalizacion), 52 °C durante 30 s (anelamiento) 72 °C durante 90 s (extension),

y finalmente se realiz6 una Ultima extension a 72 °C durante 6 min, en el termociclador.

Electroforesis:

Para verificar la amplificacion de los productos de PCR, se llevo a cabo una técnica de
electroforesis. Para este procedimiento, se preparé un gel utilizando 0,6 g de agarosa y 40 mL de
Buffer Tris Borato EDTA (TBE), al cual se le afiadieron 2 uL de un agente intercalante de &cidos
nucleicos (Nuclei Acid Dye). Luego, se vertio el gel en una cuba de electroforesis (modelo
FISHER SCIENTIFIC FB-SB-710) y se colocaron peines para formar los pocillos. Después de
15 minutos, una vez que el gel se solidificd, se retiraron los peines y se agregaron 300 mL de
Buffer Tris Borato EDTA al 10 %.

Se prepar6 una cinta de parafilm donde se depositaron 2 L de buffer de carga (Buffer de Carga
BlueJuiceTM 10X) y 2 uL de los productos obtenidos a través de la PCR. Estas muestras se
dispusieron en los pocillos y se realiz6 una electroforesis a 60 voltios durante un periodo de 60
minutos. Luego de completar la electroforesis, el gel se colocé sobre un transluminador UV
(modelo FISHER SCIENTIFIC 88A) para observar si se habia logrado la amplificacion del ADN.

Nota: en el primer pocillo se colocé una muestra de control (Ladder) y al final una muestra de

agua, para confirmar que el AND realmente se amplifico.
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Secuenciacion:

Los productos de PCR una vez verificados por electroforesis fueron purificados y secuenciados
usando la tecnologia SANGER en la empresa MACROGEN KOREA. Las secuencias obtenidas

fueron verificadas su calidad observando sus cromatogramas con el programa.

Analisis de muestras secuenciadas:

Mediante el programa Chromas, version 2.6.6 de Technelysium Pty Ltd, se analizaron los
electrofotogramas, seleccionando Unicamente las partes de alta calidad. Posteriormente, las
secuencias se exportaron en formato FASTA y se llevaron a cabo comparaciones utilizando la
herramienta BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Estas
comparaciones se basaron en porcentajes de identidad, porcentaje de cobertura y valores de e-
value, contrastando las secuencias obtenidas con las existentes en las bases de datos
correspondientes.

3.2.2.7 Caracterizacién patogénica

Pruebas de patogenicidad en plantulas de Gmelina arborea:

Se emplearon cepas de Fusarium solani y Nectria pseudotrichia, recolectadas de arboles
enfermos en el predio Pitzara y previamente sometidas a analisis cultural, morfolégico y
molecular. Los aislados seleccionados se transfirieron a cajas Petri que contenian 15 mL de medio
PDA (Papa-Dextrosa-Agar) y se desarrollaron en incubadora durante 7 dias a una temperatura de
26 °C. Después de este periodo, se afiadié 5 mL de agua destilada esterilizada y, al raspar
suavemente la superficie de las colonias con un asa de Drigalski, se logré obtener una suspension
de esporas. Luego, se utiliz6 una camara de Neubauer para contar las esporas y determinar su

concentracion, la cual fue ajustada posteriormente a una concentraciéon de 1x10° mL de esporas.

La inoculacion de las plantas se realizé empleando dos métodos diferentes: el método con herida
y el método sin herida. En el caso de las cepas de Fusarium solani, en el método con herida se
llevé a cabo un procedimiento que comenzé con la desinfeccion del area de inoculacién utilizando
algodon empapado en alcohol. Luego, se administraron 0,3 mL de la suspension de esporas a una
altura de 5 cm sobre el nivel del suelo mediante una jeringa de 3 mL. Por otro lado, en el enfoque

sin herida, se aplicaron 0,3 mL de la suspension de esporas en el fuste de la planta mediante rocio.
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En el caso de las cepas de Nectria pseudotrichia, debido a la ausencia de esporas visibles al
microscopio, se optd por realizar la inoculacién utilizando discos de 5 mm de didmetro. En el
método que involucra heridas, se efectud una perforacion en el fuste de las plantas para ubicar el
disco, el cual se cubrié con algodon humedecido y luego se envolvié con cinta film. Este conjunto
se mantuvo asi durante un periodo de 3 semanas para conservar la humedad. Por otro lado, en el
método sin heridas, se coloco el disco, que también estaba cubierto con algodén humedecido y

envuelto en cinta film, sin necesidad de perforar el fuste.

Para las plantas de control, se utilizé agua destilada esterilizada en lugar de la suspension del
indculo, luego de la inoculacion las plantas se mantuvieron bajo condiciones controladas durante

75 dias, y se evaluaron cada 15 dias.

Se planted una escala con el propoésito de evaluar el grado de lesion a nivel vascular en las plantas
inoculadas, como resultado de la accion de diversas cepas de patdgenos. Esta escala se
fundamentd en el avance necrético que ocurre en el interior del sistema vascular de las plantas
Tabla 3-7.

Tabla 3-7: Escala propuesta para evaluar dafio a nivel vascular de pudricion en G. arborea

Severidad Sintomas

(Criterio)
1 Tejido vascular aparentemente sano, no hay evidencia de sintomas visibles.
2 Dafio del tejido vascular con ligero avance necrdtico, afectacion del 25 %
3 Dafio del tejido vascular moderado con una afectacion del 50 %
4 Dafio del tejido vascular severo con una afectacion del 75 %
5 Afectacion total del tejido vascular

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

3.2.2.8 Re-aislamiento de aislados
Para el re-aislamiento de aislados de F. solani y Nectria pseudotrichia a partir de plantulas

inoculadas se utilizaron fragmentos del fuste de la hospedera, en medio de cultivo PDA vy se

incubaron a temperatura de 26 °C durante 7 dias.
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3.2.2.9 Disefoy analisis estadistico

Para la evaluacion de la patogenicidad en plantas de melina se utiliz6 un disefio de blogues

completamente al azar (DBCA), donde se empled tres blogues con 10 tratamientos cada bloque,

dando un total de 30 plantas de melina en todo el experimento.

Tabla 3-8: Tratamientos para inoculacion de plantas de melina

Tratamientos Método de Descripcion Cadigo
inoculacion

T1 Herida F. solani (M012A) MO12A_H
T2 Herida F. solani (M0O30A) MO30A_H
T3 Herida N. pseudotrichia (M005B) M005B_H
T4 Herida N. pseudotrichia (M015A) MO15A H
T5 Sin Herida Agua destilada (H20) H.O H
T6 Sin Herida F. solani (M012A) MO012A_SH
T7 Sin Herida F. solani (M0O30A) MO30A_SH
T8 Sin Herida N. pseudotrichia (M005B) MO005B_SH
T9 Sin Herida N. pseudotrichia (M0O15A) MO15A_SH
T10 Sin Herida Agua destilada (H20) H.O_SH

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

3.2.2.10 Reactivacion de especies de Trichoderma

Se tomaron los discos de micelio de 5 mm de didmetro de Trichoderma sp. conservadas

previamente, se dejaron secar en papel toalla esterilizado y posteriormente fueron sembrados en

medio PDA, para su incubacién a 26 °C.

3.2.2.11 Siembra dual

Se procedid a realizar confrontaciones mediante la técnica de siembra dual entre agentes

patégenos (Fusarium solani y Nectria pseudotrichia), frente a Trichoderma spp. como

antagonistas. Para lo cual se sembraron discos de micelios de 5 mm de didametro, de patbgenos y

antagonistas, utilizando un sorbete estéril se realizaron los discos, luego con la ayuda de palillos

previamente esterilizados fueron ubicados equidistantemente, considerando dejar 1 cm del borde

para realizar las respectivas mediciones diametrales.

34



3.2.2.12 Variables evaluadas

Crecimiento radial del micelio en las confrontaciones patdgeno vs antagonistas:

A partir de las 24 h se empezé a tomar datos del crecimiento micelial de los hongos (patégeno y
antagonista), la cual se realiz6 hasta las 96 h de crecimiento, o hasta que el antagonista
sobrepasara en crecimiento al agente patdgeno y cubriera por completo la superficie del medio
PDA, para lo cual el crecimiento radial del micelio fue medido de manera horizontal del hongo
patdgeno y del antagonista, para la medicion se usé un calibrador digital, y su medida fue tomada

en milimetros (mm).

