Resumen

El estudio consistié en identificacion de microorganismos del genero Phytophthora
que afecta a bosques naturales mixtos de Pinus sp. y Quercus sp. y a nivel de
vivero que son de importancia socioeconémica en los departamentos de
Guatemala y Sacatepéquez. Para el aislamiento de la especie de Phytophtora se
procesaron muestras de suelo y tejido vegetal, utilizando la técnica del cultivo
trampa propuesta por Erwin y Ribeiro, para el aislamiento de Oomicetos para
especies de Phytophthora y Pythium, se utilizé manzana verde madura. En el
departamento de Guatemala se obtuvieron de bosque natural un total cincuenta y
cinco (55) muestras, diez (10) de Quercus sp. y cuarenta y cinco (45) de Pinus sp.
A nivel de vivero se obtuvieron un total de noventa y nueva (99) muestras, once
(11) de Quercus sp. y ochenta y ocho (88) de Pinus sp. En el departamento de
Sacatepéquez se obtuvieron en bosque natural un total de sesenta y cuatro (64)
muestras, quince (15) de Quercus sp. y cuarenta y ocho (48) de Pinus sp. En
vivero se obtuvieron un total de ochenta vy tres (83) muestras, cincuenta y ocho
(58) de Pinus sp. y veinticinco (25) de Quercus sp. Después del procesamiento de
las muestras se obtuvieron un total de trece positivas a la presencia de
Phytophthora sp., toda a nivel de vivero tanto en raiz como en suelo en Pinus
maximinoi , diez (10) procedentes de viveros del departamento de Guatemala y
tres (3) procedentes del departamento de Sacatepéquez. Los cultivos en PDA se
obtuvieron cinco (5) colonias con crecimiento de tipo estolonifero, cinco (5)
colonias con crecimiento tipo semipetaloide, una colonia con tipo de crecimiento
estelado y dos colonias sin ningun tipo de patrén de crecimiento. De los ensayos
de patogenicidad se utilizaron las especies de Pinus caribaea, Pinus oocarpa,
Pinus pseudostrobus Lindl, Pinus maximinoi H.E. Moore y Pinus tecunumanii. Las
pruebas de patogenicidad realizadas con la cepa VP16 mostraron un alta
incidencia y severidad para las especies de Pinus caribaea, Pinus oocarpa, Pinus
pseudostrobus Lindl, Pinus maximinoi H.E. Moore y en menor grado en Pinus

tecunumanii. Se pudo observar en areas de bosques muestreadas en
1



Sacatepéquez la presencia de insectos barrenadores, pero no se detecto la
presencia de Phytophthora sp., lo anterior demuestra que puede no podria existir
una correlacion entre la presencia de insectos y la presencia de Phytophthora.
Debido a la falta de recursos econémicos no se realizo la parte de la identificacion
a nivel molecular para determinar la especie. Esta parte se realizard durante el
afno 2014.

1. Introduccién

En todo sistema de produccion tanto a nivel agricola como forestal la
calidad del material de propagacion tiene una vital importancia para obtener
producciones de calidad y libres de enfermedades. Los viveros de plantas
cultivadas como en este caso de viveros forestales tienen como funcion el obtener
plantulas libres de microorganismos protegiendo el crecimiento de los arboles en
sus primeras etapas para luego ser trasplantados. El mal del talluelo o damping off
es un problema a nivel de la produccion de plantulas forestales a nivel de vivero,
asociada a Oomycetos (Singleton, L. et al 1992). Debido al escaso control en la
produccion de plantulas forestales a nivel de vivero y que se desconoce la
presencia de microorganismos del genero Phytophthora en plantaciones de
bosques mixtos de Pinus sp. y Quercus sp. en los departamentos de Guatemala
Sacatepéquez se realizd la esta investigacion con la finalidad de identificar la
presencia del genero Phytophthora con el apoyo de la Facultad de Agronomia
utilizando las instalaciones y equipo del Centro de Diagnostico Parasitolégico del
Universidad de San Carlos de Guatemala en donde se realizaron las pruebas de

aislamiento y las pruebas de patogenicidad.

El estudio consistié en la identificacion del microorganismo del genero
Phytophthora asociadas a especies forestales en bosques mixtos y viveros
forestales de los departamentos de Guatemala y Sacatepéquez. La toma de
muestras a nivel de campo y vivero fue de forma dirigida (French, 1980; Alvarez,

1988), siguiendo el criterio de asociacion de sintomas visibles, y luego a nivel de



laboratorio se procedié al aislamiento siguiendo el proceso metodologico para

Oomycetes.

