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Resumen

Se planted conocer la incidencia, severidad, sintomatologia e identificar morfoldgicamente los
hongos asociados a arboles de Schizolobium parahybum (pachaco) con sintomas de la nueva
enfermedad “decaimiento y muerte descendente”, en Ecuador. Se estudié una plantacion
de pachaco de 5 afios de edad en la provincia de Los Rios, donde se establecieron tres
parcelas de 500 m? La severidad se evaludé con una escala de 5 categorias (1 = arbol
aparentemente sano, y 5 = arbol con mas del 50% de tejidos muertos). Tejidos necrosados
de nueve arboles se analizaron en laboratorio. La incidencia de la enfermedad fue baja (1,7%
= 13 arboles enfermos ha™), con severidad en categoria 2, lo cual indica que estan en un
estado inicial de la enfermedad. Los &arboles enfermos mostraron pérdida de turgencia,
palidez y amarillamiento de foliolos, con hojas jovenes de tamafo reducido, y mala
formacion. En el tercio superior del fuste se observd zonas de necrosis. Se aislaron e
identificaron los hongos Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2, y Botryodiplodia sp. La incidencia,
severidad, y sintomatologia generada por la enfermedad “decaimiento y muerte
descendente” en pachaco, difiere a las reportadas anteriormente, convirtiéndose en un

nuevo problema fitosanitario para esta especie forestal en Ecuador.

Palabras clave: Botryodiplodia sp., decaimiento forestal, Fusarium sp., muerte
descendente, patologia forestal.

Abstract

The aim was to determine the incidence, severity, symptoms and morphological identification
of fungi associated with Schizolobium parahybum (pachaco) trees with symptoms of the new
disease "decline and dieback" in Ecuador. A 5-year-old pachaco plantation was studied in the
province of Los Rios, where three 500 m?plots were established. Severity was assessed on a
5-category scale (1 = apparently healthy tree, and 5 = tree with more than 50% dead
tissue). Necrotic tissue from nine trees was analyzed in the laboratory. The incidence of the
disease was low (1,7% = 13 diseased trees ha), with severity in category 2, which indicates
that they are in an initial stage of the disease. The diseased trees showed loss of turgor,
paleness and yellowing of leaflets, with young leaves of reduced size, and poor formation.
Necrotic areas were observed in the upper third of the stem. The fungi Fusarium sp. 1,
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Fusarium sp. 2, and Botryodiplodia sp. were isolated and identified. The incidence, severity,
and symptoms generated by the disease “decline and dieback” in pachaco differ from those
previously reported, becoming a new phytosanitary problem for this forest species in
Ecuador.

Keywords: Botryodiplodia sp., forest decay, dieback, forest pathology, Fusarium sp.

. Introduccion

Schizolobium parahybum (Vell.) S.F. Blake (pachaco), es una especie forestal nativa de las
selvas tropicales de Centroamérica y Suramérica, fue introducida en los sistemas de
produccion del Tropico Himedo Ecuatoriano (THE) en las décadas de los afios 1960 y 1970,
convirtiéndose en una de las especies promisorias para proyectos de forestacion y
reforestacién en Ecuador. A partir de 1980 aparecié una compleja enfermedad con
caracteristicas de “marchitez vascular y pudricion del fuste” que provoco la muerte de miles
de arboles de S. parahybum vy la desaparicion casi total de la especie en los sistemas de

produccion de la region (Belezaca-Pinargote et al., 2011, Belezaca-Pinargote et al., 2012a).

Para aquel entonces, estudios realizados por Ramirez (1990) y posteriormente por Belezaca-
Pinargote y Suarez-Capello (2003), Belezaca-Pinargote et al. (2011) permitieron establecer
que la sintomatologia asociada a la enfermedad era provocada por especies flungicas

fitopatdgenas del género Ceratocystis (C. paradoxa, C. moniliformis, y C. fimbriata).

Actualmente S. parahybum ha vuelto a despertar el interés de la industria maderera, por lo
gue se han establecido plantaciones en superficies pequefnias (< 15 ha) con el propdsito de
conocer el comportamiento de la especie frente a la enfermedad que décadas pasadas
diezmo plantaciones en el THE. No obstante, recientes observaciones a nivel de campo dan
cuenta que varios arboles jévenes de S. parahybum se encuentran afectados por una
enfermedad cuya sintomatologia se caracteriza por el decaimiento y generacion de zonas de
necrosis en el apice o tercio medio de los arboles, hasta que mueren de forma descendente.
Esta sintomatologia difiere de la reportada previamente por Ramirez (1990), Belezaca-
Pinargote y Suarez-Capello (2003), Belezaca- Pinargote et al. (2011) y Belezaca-Pinargote et

al., (2012a), lo cual hace sospechar que los agentes causantes de la misma no son los
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previamente conocidos.