Micoparasitismo:

Se utiliz6 la escala propuesta por Bell et al. (1982), detallada en (Tabla 3-9) para determinar la
capacidad antagonica de las cepas de Trichoderma spp.

Tabla 3-9: Escala de estimacion de micoparasitismo

Clases Valor (%) Descripcion

1 100 Trichoderma sobrecrece completamente al patdgeno y cubre

totalmente la superficie del medio

2 92,05 Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del
medio.
3 50 Trichoderma y el patégeno crecen aproximadamente la mitad de la

superficie y ninguno domina al otro.

4 7,95 El patdgeno coloniza las dos terceras partes de la superficie del

medio y resiste la invasion por Trichoderma.

5 0 El patégeno sobrecrece completamente a Trichoderma y ocupa la

superficie total del medio.

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial:

Luego de la incubacion durante 7 dias de la siembra dual a 26 °C se procedi6 a evaluar la
inhibicion del crecimiento desde el borde del disco hasta el crecimiento del agente patogeno y se
determind mediante la siguiente formula utilizada por Ezziyyani et al. (2004), el porcentaje de

inhibicion:
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.., _ R1—R2
% inhibicion = Tx 100

En donde:

¢ R1=radio mayor (radio del patdgeno testigo)
e R2=radio menor (radio del patdgeno en el enfrentamiento con el antagonista)

3.2.2.13 Anélisis de datos

Disefio experimental:

En la investigacion se utilizo el Disefio Completamente al Azar (DCA) con tres repeticiones, los
tratamientos se detallan en la (Tabla 3-10). Los datos obtenidos fueron ordenados en hojas de
célculo de Microsoft Excel y se procesaron en el software estadistico R., utilizando el Test de

Tukey al 5 % para la separacién de medias.

Tabla 3-10: Tratamientos evaluados

N° SIMBOLO DESCRIPCION

1 T1 T. breve/ F. solani M012A

2 T2 T. lentiforme/ F. solani MO12A

3 T3 T. harzianum/ F. solani M012A

4 T4 T. longibraciatum/ F. solani MO12A
5 T5 T. andinense/ F. solani M012A

6 T6 T. resei/ F. solani M012A

7 T7 Fusarium solani M012A

8 T8 T. breve/ F. solani MO18A

9 T9 T. lentiforme/ F. solani MO18A

10 T10 T. harzianum/ F. solani MO18A

11 T11 T. longibraciatum/ F. solani MO18A
12 T12 T. andinense/ F. solani MO18A

13 T13 T. resei/ F. solani MO18A

14 T14 Fusarium solani MO18A

15 T15 T. breve/ F. solani M026B

16 T16 T. lentiforme/ F. solani M026B

17 T17 T. harzianum/ F. solani M026B

18 T18 T. longibraciatum/ F. solani M026B
19 T19 T. andinense/ F. solani M026B

20 T20 T. resei/ F. solani M026B

21 T21 Fusarium solani M026B

22 T22 T. breve/ N. pseudotrichia MO05B
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23 T23 T. lentiforme/ N. pseudotrichia
MO005B

24 T24 T. harzianum/ N. pseudotrichia
MO005B

25 T25 T. longibraciatum/ N. pseudotrichia
MO005B

26 T26 T. andinense/ N. pseudotrichia
MO005B

27 T27 T. resei/ N. pseudotrichia MO05B

28 T28 N. pseudotrichia M005B

29 T29 T. breve/ N. pseudotrichia MO15A

30 T30 T. lentiforme/ N. pseudotrichia
MO15A

31 T31 T. harzianum/ N. pseudotrichia
MO15A

32 T32 T. longibraciatum/ N. pseudotrichia
MO15A

33 T33 T. andinense/ N. pseudotrichia
MO15A

34 T34 T. resei/ N. pseudotrichia MO15A

35 T35 N. pseudotrichia MO15A

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.
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CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1 Incidenciay severidad de la enfermedad cancer de tronco
4.1.1 Incidencia de la enfermedad
En plantaciones de uno y dos afios de edad pertenecientes al predio Pitzara se identifico en
promedio 8 arboles enfermos por parcela (1000 m?), lo que representa 8 arboles enfermos ha en
una densidad promedio de 400 arboles ha™*. La incidencia de la enfermedad representa el 18,88 %

en los tres sectores evaluados del predio Pitzara (Tabla 4-1).

Tabla 4-1: Incidencia de la enfermedad en el Predio Pitzara

Sector Rodal Afio Parcela ON° Arboles  Arboles Incidencia
Arboles sanos  enfermos (%)
por
parcela
1 CW30A 2021 1 45 37 8 17,78
2021 2 49 45 4 8,16
Promedio 47 41 6 12,97
2 DR40A 2020 1 27 23 4 14,81
2020 2 27 17 10 37,04
DJ20 2021 1 35 23 6 17,14
2021 2 33 27 6 18,18
Promedio 31 22 7 21,79
3 DT31A 2021 1 42 32 10 23,81
2021 2 38 25 13 34,21
DT32A 2021 1 40 36 4 10,00
2021 2 41 33 8 19,51
Promedio 40 32 8 21,88
Promedio 40 32 8 18,88
Predio

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

Los rodales DT31A y DR40A pertenecientes a los sectores 2 y 3 alcanzan los niveles més altos
de incidencia de la enfermedad con 28, 96 % (11 arboles ha* enfermos) y 25,93 % (7 arboles ha
! enfermos) respectivamente, mientras que el rodal CW30A perteneciente al sector 1 alcanza el

porcentaje de incidencia més bajo con 12,97 % (llustracion 4-1).
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llustracion 4-1: Incidencia de la enfermedad por rodales
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Los sectores 2 y 3 obtuvieron mayor porcentaje de incidencia con un 21,79 % (7 arboles ha*
enfermos) y 21,88 % (8 arboles ha® enfermos) respectivamente. En contraste, el sector 1 mostrd
una incidencia del 12,97 % de incidencia lo que representa 6 arboles ha® con sintomas de

enfermedad como se representa en la llustracién 4-2.
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lustracion 4-2: Incidencia de la enfermedad por sectores
Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.

4,12 Severidad de la enfermedad

En el predio Pitzara, en el caso de las plantaciones de uno y dos afios de edad en los sectores 1, 2
y 3, la mayoria de los arboles afectados presentaron sintomas que se clasificaron en la categoria
2. Esto implicé la presencia de 8 arboles con sintomas notables por hectarea (8 arboles ha?),
caracterizados por la marchitez evidente foliar y la pérdida de turgencia en las hojas ubicadas en

los extremos de las ramas superiores.
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En cuanto a las categorias 3 y 4, que representan lesiones tipo cancro con signos de pudricion y
una pérdida de mas del 30% del area foliar en la categoria 3, asi como la ausencia total de follaje
en la categoria 4, se estim6 la presencia de al menos 1 arbol por hectéarea (1 arbol ha'), como se
detalla en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2: Severidad de la enfermedad en los sectores del predio Pitzara

Sector Rodal  Afio Parcela N° de arboles por escala
1 2 3 4 5
1 CW30A 2021 1 39 6 0 0 0
CW30A 2021 2 36 12 1 0 0
Promedio 38 9 1 0 0
DR40A 2020 1 23 4 0 0 0
2 DR40A 2020 2 17 8 1 1 0
DJ20 2021 1 23 12 0 0 0
DJ20 2021 1 27 6 0 0 0
Promedio 23 8 0 0 0
DT31A 2021 1 32 10 0 0 0
3 DT31A 2021 2 25 13 0 0 0
DT32A 2021 1 36 4 0 0 0
DT32A 2021 2 33 8 0 0 0
Promedio 32 9 0 0 0
Promedio 31 8 1 1 0

predio

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

4.1.2.1 Descripcién de la sintomatologia

En los arboles de melina que presentaron sintomatologia de enfermedad, se observaron una serie
de manifestaciones iniciales. Estos sintomas incluyeron un amarillamiento pronunciado en la copa
y una marcada pérdida de turgencia en las hojas ubicadas en la parte superior de las ramas, como
se muestra en la ilustracion 4-3A. Al comparar estos arboles con aquellos que aparentaban estar
sanos, se pudo apreciar una clara disminucion en el vigor de los arboles afectados. A medida que
la severidad de la enfermedad avanzaba, se observaron signos adicionales, como el desarrollo de
rebrotes alrededor del fuste, como se muestra en la llustracion 4-3B, y la aparicion de exudados

necroticos, como se representa en la ilustracion 4-3C. Esta progresiéon de sintomas condujo
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eventualmente a la muerte del arbol cuando se alcanzé el maximo grado de severidad de la

enfermedad.