Para el aislamiento de la especie de Phytophtora se procesaron muestras
de suelo y tejido vegetal, utilizando la técnica del cultivo trampa propuesta por
Erwin y Ribeiro, para el aislamiento de Oomicetos para especies de Phytophthora
y Pythium, se utilizé manzana verde madura. En el departamento de Guatemala
se obtuvieron de bosque natural un total cincuenta y cinco (55) muestras, diez (10)
de Quercus sp. y cuarenta y cinco (45) de Pinus sp. A nivel de vivero se
obtuvieron un total de noventa y nueva (99) muestras, once (11) de Quercus sp. y
ochenta y ocho (88) de Pinus sp. En el departamento de Sacatepéquez se
obtuvieron en bosque natural un total de sesenta y cuatro (64) muestras, quince
(15) de Quercus sp. y cuarenta y ocho (48) de Pinus sp. En vivero se obtuvieron
un total de ochenta vy tres (83) muestras, cincuenta y ocho (58) de Pinus sp. y
veinticinco (25) de Quercus sp. Después del procesamiento de las muestras se
obtuvieron un total de trece positivas a la presencia de Phytophthora sp., toda a
nivel de vivero tanto en raiz como en suelo en Pinus maximinoi , diez (10)
procedentes de viveros del departamento de Guatemala y tres (3) procedentes del
departamento de Sacatepéquez. Los cultivos en PDA se obtuvieron cinco (5)
colonias con crecimiento de tipo estolonifero, cinco (5) colonias con crecimiento
tipo semipetaloide, una colonia con tipo de crecimiento estelado y dos colonias sin
ningun tipo de patron de crecimiento. De los ensayos de patogenicidad se
utilizaron las especies de Pinus caribaea, Pinus oocarpa, Pinus pseudostrobus
Lindl, Pinus maximinoi H.E. Moore y Pinus tecunumanii, solo se detecto la
presencia de Phytophtora en Pinus maximinoi H.E. Moore. Se pudo observar en
areas de bosques muestreadas en Sacatepéquez la presencia de insectos
barrenadores, pero no se detecto la presencia de Phytophthora sp., lo anterior
demuestra que puede no podria existir una correlaciébn entre la presencia de
insectos y la presencia de Phytophthora. Debido a la falta de recursos economicos
no se realizo la parte de la identificacion a nivel molecular para determinar la

especie. Esta parte se realizara durante el afio 2014.



2. Antecedentes

Los bosques mixtos son bastante comunes en el altiplano guatemalteco y
son ecosistemas imprescindibles para la vida, con el avance de la frontera
agricola, crecimiento de &reas urbanas, la agricultura migratoria, incendios
forestales, talas ilegales y el ataque de plagas y enfermedades cada dia son méas
susceptibles a la pérdida de su diversidad bioldgica y podrian ser afectados por la
introduccidn de nuevas especies y de microorganismos patdgenos exoticos.
Instituciones estatales y organismos no gubernamentales han establecidos

programas a la reforestacion con un fin social, comercial y ecoldgico.

Existen diversos viveros forestales de tipo comercial, municipal y comunales
los cuales producen plantulas de diversas especies forestales las cuales utilizan
formas de produccion sin tomar en cuenta el origen del sustrato sobre el cual se
producen las plantulas forestales existiendo una alta probabilidad de diseminar
enfermedades al trasplantar éstas en el campo definitivo limitando su desarrollo y
crecimiento y poniendo en riesgo poblaciones forestales adyacentes al introducir
especies de microorganismos patdgenos que pueden provocar epidemias

afectando especies endémicas de la region.

Los bosques naturales mixtos del departamento de Guatemala y
Sacatepéquez son de vital importancia para mantener un equilibrio ecolégico para
evitar erosién, contaminacion de rios y riachuelos, y tener siempre la funcion de
captacion del recurso agua para abastecer agua potable a poblaciones rurales y
urbanas. Los paises con -cultura forestal estan teniendo problemas con
introduccién de especies de patdgenos forestales exdticas especialmente de tipo
Oomyceto Phytophthora que a nivel mundial ha afectado el monocultivo de
especies forestales teniendo un gran impacto econdmico a la destruccion de
masas forestales de especies de importancia econémica en Estados Unidos y

Europa.