Por tal motivo, se planteé describir la sintomatologia e identificar morfolégicamente los
microorganismos fungosos asociados a arboles de S. parahybum con sintomas de la nueva

enfermedad.

Metodologia

Area de estudio, condiciones edafoclimaticas, establecimiento de parcelas, y densidad de
plantacion. La investigacion se realizd en una plantacion experimental de S. parahybum de
5 afos de edad, ubicada a 120 ms.n.m. en el cantdn Buena Fe, provincia de Los
Rios, Ecuador, perteneciente a la empresa forestal PLANTABAL S.A., cuyas
coordenadas son 0°48'53.13" de latitud Sur y 79°30'42.04" de longitud Oeste. La
zona donde se ubica la plantacion de S. parahybum presenta condiciones
edafoclimaticas tipicas que se muestran en la tabla 1. Se delimitaron tres parcelas
rectangulares de 500 m?, dentro de las cuales se determind la densidad inicial y al

momento de las evaluaciones (Tabla 2).

Tabla 1. Valores de variables edafoclimaticas predominantes en la zona donde se encuentra
ubicada la plantacién de S. parahybum objeto de estudio.

Parametro Promedio

Clima Calido y Himedo Tropical
Zona de Vida Bosque Humedo Tropical
Temperatura media anual 24,5 °C

Precipitacién media anual 1.500 - 3.200 mm
Humedad Relativa 85 -95 %

Suelo Francos, arcillosos
Altitud 100 - 300 m s.n.m.

Tabla 2. Densidad inicial y densidad detectada al momento de las evaluaciones en tres
parcelas dentro de una plantacion de S. parahybum.

Pa Densidad inicial de Densidad al momento
rc plantacion (arboles ha de evaluacion
el D) (arboles ha™)
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> 02
a
No
1 840 800
2 840 780
3 840 820
N 840 800

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

Severidad de la enfermedad. Se empled una escala arbitraria de cinco categorias en
funcién a las diferencias morfoldgicas visibles de las ramas, hojas y fuste, para

posteriormente ser

comparados con los arboles sanos (Belezaca-Pinargote et al., 2021b; Belezaca-Pinargote et
al., 2022), (Tabla 3). Ademas, se realizé una descripcién detallada de la sintomatologia de la
enfermedad.

Tabla 3. Escala arbitraria empleada para la determinacion de severidad de la enfermedad de
“decaimiento y muerte descendente” en S. parahybum.

Escala Criterio

1 Arbol aparentemente sano, no hay evidencia de sintomas visibles.
Amarillamiento inicial de la copa, el fuste puede tener pequefias heridas

2 necrosadas y con exudacién negra en sitios diferentes o donde hubo poda

natural; puede iniciar la _aparicién de rebrotes. No todos los sintomas se EK
ParrehSod|Ne-std visiblemente enfermo. Hay lesiones tipo cancro en la corteza con

3 indicios de pudricion, presencia de exudacion; 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

desprendimientp evidente de ramas; aun se observan rebrotes en algunos
fectores del tronco; pudricidn y exudacion en la 'zona cancerosa (cancro) se

manifiesta con claridad.

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

Evaluacion de variables dasométricas. A los arboles presentes dentro de cada parcela se

les registro las siguientes variables: diametro a la altura del pecho (DAP; 1,30 m sobre el
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nivel del suelo), altura (m), numero de brotes epicormicos.

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

sintomatoldgica de la enfermedad.

Secciones de madera con evidencia de necrosis se seleccionaron, guardaron en bolsas
plasticas, rotularon (fecha de recoleccién, procedencia, numero de arbol, edad de la
plantacion, etc.) y trasladaron al laboratorio de fitopatologia de la empresa PLANTABAL S.A.
para su posterior analisis. Las muestras de tejidos necrosados se acondicionaron bajo tres
estrategias metodoldgicas que se detallan a continuacion:Camara himeda. Para brindar
condiciones de alta humedad relativa y temperatura constante (22+2 °C) a nivel de
laboratorio, muestras de madera con tejidos necrosados se introdujeron en bolsas plasticas
conteniendo papel humedecido, e incubaron durante 96 horas. Pasado este tiempo y con la
asistencia de un estereomicroscopio, las muestras se analizaron con el propdsito de detectar
el desarrollo de signos (micelio, cuerpos fructiferos, etc.) presentes sobre los tejidos
necrosados (Belezaca-Pinargote et al., 2018; Belezaca-Pinargote et al., 2021a; Belezaca-
Pinargote et al., 2022). Cuando se detectaron signos de microorganismos creciendo sobre la

madera, estos fueron trasladados a medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA).