llustracion 4-3: Sintomas de la enfermedad cancer de tronco en arboles de melina.
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Luego de llevar a cabo el proceso de tala de los arboles mediante cortes transversales, ubicados
aproximadamente a 5 centimetros por encima del nivel del suelo, se procedié a una observacion
detallada de los tejidos vasculares. En términos generales, no se detectd la presencia de necrosis
ni se evidencio el taponamiento de los conductos vasculares, como se documenta en la lustracion
4-4,

llustracion 4-4: Cortes transversales en la base de los arboles de melina

(aproximadamente 5 cm) enfermos con céncer de tronco.
Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

Sin embargo, al efectuar cortes transversales a diversas alturas (50, 100, 150 y 200 centimetros
sobre el nivel del suelo), se pudieron observar con mayor claridad los efectos adversos que los
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patdgenos ejercieron sobre los tejidos vasculares. Dichos efectos incluyeron la formacién de
tejidos necréticos y la obstruccién de los vasos conductores, lo que resultd en una restriccion
significativa del flujo normal de soluciones nutritivas, tal como se representa en la llustracion 4-
5.

llustracién 4-5: Cortes transversales en el fuste de los arboles de

melina enfermos (entre 80 cm y 150 cm)
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

4.1.3 Caracterizacion cultural, morfol6gica y molecular

Morfotipo 1: Fusarium solani

Las colonias de Fusarium solani desarrolladas en medio de cultivo PDA incubadas en oscuridad
a 26 °C durante 14 dias. Presentaron una apariencia algodonosa de color blanco a gris en el
anverso y marrdn a gris en el reverso (Panthone) (Ilustracion 4-6). Las colonias mostraron forma
circular, elevacion variada (elevada, Umbonada, rizada), el borde entero, y una superficie variada
(concéntrica, lisa y radial) (Tabla 4-3).

42



Las estructuras morfoldgicas observadas de Fusarium solani, presentaron macroconidias con
ligera curvatura en forma de gancho presentando de 3 a 7 septos hialinos (llustracién 4-7A). Los
microconidias presentan forma oval con 1 a 2 septos hialinos (llustracién 4-7B), se presentaron
clamidosporas con distribucion dobles y en grupos (llustracién 4-7C), finalmente se observé la
presencia de fidlides simples alargadas con cabezas falsas (llustracion 4-7D). El tamafio que
presentaron las macroconidias fue de 10-12,5 um de largo x 5 um de ancho, mientras que las

microconidias presentaron tamafio de 5,25-7,5 pm de largo x 2,75-3,75 pm.

La caracterizacion molecular en region espacios internos transcritos (ITS) presento los siguientes
datos; el analisis BLAST mostr6 un porcentaje de identidad del 100 % para la muestra MO12A,
con la accesion KY?245947.1 que corresponde a la especie Fusarium solani. La muestra M026B
presentd un porcentaje de identidad del 100 %, con la accesion MK903035.1 correspondiente a
la especie Fusarium solani. La muestra MO30A, present6 un porcentaje de identidad del 96,61 %
con la accesion LC745751.1 perteneciente a la especie Fusarium solani. En region factor de
elongacion y traduccion (728F) la muestra MO18A present6 un porcentaje de identidad del 100 %
con el acceso MH300508.1 (Tabla 4-5).

Tabla 4-3: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados a Fusarium solani

Tamafio
Color Color de
Cédigo Forma Elevacion Borde  Superficie del del esporas
anverso  reverso (um)
L A

MO12A Circular  Elevada Entero Concéntrica Blancoy Marron 125 5

gris
MO18A Circular Umbonada Entero Lisa Blanco Gris 12 5
MO026B  Circular Rizada Entero Radial Gris Marrén 10,5 5,8

Realizado por: Benalcézar Kevin, 20223.
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llustracién 4-6: Caracteristicas culturales de fusarium solani, cultivado en medio PDA.
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

llustracion 4-7: Caracteristicas morfolégicas de Fusarium solani, cultivado
en medio PDA.

Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.
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Morfotipo 2: Nectria pseudotrichia

Las colonias de Nectria pseudotrichia fueron cultivadas en medio de cultivo PDA y se incubaron
en condiciones de oscuridad a una temperatura de 26 °C durante un periodo de 14 dias. Durante
este tiempo, las colonias exhibieron una apariencia inicial de aspecto algodonoso de color blanco,
que posteriormente se torno gris en el anverso y marron a negra en el reverso segun la escala de
colores de Panthone (llustracion 4-8). Las colonias mostraron una forma circular, con una elevacion
en forma umbonada y rizada, el borde entero y por Gltimo la superficie concéntrica y lisa (Tabla
4-4).

En el andlisis de caracterizacion molecular llevado a cabo en la region factor de traduccion y
elongacion (TEF), se revel6 un alto grado de similitud, con un 99.1% de identidad, entre la
muestra MO15A y la secuencia de acceso MF076592.1, que se corresponde con la especie Nectria
pseudotrichia. Por otro lado, en el analisis de la regién factor de traduccion y elongacion (728F)
se confirmo la presencia de Nectria pseudotrichia en la muestra M005C, mostrando un nivel de

identidad del 92% con la secuencia de acceso HM534878.1, como se detalla en la Tabla 4-5.

Tabla 4-4: Caracteristicas culturales de los morfotipos asociados a Nectria pseudotrichia

Color Color
Cédigo Forma Elevacibn Borde  Superficie del del

anverso reverso

MO05B  Circular Umbonada Entero  Concéntrica gris Negro

MO15A  Circular Rizada Entero Lisa Blanco Marrén

Realizado por: Benalcézar Kevin, 20223.
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llustracion 4-8: Caracteristicas culturales de Nectria

pseudotrichia cultivado en medio PDA.
Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.
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Tabla 4-5: Identificacién molecular mediante analisis BLASTn de las cepas del género Fusarium y Nectria alineadas de la base de datos del NCBI

Cddigo Género Porcentaje Porcentaje Origen

Identificado Regiébn Tamafo de Especies identificadas de identidad  de cobertura E-value Acceso geograéfico

morfoldgicamente Nucle6tidos
pb

MO18A Fusarium TEF 271 Fusarium solani 100 % 98,52% 5e-130 MH300508.1  Madrid
MO005C Nectria TEF 298 Nectria pseudotrichia 92% 96,43% 3e-123 HM534878.1  Vienna
MO12A Fusarium ITS 319 Fusarium solani 100 % 100 % 7e-164  KY245947.1 China
M026B Fusarium ITS 161 Fusarium solani 100 % 100 % 2e-76  MK903035.1 Malaysia
MO30A Fusarium ITS 534 Fusarium solani 96,61 % 99 % 0 LC745751.1 Tailandia
MO15A Nectria ITS 534 Nectria pseudotrichia 99,1 % 99 % 0 MF076592.1 Brazil

Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

47



4.1.4 Evaluacién cualitativa de los sintomas causados por Fusarium solani

Al realizar la inoculacion de las plantas de Gmelina arborea de 4 meses de edad, los primeros
sintomas se presentaron a los 7 dias, se observé clorosis en las hojas, junto con la aparicion de
manchas necroticas en el tratamiento 6 (M012A_SH) mediante el método sin herida (llustracion
4-9A). Por otro lado, en el método con herida, se noto al dia 12 una lesion a nivel del fuste en el
tratamiento 1 (M012A_H) (llustracion 4-9B). Al dia 20 posterior a la inoculacion, se visualizd
manchas necroticas a partir de los nudos en el fuste para el tratamiento 6, método sin herida
(Nustracion 4-9C). Para el método con herida se mostraban lesiones a nivel del fuste para todos
los tratamientos evaluados (M012A_H, M030A_H) (llustracion 4-9D). Finalmente, al dia 52 se
visualizo la presencia de brotes epicérmico alrededor del fuste en el tratamiento M012A_SH
(Hustracion 4-9E). El tratamiento control 5 (H.O_H) correspondiente a inoculacién con agua
destilada con herida no presentd sintomas en las plantas inoculadas (llustracion 4-9F).

llustracion 4-9: Sintomatologia externa en plantas inoculadas con

Fusarium solani
Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.