A nivel nacional no existe una entidad que certifique la calidad y la ausencia
de microorganismos fitopatdgenos en la produccion artesanal y comercial de
plantas forestales para reforestacion. Asi mismo, no existen laboratorios de
diagnostico fitopatoldgico que permitan la identificacion rapida de microorganismos
fitopatdgenos especialmente a nivel de enfermedades virales y bacterias. Es
importante el poder identificar la presencia o ausencia de microorganismos del tipo
Oomycete especialmente del genero Phytophthora que podrian llegar a provocar
la muerte rapida de los bosques mixtos de Pinus sp. y Quercus sp.

3. Justificacion

Las especies de Phytophthora son agentes fitopatbgenos con
caracteristicas particulares, ciclo biolégico con varias fases reproductivas, pueden
sobrevivir por medio de estructuras de reposo, tienden a ser especificas a
hospedantes y otras son omnivoras, causan severos dafios a poblaciones de

plantas en corto tiempo.

En Guatemala se tienen pocos registros de especies de Phytophthora
asociadas a especies forestales, el proyecto FODECYT 1-2007, reporta la
deteccion de P. parasitica en la especie palo blanco, Rosedendrom donell smitthii
y Phytophthora tropicalis, en Chile serrano, Capsicum annum, clavel Dianthus
caryophyllus, Peperomia sp., Pothos, Epipremnum pinnatum (L.) Engl., Rosa,
Rosa L. y la importancia de este hallazgo es que estas especies causan
problemas a especies forestales por lo que se hace necesario realizar una
identificacion de los mismos a nivel de especies forestales como Quercus sp. y
Pinus sp.. Estas especies de Phytophthora se encuentran cuarentenadas en
EEUU y Europa, debido a que se consideran un riesgo latente en paises
forestales, por lo que conocer y establecer la distribucién de las mismas en
Guatemala es de vital importancia con esta informacion podra utilizarse como
base para la formulacion de planes de contingencia y manejo de masas forestales

y viveros del pais.



En los bosques naturales y bosques artificiales del pais se ha observado la
muerte progresiva de masas forestales, generalmente se le asocia a insectos
barrenadores, pero no se ha estudiado de una forma sistémica la posible relacion

de plantas enfermas y la invasion de insectos.

Debido a la importancia que tienen los bosques en el pais y en el caso de
los departamentos de Guatemala y Sacatepéquez cuya trascendencia es de
mayor relevancia debido a que funcionan como pulmones para la
descontaminacion urbana, regulan los ciclos lluviosos y son areas de recarga
hidrica para los mantos freaticos de donde se obtiene agua potable para la
poblacién urbana, la riqgueza escénica y paisajista, asi como el aprovechamiento
en la industria maderera, refugios y conservacion de vida silvestre ante el avance
de la frontera urbana, y ademéas proveen de espacios recreativos para los
citadinos por lo que es necesario conservarlos y prevenir el aparecimiento de
enfermedades que puedan diezmar sus poblaciones y aumentar asi el deterioro al

que estan expuestos por la presion social urbana.

La presente investigacion pretende establecer en primera instancia la
biodiversidad e incidencia de especies de Phytophthora asociada a muerte de
arboles en bosques naturales de Quercus sp. y Pinus sp. y en viveros forestales,
caracterizar sintomas y posibles asocios ecolégicos con otros organismos,
establecer rango de hospedantes, registrar la distribucion espacial y incidencia y

patogenicidad.

La informacion obtenida sera de utilidad por la deteccion de especies y su
preferencia de hospedantes que pongan en riesgo el sistema forestal, servira de
base para transpolar la informacibn a otras regiones del pais y sera de
trascendencia para la formulacion de planes de manejo en bosques y la
prevencion de la expansion por medio de plantas obtenidas en viveros lo que se
traduce técnicamente en reduccion de pérdidas econdmicas por muerte de

plantulas en viveros y muerte de arboles trasplantados



La participacion de la Universidad Estatal de Kansas permitira realizar la
identificacion de los microorganismos del genero Phytophthora a través de analisis
molecular, y permitird dejar las bases para dar continuidad a la cooperacion
interinstitucional. De la misma manera se fortaleceran las relaciones con
instituciones nacionales como el INAB y las municipalidades del departamento
para la transferencia de los conocimientos y resultados que se obtengan de la

investigacion.