Siembra en sanduches de zanahoria. Para estimular el crecimiento y desarrollo de
microorganismos fungosos de dificil crecimiento inicial en medios de cultivo sintéticos, se
realizaron siembras con segmentos de tejidos necrosados de aproximadamente 2 x 2 x 0,5
cm (largo, ancho y espesor) entre dos rodajas de zanahoria, apretadas con cinta de papel,
formando una especie de sanduche (Li et al., 2014; Piveta et al., 2016; Belezaca-Pinargote
et al., 2022). Por cada arbol se formaron 10 sanduches que se introdujeron en recipientes
plasticos estériles, taparon e incubaron durante 120 horas (5 dias). Posteriormente con la
ayuda de un estereomicroscopio, se analizaron los sanduches con el objetivo de detectar el
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desarrollo de signos (micelio, cuerpos fructiferos, etc.) creciendo sobre la zanahoria, y

cuando estuvieren presentes se trasladaron al medio de cultivo PDA.

Siembras directas en medio de cultivo PDA. Por cada arbol seleccionado, y a partir de
muestras frescas de madera necrosada con un cuchillo bien afilado se cortaron pedacitos de
madera de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm y depositaron en una placa de Petri estéril, a
partir de la cual y sin previa desinfeccién con ningln antiséptico, cuatro pedacitos de madera
necroética fueron sembradas en cinco placas de Petri conteniendo 10 mL de medio de cultivo
PDA + 0,2 mL de una mezcla de antibidticos (50 pg/mL de penicilina y 25 pg/mL de
estreptomicina), (Belezaca- Pinargote et al., 2018; Belezaca-Pinargote et al., 2021b;
Belezaca-Pinargote et al., 2022), y se dejaron incubar durante 96 horas a temperatura de
laboratorio (22+2 °C). Pasado este tiempo se identificaron los hongos que crecieron en el
medio de cultivo. La identificacién se realizad con la ayuda de claves taxondmicas (Von Arx,
1981; Barnett y Hunter, 1987).

Descripcion de sintomas a nivel de campo. Dentro de la plantacién se realizd una
descripcion detallada de la sintomatologia de la enfermedad, considerando diferencias
morfoldogicas externas visibles (ramas, hojas, fuste) e internas (necrosis, lesiones) entre
arboles enfermos y sanos (Belezaca-Pinargote et al., 2021a; Belezaca-Pinargote et al.,
2022).

Respuesta de los hongos a dos temperaturas. Se preparé un experimento donde cada
hongo fitopatdégeno aislado (tratamientos) se sembré en cinco placas de Petri (repeticiones)
conteniendo el medio de cultivo e incubaron por seis dias (144 horas) bajo dos temperaturas
(24 °C y 30 °C). Se registro el crecimiento radial (cm) de cada hongo en las placas de Petri a
las 24, 48, 72, 96, 120, y 144 horas después de las siembras.

Analisis estadisticos. Los datos cuantitativos obtenidos se analizaron empleando
herramientas de estadistica descriptiva: media, desviacidon estédndar, error estandar,
coeficiente de variacidon, etc. Para establecer la existencia o no de diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos, los datos se analizaron bajo el esquema del analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de 95% (P < 0.05), previa comprobacion de
los supuestos de normalidad y homocedasticidad de varianzas. Posteriormente se aplicd la
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prueba LSD (minima diferencia significativa), con un nivel de significancia del 95% (P <

0.05). Para el efecto se empled el paquete estadistico SAS 9.0 versidon para Windows.

Resultados y discusion

Incidencia y severidad de la enfermedad. En la tabla 4 se muestran las variables
dasométricas, el nUmero arboles enfermos y la incidencia de la enfermedad en cada una de
las tres parcelas evaluadas. En promedio se detectaron 13 arboles enfermos ha™, lo que
permitid inferir que la incidencia de la enfermedad sea 1,7%. En las parcelas 1 y 2 se
detectaron 20 arboles enfermos ha™ en escala 2 del progreso de la enfermedad, mientras

qgue en la parcela 3 no se encontraron arboles enfermos.