Al evaluar al dia 75 el sistema vascular de las plantas inoculadas con Fusarium solani, se visualizo
que la cepa MO30A sin herida no present6 dafio alguno, al igual que los tratamientos testigos
inoculados con agua destiladas, considerados en categoria 1 (llustracién 4-10A-B).
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En contraste, la cepa MO12A sin herida ocasiond dafios en el sistema vascular de las plantas
inoculadas, clasificandose en la categoria 2, con un grado de afectacién inferior al 25%, como se
representa en la llustracion 4-10C. Por otro lado, en el método que involucrd heridas, se
observaron dafios en el sistema vascular en todas las plantas inoculadas con la cepa M012A,
situandose en la categoria 2, tal como se muestra en la llustracion 4-12A. En contraste, la cepa
MO30A presentd una afectacion vascular inferior al 50%, por lo que se clasificé en la categoria
3, segln se detalla en la llustracién 4-12B.

llustracion 4-10: Dafio a nivel vascular en plantas inoculadas

sin herida con Fusarium solani
Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.

Severidad

MO12A SH MO30A_SH H20 SH
Tratamientos

lustracion 4-11: Severidad presente en plantas inoculadas sin

herida con Fusarium solani
Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.
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llustracion 4-12: Dafio a nivel vascular en plantas inoculadas con

herida con Fusarium solani
Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.

Severidad
N

| .
0
MO012A_H MO030A_H H20_H
Tratamientos

llustracion 4-13: Severidad presente en plantas inoculadas con

herida con Fusarium solani
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

4.1.5 Evaluacion cualitativa de los sintomas causados por Nectria pseudotrichia

La sintomatologia presentada por las plantas de melina inoculadas con Nectria pseudotrichia
empieza a los 7 dias con dafio foliar en los tratamientos 3 y 8 (M005B_H, M005B_SH) para el
método con herida y sin herida (llustracion 4-14A), al dia 30 de la evaluacién por el método con
herida se puede visualizar lesiones a nivel del fuste en la parte inferior a la inoculacién para los
tratamientos 3y 4 (M005B_H, M015A_H) (llustracion 4-14B-C). Al dia 45 de la evaluacién los
tratamientos 8 y 9 con método sin herida presentan manchas necroticas a nivel del fuste, asi como

también el tratamiento 4 con herida (llustracion 4-14D). De igual manera la presencia de brotes
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epicérmico se visualiz6 en los tratamientos con herida, asi como también sin herida (llustracion
4-14E), siendo el tratamiento MO05B_H el mayor agresivo con marchitamiento foliar. El
tratamiento control correspondiente a inoculacion con agua destilada no presentd sintomas
(Hustracion 4-14F).

llustracion 4-14: Sintomatologia externa en plantas inoculadas con

Nectria pseudotrichia
Realizado por: Benalcézar Kevin, 2023.

En el contexto de la evaluacion realizada a los 75 dias después de la inoculacion de las plantas
con Nectria pseudotrichia, se observo lo siguiente en relacion al sistema vascular: La cepa M005B
sin herida no presentd ningun dafio detectable en el sistema vascular y fue categorizada como
"aparentemente sana" en la categoria 1, al igual que el grupo de control inoculado agua destilada
(Hustracion 4-15A-B). En contraste, la cepa MO15A mostré dafios en el sistema vascular,

alcanzando la categoria 2 en términos de severidad (llustracion 4-15C).

En el método que involucro la aplicacion de heridas, se detectaron dafios en el sistema vascular
en todas las plantas inoculadas con ambas cepas (M005B, M015A), y estas también se clasificaron
en la categoria 2 (llustracién 4-16A). El tratamiento control con agua destilada no present6 dafio

a nivel vascular (llustracion 4-16B).
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llustracion 4-15: Dafio a nivel vascular en plantas inoculadas sin

herida con Nectria pseudotrichia
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Severidad

MO005B_SH MO15A_SH H20_SH
Tratamientos

llustracion 4-16: Severidad presente en plantas inoculadas sin

herida con Nectria pseudotrichia
Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.
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llustracion 4-17: Dafio a nivel vascular en plantas
inoculadas sin herida con Nectria

pseudotrichia
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Severidad
N

[EN

M005B_H MO015A_H H20 H
Tratamientos

llustracion 4-18: Severidad presente en plantas inoculadas

con herida con Nectria pseudotrichia
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

416 Re-aislamiento

A partir de las plantas de melina que fueron inoculadas con diferentes cepas de Fusarium solani
y Nectria pseudotrichia mediante diversos métodos de inoculacién y que posteriormente
presentaron sintomas evidentes de marchitez y pudricién en el fuste, se procedié a realizar el
aislamiento de hongos que mostraron caracteristicas culturales y morfolégicas (llustracion 4-19)
que se asemejaban a las de los hongos utilizados originalmente en el proceso de inoculacion. Este
procedimiento permitié cumplir con los postulados de Koch.
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llustracion 4-19: Caracteristicas culturales y morfologicas

de Fusarium solani y Nectria pseudotrichia
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023

417 Tasa de crecimiento micelial de Fusarium solani en confrontacion con Trichoderma

Spp.

Cepa M0O12A:

El analisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Fusarium solani cepa MO12A mostrd
que existié efecto significativo entre los tratamientos, con un valor de 0,0149 (ANEXO N). La
prueba de Tukey al 5 % mostro tres grupos comprendidos por seis tratamientos (Tabla 4-6). Se
observo que el tratamiento con mayor tasa de crecimiento micelial fue en T. andinense vs
(MO012A) con un promedio de 1,24 mm/dia y el de menor tasa de crecimiento micelial fue el
tratamiento T. resei vs (M012A) con un promedio de 0,67 mm/dia.
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Tabla 4-6: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento

micelial MO12A
Tratamientos Media Grupos
T. andinense vs (M012A) 1,25 a
T. harzianum vs (M012A) 1,10 ab
T. longibrachiatum vs (M012A) 1,07 ab
T. lentiforme vs (M012A) 0,99 ab
T. breve vs (M012A) 0,88 ab
T. resei vs (M012A) 0,67 b

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Cepa MO18A:

El analisis de varianza de la tasa de crecimiento micelial de Fusarium solani cepa MO18A mostro

gue no existio efecto entre los tratamientos evaluados, con un valor de 0,725 (ANEXO O).

Cepa M026B:

El analisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Fusarium solani cepa MO12A mostré
gue existio efecto significativo entre los tratamientos, con un valor de 0,00289 (ANEXO P). La
prueba de Tukey al 5 % mostro tres grupos comprendidos por seis tratamientos (Tabla 4-7). Se
observd que el tratamiento con mayor tasa de crecimiento micelial fue en T. andinense vs
(M026B) con un promedio de 1,72 mm/dia y el de menor tasa de crecimiento micelial fue el

tratamiento T. resei vs (M026B) con un promedio de 0,87 mm/dia.

Tabla 4-7: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento

micelial M026B
Tratamientos Media Grupos
T. andinense vs (M026B) 1,72 a
T. breve vs (M026B) 1,42 ab
T. harzianum vs (M026B) 1,20 ab
T. longibrachiatum vs (M026B) 1,10 b
T. lentiforme vs (M026B) 0,98 b
T. resei vs (M026B) 0,87 b

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.
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4.1.8 Tasa de crecimiento micelial de Nectria pseudotrichia en confrontacion con

Trichoderma spp.

Cepa MO05B:

El anélisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Nectria pseudotrichia cepa M005B
mostro que existié efecto significativo entre los tratamientos, con un valor de 0,0215 (ANEXO
Q). La prueba de Tukey al 5 % mostré tres grupos comprendidos por seis tratamientos (Tabla 4-
8). Se observd que el tratamiento con mayor tasa de crecimiento micelial fue en T.
longibrachiatum vs (M005B) con un promedio de 1,86 mm/dia y el de menor tasa de crecimiento
micelial fue el tratamiento T. resei vs (M005B) con un promedio de 0,94 mm/dia.

Tabla 4-8: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento

micelial MO05B
Tratamientos Media Grupos
T. longibrachiatum vs (M026B) 1,86 a
T. breve vs (M026B) 1,22 ab
T. andinense vs (M026B) 1,12 ab
T. harzianum vs (M026B) 1,07 b
T. lentiforme vs (M026B) 1,07 b
T. resei vs (M026B) 0,94 b

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Cepa MO15A:

El analisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Nectria pseudotrichia cepa MO15A
mostré que no existio efecto entre los tratamientos evaluados, con un valor de 0,249 (ANEXO
R).

4.1.9 Tasa de crecimiento micelial de Trichoderma spp. en confrontacion con cepas de

fusarium solani

Cepa M0O12A:

El andlisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Trichoderma spp. en confrontacion
con Fusarium solani MO12A mostr6 que existio efecto significativo entre los tratamientos, con

un valor de 0,0234 (ANEXO S). La prueba de Tukey al 5 % mostrd tres grupos comprendidos
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por seis tratamientos (Tabla 4-9). Se observé que el tratamiento con mayor tasa de crecimiento
micelial fue en T. resei vs (M012A) con un promedio de 17,73 mm/dia y el de menor tasa de

crecimiento micelial fue el tratamiento T. andinense vs (M012A) con un promedio de 9,07

mm/dia.
Tabla 4-9: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento
micelial en M0O12A
Tratamientos Media Grupos
T. resei vs (M012A) 17,73 a
T. lentiforme vs (M012A) 14,89 ab
T. harzianum vs (M012A) 13,93 ab
T. longibrachiatum vs (M012A) 12,65 ab
T. breve vs (M12A) 11,60 ab
T. andinense vs (M12A) 9,07 b
Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.
Cepa MO18A:

El andlisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Trichoderma en confrontacion con
Fusarium solani MO18A mostr6 que existié efecto significativo entre los tratamientos, con un
valor de 0,000282 (ANEXO T). La prueba de Tukey al 5 % mostrd seis grupos comprendidos
por seis tratamientos (Tabla 4-10). Se observé que el tratamiento con mayor tasa de crecimiento
micelial fue en T. resei vs (M018A) con un promedio de 17,92 mm/dia y el de menor tasa de
crecimiento micelial fue el tratamiento T. andinense vs (M012A) con un promedio de 7,55

mm/dia.

Tabla 4-10: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento
micelial en MO18A

Tratamientos Media Grupos
T. resei vs (M018A) 17,92 a
T. breve vs (M018A) 14,72 ab
T. harzianum vs (M018A) 13,46 abc
T. longibrachiatum vs (M018A) 11,58 bcd
T. lentiforme vs (MO18A) 9,38 cd
T. andinense vs (M12A) 7,55 d

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.
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Cepa M026B:

El anélisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Trichoderma spp. en confrontacién
con Fusarium solani M026B mostrd que existié efecto significativo entre los tratamientos, con
un valor de 0,0106 (ANEXO U). La prueba de Tukey al 5 % mostré tres grupos comprendidos
por seis tratamientos (Tabla 4-11). Se observé que el tratamiento con mayor tasa de crecimiento
micelial fue en T. resei vs (M026B) con un promedio de 18,48 mm/dia y la de menor tasa de
crecimiento micelial fue el tratamiento T. andinense vs (M026B) con un promedio de 8,87

mm/dia.

Tabla 4-11: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento
micelial en M026B

Tratamientos Media Grupos
T. resei vs (M026B) 18,48 a
T. lentiforme vs (M026B) 16,11 ab
T. harzianum vs (M026B) 14,13 ab
T. breve vs (M026B) 11,93 ab
T. longibrachiatum vs (M026B) 10,04 b
T. andinense vs (M026B) 8,87 b

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

4.1.10 Tasa de crecimiento micelial de Trichoderma spp. en confrontacion con cepas de

Nectria pseudotrichia

Cepa MOO05B:

El anélisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de Trichoderma spp. en confrontacién
con Nectria pseudotrichia M015A mostrd que no existi efecto entre los tratamientos evaluados,
con un valor de 0,166 (ANEXO V).

Cepa MO15A:

El anélisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial de cepas de Trichoderma en cepa de
Nectria pseudotrichia MO15A mostrd que existio efecto significativo entre los tratamientos, con
un valor de 9.52e-09 (ANEXO W). La prueba de Tukey al 5 % mostré dos grupos comprendidos

por seis tratamientos (Tabla 4-12). Se observo que el tratamiento con mayor tasa de crecimiento
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micelial fue en T. resei vs (M026B) con un promedio de 18,42 mm/dia y el de menor tasa de
crecimiento micelial fue el tratamiento T. andinense vs (M026B) con un promedio de 8,23

mm/dia.

Tabla 4-12: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento
micelial en MO15A

Tratamientos Media Grupos
T. resei vs (M026B) 18,42 a
T. lentiforme vs (M026B) 10,06 b
T. breve vs (M026B) 9,71 b
T. longibrachiatum vs (M026B) 9,40 b
T. harzianum vs (M026B) 8,33 b
T. andinense vs (M026B) 8,23 b

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

4.1.11 Porcentaje de inhibicion de la confrontacion de Trichoderma spp. vs Fusarium solani

al séptimo dia de la siembra dual

Cepa MO12A:

El analisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de la cepa de
Fusarium solani M012A vs Trichoderma spp. evaluadas al dia 7 de la siembra dual mostré que
existid efecto significativo entre los tratamientos, con un valor de 0,0166 (ANEXO X). La prueba
de Tukey al 5 % mostro tres grupos comprendidos por seis tratamientos (Tabla 4-13). Se observé
que el tratamiento con mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fue en T. resei vs
(M012A) con un promedio de 75,29 % y el de menor porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial fue el tratamiento T. andinense vs (M012A) con un promedio de 54,16 %.
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Tabla 4-13: Prueba de Tukey al 5% de porcentaje de inhibicion
micelial en MO12A

Tratamientos Media Grupos
T. resei vs (M012A) 75,29 a
T. breve vs (M012A) 67,69 ab
T. lentiforme vs (M012A) 63,33 ab
T. longibrachiatum vs (M012A) 60,36 ab
T. harzianum vs (M12A) 59,35 ab
T. andinense vs (M12A) 54,16 b

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

MO12A vs Y : MO012A vs R

lustracion 4-20: Porcentaje de inhibicion de la confrontacion de Trichoderma
spp. vs MO12A

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

Cepa MO18A:

El analisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de la cepa Fusarium
solani M026B vs Trichoderma spp. evaluadas al séptimo dia de la siembra dual mostré que no

existio efecto entre los tratamientos evaluados, con un valor de 0,852 (ANEXO Y).

Cepa M026B:

El anélisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de la cepa de
Fusarium solani M026B vs Trichoderma spp. evaluadas al séptimo dia de la siembra dual mostr6
que existio efecto significativo entre los tratamientos, con un valor de 0,00113 (ANEXO Z). La
prueba de Tukey al 5 % mostr6 cuatro grupos comprendidos por seis tratamientos (Tabla 4-14).
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Se observo que el tratamiento con mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fue en
T. resei vs (M026B) con un promedio de 71,89 % y el de menor porcentaje de inhibicién del

crecimiento micelial fue el tratamiento T. andinense vs (M026B) con un promedio de 44,50 %.

Tabla 4-14: Prueba de Tukey al 5% de porcentaje de

inhibicion micelial en M026B

Tratamientos Media Grupos
T. resei vs (M026B) 71,89 a
T. Lentiforme vs (M026B) 68,59 ab
T. longibrachiatum vs (M026B) 64,70 ab
T. harzianum vs (M026B) 61,24 ab
T. breve vs (M026B) 53,92 bc
T. andinense vs (M026B) 44,50 c

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

MO026B vs Y | — MO26B vs R

lHustracion 4-21: Porcentaje de inhibicidn de la confrontacion de Trichoderma
spp. vs M026B

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

4.1.12 Porcentaje de inhibicion de la confrontacion de Trichoderma spp. vs Nectria

pseudotrichia al séptimo dia de la siembra dual

Cepa MOO05B:

El analisis de varianza del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de la cepa de Nectria
pseudotrichia MO05B vs Trichoderma spp. evaluadas al séptimo dia de la siembra dual, con un
valor de 0,0416 (ANEXO AA) mostré que existié efecto significativo entre los tratamientos. La
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prueba de Tukey al 5 % mostrd tres grupos comprendidos por seis tratamientos (Tabla 4-15). Se

observé que el tratamiento con mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial fue en T.

resei vs (MOO5B) con un promedio de 73,62 % y la de menor porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial fue el tratamiento T. longibrachiatum vs (MO05B) con un promedio de

47,54 %.