Tabla 4. Variables dasomeétricas, incidencia y severidad de la enfermedad de “decaimiento y
muerte descendente” en arboles de una plantacién de S. parahybum en el Tropico Himedo
Ecuatoriano.

Severidad (No. de arboles
ha™*

Parcela Altura Altura Volumen Inciden
; DAP (m) :
No. Totah) comercial (m) (m?) cia (%) 1 de acuzerdo a3es_l_‘z_ca a
1 9,5+28 7,4 £26 0,11 + 0,02 0,06 + 0,04 2,5 780 20 0 0
2 11,7+ 1,5 10,1 +1,7 0,13 £ 0,02 0,11 £ 0,04 2,5 760 20 0 0
2 1276+27 113+25 N15 + 003 n16 + 007 nn 820 0 0 0
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Descripcidon sintomatoldégica de la enfermedad de “decaimiento y muerte
descendente”.

Los sintomas iniciales evidenciables en arboles de S. parahybum enfermos, son la
pérdida de

turgencia acompafiada de palidez y amarillamiento de los foliolos, especialmente en hojas
jévenes de ramas superiores. En muchos casos se observan hojas jévenes de tamafio
pequefio en comparacién a las de arboles sanos, muy amarillas y acurrujadas (encogidas y
mal formadas). En arboles fuertemente atacados son claramente observables zonas
longitudinales de necrosis, ubicadas principalmente en el tercio superior del fuste, lugar

donde los tejidos son suculentos y aun no estan totalmente lignificados.

Las zonas de necrosis tienen apariencia de manchas de color café oscuro, y cuando la
infeccion es mas acentuada la necrosis envuelve al fuste en todo su contorno impidiendo
(blogqueando) el flujo y reflujo de sustancias minerales y organicas a todos los tejidos del
arbol, hasta alcanzar una coloracion negra. Cuando la infeccion esta generalizada, los arboles
enfermos pierden todas sus hojas y las zonas de crecimiento se necrosan (mueren),
obteniendo los arboles un aspecto de cigarro apagado. Cuando la parte superior de los
arboles muere, estos emiten brotes epicérmicos con el proposito de generar nuevas areas

fotosintéticas, sin embargo, la muerte total del arbol en pie es solo cuestién de tiempo.

Aislamiento e identificacion de hongos en camara himeda. Se determind que en el
100% de las muestras de todas las parcelas estudiadas, empleando las tres estrategias
metodoldgicas se observd la presencia de dos tipos de micelio algodonoso, uno de tonalidad
blanquecina con presencia de conidiéforos hialinos y dos tipos de conidias: macroconidias
tabicadas de morfologia similar a un dedo de banano, y microconidias unicelulares. El otro
hongo observado presentd micelio pigmentado de color negro con estructuras globosas
picnidiales duras, en cuyo interior se detectd conidias globosas hialinas (jévenes) y oscuras
(maduras). Estas caracteristicas permitieron identificar al primer hongo como Fusarium sp. y

al segundo como Botryodiplodia sp.

Cuando las colonias aisladas se sembraron e incubaron el medio de cultivo PDA, fue notorio
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que Fusarium presentaba dos especies morfolégicamente distintas, por lo que se las designé
como Fusarium sp.1, y Fusarium sp.2. Para Botryodiplodia sp. solo se detectd una sola

especie (Figura 1).
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Figura 1. Colonias y signos de hongos aislados a partir de arboles enfermos de S.
parahybum con “decaimiento y muerte descendente”: A y A;) Colonia, macro y microconidias
de Fusarium sp. 1. B y B:) Colonia, macro y microconidias de Fusarium sp. 2. C y C;) Colonia
y picnidio lisado liberando una masa de conidias juveniles y maduras de Botryodiplodia sp.