Tabla 4-15: Prueba de Tukey al 5% de porcentaje de inhibicion

micelial en M005B

Tratamientos Media Grupos
T. resei vs (MOO5B) 73,62 a
T. harzianum vs (M005B) 71,37 ab
T. lentiforme vs (M005B) 69,88 ab
T. andinense vs (M005B) 68,75 ab
T. breve vs (M005B) 65,78 ab
T. longibrachiatum vs (M005B) 47,54 b

Realizado por: Benalcazar Kevin, 2023.

MOO05B vs O

llustracion 4-22: Porcentaje de inhibicién de la confrontacion de Trichoderma

spp. vs MOO5B.

Realizado por: Benalcdzar Kevin, 2023.

Cepa MO15A:

El anélisis de varianza del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de la cepa de Nectria

pseudotrichia MO15A vs Trichoderma spp. evaluadas al séptimo dia de la siembra dual mostré

que no existio efecto entre los tratamientos evaluados, con un valor de 0,274 (ANEXO AB).
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4.1.13 Capacidad antagénica de Trichoderma spp. sobre Fusarium solani

En la escala de evaluacion de micoparasitismo (mecanismo de accién antagdnica) alcanzado por
las Trichoderma spp. al enfrentarse a Fusarium solani, los tratamientos: T. resei vs M012A, T.
resei vs MO18A y T. resei vs M026B lograron alcanzar la clase 1 de la escala propuesta por Bell
et al. (1982), Tabla 4-16, por crecer completamente sobre la colonia de las cepas patdgeno
Fusarium solani y cubrir toda la caja Petri, en un tercer nivel se tiene los tratamientos T. andinense
vs MO12A, T. lentiforme vs MO18A, T. andinense vs MO18A, T. longibrachiatum vs M026B y T.
andinense vs M026B logrando crecer aproximadamente la mitad de la superficie sin existir

dominancia.

Tabla 4-16: Capacidad antagonista segun escala de Bell et al.

Cepas Trichoderma Cepas F.  Antagonismo
solani
T. breve MO12A 2
T. harzianum MO12A 2
T. lentiforme MO12A 2
T. longibrachiatum MO12A 2
T. andinense MO12A 3
T. resei MO12A 1
T. breve MO18A 2
T. harzianum MO18A 2
T. lentiforme MO18A 3
T. longibrachiatum MO18A 2
T. andinense MO18A 3
T. resei MO18A 1
T. breve M026B 2
T. harzianum M026B 2
T. lentiforme MO026B 1
T. longibrachiatum M026B 3
T. andinense MO026B 3
T. resei M026B 1

Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.



4.1.14 Capacidad antagénica de Trichoderma spp. sobre Nectria pseudotrichia

En la escala de evaluacion de micoparasitismo alcanzado por las especies de Trichoderma al
enfrentarse a Nectria pseudotrichia, los tratamientos: T. resei vs MO05B y T. resei vs MO15A
lograron alcanzar la clase 1 de la escala propuesta por Bell et al. (1982), Tabla 4-17, por crecer
completamente sobre la colonia de las cepas patégeno Nectria pseudotrichia; en un tercer nivel
se tiene los tratamientos T. andinense vs MO05B y T. harzianum vs M0O15A los cuales lograron

una clase 3: logrando crecer aproximadamente la mitad de la superficie sin existir dominancia.

Tabla 4-17: Capacidad antagonista segun escala de Bell et al.

Cepas Trichoderma Cepas F.  Antagonismo
solani
T. breve MO005B 2
T. harzianum MO005B 2
T. lentiforme MO005B 2
T. longibrachiatum MO005B 2
T. andinense MO005B 3
T. resei MO005B 1
T. breve MO15A 2
T. harzianum MO15A 3
T. lentiforme MO15A 2
T. longibrachiatum MO15A 2
T. andinense MO15A 2
T. resei MO15A 1

Realizado por: Benalcéazar Kevin, 2023.

4.2 Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio determinaron un porcentaje de incidencia del 18,
88 % representando 8 arboles ha! enfermos en una densidad promedio de 400 é&rboles ha™ en
plantaciones de uno y dos afios de edad en el Predio Pitzara. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Belezaca et al. (2021: p. 318) quién reporta un 17,9 % de incidencia en plantaciones
de 2 afios de edad, con un promedio de 10 arboles enfermos por hectarea a una densidad de 1080
arboles ha. Otro estudio realizado por Arguedas et al. (2018: p. 6) en donde clasifica en 4 grupos
la incidencia de la enfermedad, alcanzando un rango entre 17-35 % la incidencia en el tercer

grupo, considerando plantaciones de dos a seis afios de edad.
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Para la severidad de la enfermedad se obtuvieron los siguientes resultados, la mayor parte de
arboles enfermos en plantaciones de uno y dos afios de edad, se ubicaron en la escala 2
representando el 80 % del total de los arboles enfermos, mientras que en las categorias 3 y 4
representa aproximadamente el 20 % de los arboles enfermos en cada categoria. Dichos resultados
son similares a los obtenidos por Belezaca et al. (2021: p. 319) quien en su estudio determind que
la mayoria de los &rboles enfermos que se encontraban en la plantacion de 2 afios se clasificaron
principalmente en las categorias 2 y 4.

Los aislados fangicos pertenecientes a Fusarium solani presentaron colonias con coloracion
blanca en el anverso y crema en el reverso, con forma circular, borde entero, micelio algodonoso,
elevacion y superficie variada, sus macroconidias relativamente en forma de gancho en la parte
basal con 3-7 septos, sus microconidias se formaban como falsas cabezas en forma ovalada, se
observo monofialides alargadas. Dicha caracterizacién morfol6gica concuerda con lo descrito por
Leslie y Summerell (2006, pp. 250-251) y Balmas et al. (2000: pp. 16-22). El tamafio de las
macroconidias fue de 10-12,5 um de largo x 5 um de ancho y las microconidias de 5,25 um de
largo x 3,75 um de ancho. Resultados que difieren con los obtenidos por Lépez et al. (2019: pp. 10-
11) quién obtuvo macroconidias con una media de 26, 01 um de largo y microconidias con una
longitud de 10 um. De igual manera Rivas et al. (2018: p. 73) reporté macroconidias con una
longitud de 22-29 um y 4,3-6,5 um de ancho, mientras que las microconidias presentaron una
longitud de 6,78-8,44 um y 2,43-3,12 um de ancho.

Los aislados flngicos pertenecientes a Nectria pseudotrichia presentaron colonias con coloracién
blancay gris en el anverso con una coloracién negra'y marrén en el reverso, forma circular, borde
entero, elevacion Umbonada y rizada, y superficie concéntrica. Resultados que concuerdan con
los obtenidos por Xiansheng et al. (2021) quién a partir de PDA obtuvo aislados con colonias color
oscuro en el centro de la colonia y se fue aclarando gradualmente hasta el borde de las colonias

en el anverso.

Los hallazgos derivados de esta investigacién corroboran la capacidad patogénica de Fusarium
solani y Nectria pseudotrichia en plantas de melina., lo cual resulta congruente con lo reportado
por (Chavarriay Carmona, 2016: p.24) quienes identificaron a Fusarium solani como el principal agente
causal de la enfermedad de cancer de tronco en plantaciones de melina en la region de Costa Rica.
Por otro lado (Arguedas, 2007, p. 26) en su investigacion sobre plagas y enfermedades forestales en
Costa, identifico a Nectria sp. como un agente patdgeno que afecta el fuste de arboles de Gmelina

arborea, asi como también se encontrd presente en especies lefiosas como Schizolobium

65



parahybum (pachaco), Tectona grandis (Teca) y Terminalia amazonia (roble). Los hongos
pertenecientes al género Nectria son comunmente encontrados en arboles y arbustos de hojas
anchas en regiones de clima templado en el hemisferio norte. Estos hongos tienen la capacidad
de inducir la formacién de tumores o lesiones en el tejido de una amplia variedad de especies de
arboles y arbustos, que abarcan méas de 60 tipos diferentes. Entre las especies afectadas se
encuentran el manzano, el peral, el 4lamo, el sasafras y el nogal, segun lo indicado por (Xiansheng
et al. 2021). Sin embargo, existe una discrepancia con el estudio de Coy-Rodriguez et al, (2018:
p.350), quienes identificaron a Lasiodiplodia theobromae y Curvularia geniculata como los
hongos patogenos responsables de afectar a las plantas de melina en las plantaciones ubicadas en
el Departamento de Tolima, Colombia.

En relacion con la Tasa de crecimiento micelial (TCM) de Trichoderma spp. en confrontacion
con cepas de Fusarium solani el cual el mayor crecimiento micelial lo obtuvo T. andinense con
promedios de: 1,24 mm/dia frente a la cepa (M012A) y 1,72 mm/dia para la cepa (M026B), por
otro lado, T. resei presentd menor tasa de crecimiento micelial (TCM) con promedios de: 0,67
mm/dia para cepa (M012A) y 0,87 mm/dia para la cepa (M026B); mientras que para la tasa de
crecimiento micelial de Nectria pseudotrichia en confrontacion con Trichoderma spp. se observé
gue el tratamiento con mayor tasa de crecimiento micelial fue en T. longibrachiatum frente a la
cepa (MO005B) con un promedio de 1,86 mm/dia y la de menor tasa de crecimiento micelial se
presento de igual manera con T. resei frente a la cepa (M005B) con un promedio de 0,94 mm/dia.
Siendo congruente con los datos obtenidos por Meléndez (2020) ya que T. resei fue dominante con
su mayor capacidad inhibitoria capaz de controlar el crecimiento micelial de forma satisfactoria
frente a diferentes cepas de M. roreri, M. gloesporoides y C. lunata con una TCM promedio de
1,03 mm/dia, Trichoderma spp. es uno de microrganismos mas utilizados como agente de control
bioldgico debido a su capacidad de parasitismo, antibiosis, produccién de metabolitos secundarios
e induccién del sistema de defensa de las plantas. (zin y Badaluddin, 2020: p.168); Por el contrario T.
andinense y T. longibrachiatum no producen una mayor interaccion o inhibicion en el crecimiento
micelial entre los demas evaluados, sin embargo, demostré ser capaz de controlar el crecimiento

micelial del patdgeno de manera satisfactoria.

Trichoderma resei logré el mejor promedio de inhibicidn con 73, 64 % para cepas de Fusarium
solani, mientras que un 73,62 % de inhibicion para Nectria pseudotrichia. Estos resultados son
congruentes con los resultados obtenidos por Mohamed y Haggag (2010, 509) quienes en su estudio
obtuvieron una inhibicion del 99,5 % del crecimiento de Fusarium oxysporun frente a
Trichoderma resei empleando cepas mutantes obtenidas luego de siete subcultivos de

Trichoderma resei. Esto indica que Trichoderma resei tiene un alto potencial como agente de
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control biolégico no solo para Fusarium solani, sino también para otros patdgenos fungicos
asociados a diferentes enfermedades fitosanitarias. De la misma manera estos resultados difieren
con los obtenidos por EL-NAGGAR et al. (2008; 143) quién indica que Trichoderma resei afecto
el crecimiento de Botrytis fabae en un 40, 2 %, siendo un rango inferior al 50 %. Estas diferencias
pueden atribuirse a maltiples factores, como la especificidad del patdgeno, las cepas y mutantes
de Trichoderma utilizadas, asi como las condiciones experimentales. Es importante tener en
cuenta que la interaccion entre los organismos beneficiosos y los patdgenos es altamente
dependiente de la especie de Trichoderma y el patégeno especifico involucrado. Cada
combinacion de especies de Trichodermay patégenos puede tener diferentes niveles de inhibicion
debido a las adaptaciones y caracteristicas propias de cada organismo.

Los resultados de la evaluacién de la actividad antagonica de las cepas de hongos aisladas de
Trichoderma spp. frente al hongo fitopatogénico Fusarium solani. Mostré que 3 de los 18
aislamientos inhibieron el crecimiento del hongo patogeno en clase 1 de la escala propuesta por
Bell et al. (1982), Ethur (2006), en sus estudios, donde mendicantes aislados de Trichoderma spp.
con potencial antagonico frente aislados de Fusarium Solani presentaron calificaciones menores
a 2.0 en la misma escala en el control in vitro resultados que son similares a los obtenidos en el
presente estudio, siendo solo la cepa de T. resei mostr6 accidn satisfactoria frente a las diferentes
cepas de Fusarium solani como son las cepas M012A, M018A y M026B. En el estudio de Santos
(2008) también presentaron resultados similares en donde se evalud la inhibicion de la
esporulacién de Fusarium Oxysporum frente a seis diferentes aislados de Trichoderma spp. donde
mostraron una excelente accién antagonica capaz de esporular sobre toda la superficie del medio,

obteniendo un grado 1 en la escala de Bell et al. (1982).

En el caso de la evaluacion de la actividad antagonica de las cepas de hongos aisladas de
Trichoderma spp. frente al hongo fitopatogénico Nectria pseudotrichia, se evidenci6 que 2 de los
12 aislamientos inhibieron el crecimiento del hongo siendo sola las cepas de T. resei quien logro
alcanzar la clase 1 de la escala propuesta por Bell et al. (1982). Segiin Mezzomo (2014) en la prueba
de confrontacién directa de Trichoderma spp. y el compuesto Agrotich Plus® demostré ser
eficiente en el biocontrol Ceratocystis fimbriata presentando puntuaciones menores a 2 en la
escala propuesta por Bell et al. (1982), concluyendo que cada 7 de 10 aislados Trichoderma spp.
ensayado se obtuvo una nota 1, Santos (2012) quien también concuerda con los datos obtenidos
los cual podemos consolidar el potencial de inhibicién de crecimiento micelial in vitro de géneros
de Trichoderma spp contra géneros Ceratocystis spp. siendo Trichoderma Asperellum quien
presentd mejores calificaciones promedios entre 1,10 y 1,15 en la escala propuesta por Bell et al.

(1982) y Rodriguez (2010), respectivamente.
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Trichoderma spp. se caracteriza por su capacidad de micoparasitismo, que implica la agresion
directa de un hongo a otro. Este proceso complejo involucra una serie de etapas secuenciales, que
incluyen el reconocimiento del hospedero, el ataque a su estructura y, finalmente, la penetracién
y descomposicion de la pared celular del hongo huésped. Esto se debe en gran medida a la accion
de enzimas quitinoliticas y glucanoliticas producidas por Trichoderma spp. Ademas,
Trichoderma spp. puede ejercer el biocontrol directo al parasitar una variedad de hongos, detectar
la presencia de otros hongos y direccionar su crecimiento hacia ellos. (Benitez et al., 2004: p.256;

Séanchez-Montesinos et al., 2021: p.2).

El presente estudio se considera pionero en la descripcion de la especie Nectria pseudotrichia
como patogeno en fustes de Gmelina arborea en Ecuador asociados a la enfermedad céncer de
tronco en conjunto con la especie Fusarium solani. En tal razon este estudio es el inicio para otras
investigaciones sobre el manejo integrado, asi como también estudios para minimizar los posibles

dafios y la afectacion de la melina y la industria forestal en el Ecuador.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La enfermedad cancer de tronco present6 un 18,88 % de incidencia en plantaciones de Gmelina
arborea en los 3 sectores del predio Pitzara, lo que representa a 8 arboles ha™ a una densidad de
400 arboles ha, siendo los rodales DT31A y DR40A los que presentaron mayores porcentajes
de incidencia con 28,96 %y 25,93 % respectivamente, La gran mayoria de los arboles enfermos,
concretamente el 80%, fueron clasificados en la categoria 2, mientras que el 20% restante se ubicd
en las categorias 3y 4.

Se identificd a Fusarium solani y Nectria pseudotrichia como hongos patégenos asociados al
cancer de tronco en Gmelina arborea (melina) en los sectores del predio Pitzara evaluados en esta

investigacion.