Influencia de la temperatura sobre los fitohongos. Se detectaron diferencias
estadisticas significativas entre la velocidad de crecimiento de los tres hongos estudiados
para los dos periodos de tiempo evaluados, tanto a 24 °C (F=3,05; P=0,001) y 30 °C
(F=2,95; P=0,001). En ambos

casos Botryodiplodia sp. cubrid la totalidad de la placa de Petri a las 72 horas después de la
siembra, mientras que Fusarium sp. 1 y Fusarium sp. 2 crecieron de forma mucho mas lenta
y gradual, alcanzando aproximadamente los 4 cm de didmetro a las 144 horas después de la

siembra (Figuras 2 y 3).
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Figura 2. Cinética de crecimiento de hongos fitoparasitos aislados a partir de arboles
enfermos de

S. parahybum e incubados a 24 °C. Valores corresponden al promedio de cinco placas de Petri,
con su respectiva desviacion estandar y error estandar.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de hongos fitoparasitos aislados a partir de arboles
enfermos de

S. parahybum e incubados a 30 °C. Valores corresponden al promedio de cinco placas de Petri,
con su respectiva desviacién y error estandar.

Desde los inicios de la Patologia Vegetal se sabe que la masificacion de monocultivos provoca
pérdidas en la biodiversidad y desequilibrios ecoldgicos que pueden tener diversos impactos
sobre los agroecosistemas (Iezzi et al., 2018). Uno de los efectos del desequilibrio es el
aparecimiento de varias patologias (enfermedades) de origen bidtico o abidtico. Esta
situacién se pone en evidencia en las plantaciones de S. parahybum, cuya superficie se
incrementd entre las décadas de 1980 y 1990, periodos que coincidieron con el
aparecimiento de la enfermedad conocida como “marchitez vascular y pudricién del fuste”
gque matdé miles de arboles en todo el Ecuador (Belezaca-Pinargote et al., 2011; Belezaca-

Pinargote et al., 2012b).

En el Ultimo lustro se empezo establecer pequefas plantaciones de S. parahybum de caracter
experimental, pero nuevamente se detectaron problemas fitosanitarios, cuyas caracteristicas
difieren de los ya conocidos en décadas pasadas, sin existir evidencias previas de las causas
de la nueva problematica. No obstante, los estudios realizados en el presente trabajo de
investigacion dan cuenta que la enfermedad de “decaimiento” del pachaco seria de origen
biético, ya que en los arboles enfermos se encontraron fitopatégenos fungosos asociados a

tejidos necrosados.

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

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

forestal aun no es concluyente.

Fusarium sp. es un hongo imperfecto, cosmopilta, cuyo género estad constituido por un
amplio nUmero de especies, vive generalmente en el suelo y algunas de sus especies son
patdogenas de vegetales. Aunque es comun que en analisis microbioldgicos de tejidos
vegetales necrosados se aislen colonias de Fusarium sp. no necesariamente suelen ser
agentes causales de la patogénesis, debido a la conducta saprofitica que poseen la mayor

parte de especies de este género fungico (Salerno, 2000).

La sintomatologia que presentan los arboles con la enfermedad de “decaimiento y muerte
descendente” poseen caracteristicas distintas a las generadas por otras enfermedades en
otras especies forestales tropicales, como A. fraxinifolius, y T. grandis (Belezaca-Pinargote et
al., 2020),

G. arborea (Belezaca-Pinargote et al., 2021a), e incluso dentro del mismo S.

parahybum
(Belezaca-Pinargote et al., 2011).

Es conocido que todo fitopatdogeno necesita de una puerta de ingreso para infectar y
diseminarse en los tejidos internos de vegetales (Savatin et al., 2014). No obstante, a pesar
que en el presente estudio no se encontraron heridas naturales o de origen antropogénico
gue actien como punto de ingreso de microorganismos fitopatdgenos, se podria teorizar que
los tejidos jévenes, suculentos, poco lignificados del Ultimo tercio de los arboles de S.
parahybum podrian facilitar el ingreso de hongos patégenos hacia el xilema, evidencia de ello

son las lesiones necroticas longitudinales observadas en esas areas de los arboles enfermos.
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Conclusiones

Aunque se detectd la presencia de dos microorganismos fungosos causantes de
enfermedades vegetales (Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2, Botryodiplodia sp.) asociados a
arboles enfermos de S. parahybum, aun no se puede asegurar si la enfermedad de
“decaimiento y muerte descendente” es ocasionada por alguno de ellos, o si actlan en
conjunto, por lo que se hace necesario realizar pruebas de patogenicidad (Postulados de
Koch). Finalmente, en virtud que la identificacion de los microorganismos estuvo basada en
morfologia, se recomienda efectuar estudios moleculares con el propédsito de realizar una

caracterizacion mas precisa de los posibles fitopatdgenos causantes.
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