Se encontré diversos niveles de antagonismo de Trichoderma spp. frente a las cepas de Fusarium
solani y Nectria pseudotrichia: En inhibicién del crecimiento micelial, T. resei presentd mayor
porcentaje de inhibicion para Fusarium solani (M012A, M026B), asi como también para Nectria
pseudotrichia (M005B). Y para la variable micoparasitismo las especies que lograron la escala 1
fueron: T. resei para Fusarium solani (M012A, M018A) adicionalmente T lentiforme para
(M026B), de igual manera T. resei para Nectria pseudotrichia (M005B, M015A).
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5.2 Recomendaciones
Realizar pruebas de patogenicidad en plantulas de Gmelina arborea en los diferentes clones
identificados por la empresa con el fin de determinar la patogenicidad y agresividad de los hongos

obtenidos en esta investigacién asociados al cancer de tronco.

Probar medios de cultivos y condiciones de incubacidn diferentes a los de esta investigacion para
lograr la produccién de esporas de Nectria pseudotrichia.
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GLOSARIO

Aislamiento: Proceso mediante el cual se obtiene un hongo u otro organismo en cultivo puro
(Ulloa et al., 2006: p.14).

Agente causal: Un organismo presente en el entorno que, debido a sus caracteristicas, puede
generar inconvenientes de salud vegetal en el huésped (Massalimov et al., 2017:
p.307).

Antagonismo: Es una relacién entre dos organismos opuestos, en la que uno de los dos afectos
la vida del otro, inhibe parcial o totalmente su crecimiento o incluso lo mata.
(Ulloa et al., 2006: p.26).

Apeo: Corte de arboles vivos o muertos.

Arbol: Planta maderable y perenne mayor de 5 m de alto y que llega alcanzar hasta méas de 100

m de altura; normalmente es una Dicotiledonea (Marquez Davila et al, 2021).

Brote epicérmico: Vastago o rama nacidos a partir de una yema proventicia, bien sobre el fuste,

bien sobre ramas gruesas de un arbol, tras una poda o una puesta en luz.

Cepas: Constituyen la base fundamental para el crecimiento de cualquier tipo de hongo en un

entorno de laboratorio (Mata y Salmones, 2021: p.29).

Clamidosporas: Conidios desarrollados dentro de la hifa (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Fialide: Tipo de célula conididgena, con forma de botella que producen conidios blasticos
(fialoconidios o fialosporas) en sucesién basipeta a partir de un locus (monofialide; con
una abertura) o varios loci (polifialide) sin que haya aumento de la longitud de la fialide

misma (Ulloa et al., 2006: p.236).

Hialino: Transparente o casi; transltcido; utilizado a menudo en el sentido de incoloro (D'Arcy et
al., 2001: p.2).

Macroconidios: Conidio o espora de reproduccion asexual, encorvado y sigmoide, que se

distingue del microconidio tanto por su mayor tamafio como por ser multicelular
(Ulloa et al., 2006: p.352).



Medio de Cultivo: Medio nutritivo preparado en el que se cultivan microorganismos o células

vegetales (Marquez Davila et al, 2021).

Micelio: Masa de hifas fngicas (Ryany Ray, 2017, pp. 80-125).

Microconidos: Conidio pequefio, generalmente unicelular. En los hongos conidiales, los conidios
se producen directamente a partir de los pedicelos; rara vez los viales son

producidos por metulae y en algunos casos funcionan como esporas asexuales
(Ulloa et al., 2006: p.376).

Necrosis: Muerte del tejido (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Patogénico: Capaz de ocasionar enfermedad (Ryan y Ray, 2017, pp. 80-125).

Septado: Espora o hifa con divisiones (Marquez Davila et al, 2021).

Severidad: Es el porcentaje de la superficie del érgano enfermo, ya sea de hojas, tallos, raices o

frutos afectado por la enfermedad y varia entre 0 y 100 (Marquez Dévila et al, 2021).

Sintomatologia: Parte de la patologia vegetal que estudia los sintomas de las enfermedades, asi

como la etiologia estudia sus causas (Pio Font Quer, 2010: p.1003).
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ANEXOS

ANEXO A: RECOLECCION DE MUESTRAS

Almacenamiento de muestra Muestra




ANEXO B: AISLAMIENTO

Siembra Desinfeccion




ANEXO C: PREPARACION DEL MEDIO SNA

Reactivos Cantidades

KNOs; 1g
MgSQO, + 7H,0 059
KClI 059
Glucosa 0,2¢g
Sacarosa 0,2¢g
Agar 20¢

Agua destilada 1000 mL




ANEXO D: EXTRACCION DE ADN (LISIS FISICA)

Aislado cultivado en
avena-agar

Extraccion de micelio Micelio en mortero

—
g —

Muestras con micelio Micelio macerado

aC
)




ANEXO E: EXTRACCION DE ADN (LISIS QUIMICA)

Centrifugado

Cloroforma-alcohol
1soamilico 24:1

Secado del pellet Formacién del pellet Isopropanol




ANEXO F: PCR

ADN Extraido Master Mix para PCR Microtubos en termociclador Producto PCR




ANEXO G: ELECTROFORESIS

Productos PCR pipeteados Colocacion de ADN en
con loading Buffer pocillos

Electroforesis Gel revelado




ANEXO H: SIEMBRA DUAL

Siembra agente patdgeno Siembra dual

Preparacion de molde




ANEXO I: CONFRONTAMIENTO DE Trichoderma spp. CON Fusarium solani (M018A)

MO18A vs M

MO18A vs Y

"MO12A vs Y



ANEXO K: CONFRONTAMIENTO DE CEPAS DE Trichoderma spp. CON Fusarium solani
(M026B).

0268 vs H

MO026B vs O

ANEXO L: CONFRONTAMIENTO DE Trichoderma spp. CON Nectria pseudotrichia
(MO05B).

y

= MOO5B vs R e MOO5B vs Y




ANEXO M: CONFRONTAMIENTO DE Trichoderma spp. CON Nectria pseudotrichia
(MO015A).

MO15A vs Y

ANEXO N: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL M012A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 0,5994 0,11988 4,532 0,0149*
Error 12 0,3174 0,02645

ANEXO O: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL MO018A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 0,1835 0,03669 0,566 0,725
Error 12 0,7785 0,06488

ANEXO P: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL M026B

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 1,4673 0,29346 6,95 0,00289**




Error 12 0,5067 0,04222

ANEXO Q: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL M005B

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio

Hongo_antagonista 5 1,6159 0,3232 4,073 0,0215*
Error 12 0,9522 0,0794

ANEXO R: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL M015A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio

Hongo_antagonista 5 1,036 0,2072 1,541 0,249
Error 12 1,613 0,1344

ANEXO S: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL Trichoderma
spp. vs MO12A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio

Hongo_antagonista 5 131,38 26,276 3,97 0,0234*
Error 12 79,42 6,618

ANEXO T: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL Trichoderma
spp. vs MO18A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 210,76 42,15 11,7 0,000282***
Error 12 43,25 3,60

ANEXO U: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL Trichoderma
spp. vs M026B

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 202,76 40,55 4,983 0,0106*

Error 12 97,65 8,14




ANEXO V: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL Trichoderma
spp. vs M005B

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio

Hongo_antagonista 5 100,7 20,14 1,913 0,166
Error 12 126,3 10,53

ANEXO W: ANALISIS DE VARIANZA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL Trichoderma
spp. vs MO15A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 223,07 44,61 78,64 9.52e-09***
Error 12 6,81 0,57

ANEXO X: ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA
CONFRONTACION ENTRE Trichoderma spp. vs M012A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio

Hongo_antagonista 5 812,4 162,48 4,394 0,0166*
Error 12 443,8 36,98

ANEXO Y: ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA
CONFRONTACION ENTRE Trichoderma spp. vs MO18A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 196 39,19 0,382 0,852

Error 12 1232 102,63




ANEXO Z: ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA
CONFRONTACION ENTRE Trichoderma spp. vs M026B

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 1536,6 307,33 8,643 0,00113**
Error 12 426,7 35,56

ANEXO AA: ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA
CONFRONTACION ENTRE Trichoderma spp. vs M005B

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio

Hongo_antagonista 5 1350,1 270,03 3,308 0,0416*
Error 12 979,6 81,63

ANEXO AB: ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA
CONFRONTACION ENTRE Trichoderma spp. vs MO15A

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrado Valor de f Pr(>F)
libertad cuadrados medio
Hongo_antagonista 5 6346 1269,3 1,456 0,274

Error 12 10460 871,7
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