La utilizacibn de técnicas modernas de identificacion y diagnostico
utiizando métodos moleculares permitirdA la identificacion de estos

microorganismos en forma rapida, eficiente y con un alto grado de confiabilidad.

4. Objetivos
41 General

Realizar la identificacion de microorganismos del genero Phytophthora que
afecta a bosques naturales mixtos de Quercus sp. y Pinus sp. de los

departamentos de Guatemala y Sacatepéquez

4.2 Especificos

a) Identificar a microorganismos del genero Phytophthora que afectan
especies de Quercus sp. y Pinus sp. en bosques naturales y viveros
forestales.

b) Determinar por métodos morfomoleculares las especies de
Phytophthora asociadas a bosques naturales de Quercus sp. y Pinus
Sp. y viveros forestales.

C) Determinar la incidencia de las especies de Phytophtora.

d) Realizar pruebas de patogenicidad de las especies de Phytophthora

en las especies forestales que afectan.



e) Establecer si se da la relacidbn entre especies de Phytophthora y
especies de insectos barrenadores por medio de la incidencia

simultanea.

5. Metodologia
5.1 Descripcion del area bajo estudio

Las areas seleccionadas para realizar esta investigacion fueron
plantaciones de bosques naturales y artificiales ubicadas en los departamentos de
Guatemala y Sacatepéquez. Asi como viveros forestales municipales encontrados

en dichas areas. La investigacion se realizo en cinco fases:

5.1.1 Primera fase: Planificacion

En el caso de bosques se tomo la metodologia empleada en inventarios
forestales, se emplearon mapas de uso de la tierra a escala 1:50000 de los
departamentos de Guatemala y Sacatepéquez para determinar la cobertura de

bosque mixto Quercus sp., y Pinus sp.

Para obtener el nimero de muestras a nivel de bosque natural mixto se

empleo el método simple aleatorio con la ecuacion:

n= zZpq
E.E

Donde:

* n = tamano de la muestra

» z = 1,645 para un nivel de confianza del 90%
* p = prevalencia esperada

°q= ’|-p

* e= precision o error admitido



Para la obtencion de muestras a nivel de vivero se utilizo el método
sistemético de acuerdo a la cantidad y forma de distribucion de las plantas en los

viveros, para el calculo de plantas se utilizara la siguiente ecuacion:

n-  NZ2% NnSn?
NZel+ 72} Sn? Nn Sn?

Donde:

* n = tamafno de la muestra

» z = 1,645 para un nivel de confianza del 90%
» Sn = Desviacion estandar

* € = Precisiéon o error admitido

* Nn = Probabilidad de Ocurrencia

5.1.2 Segunda Fase: Muestreo

En bosques se priorizaron areas como: bosques comunales, con potencial
ecologico, parques o reservas naturales. Con el apoyo de técnicos y personal
municipal, se realizaron caminamientos dirigidos hacia areas previamente
seleccionadas, la toma de muestras fue al azar, obteniendo suelo adyacente a

raices de arboles.

A nivel de vivero se obtuvieron muestras completas (suelo y raices), se
realiz6 un muestreo sistematico, las cuales fueron variables debido a la cantidad
de plantas por vivero y forma de distribucion de las mismas en vivero. Para la

colecta se sigui6 el criterio de asociacién de sintomas.

Las muestras se colocaron dentro de una bolsa de polietileno y se procedié
a identificar con numero de correlativo, especie colectada, localidad vy

coordenadas geograficas.

5.1.3 Tercera Fase: Laboratorio

Para determinar la presencia de microorganismos se procesaron muestras

a partir del suelo y de tejido vegetal. Se utilizé la técnica del cultivo trampa
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propuesta por Erwin y Ribeiro, para el aislamiento de Oomycetos especificamente

especies de Phytophthora y Pythium, se utilizo manzana verde madura. El

procedimiento utilizado fue el siguiente:

a)

b)

f)

5.1.4

Aislamiento a partir de Tejido Vegetal, Siembra Directa en medio Selectivo -
PARPBH-

Aislamiento de Phytophthora a partir de suelo: Se utilizé la técnica del
cultivo trampa en este caso, manzana verde. Re-aislamiento en medio
selectivo PARB con Himexazol y PARB sin Himexazol.

Purificacion: En medio papa dextrosa agar (PDA).

Produccién de estructuras sexuales y asexuales: Se realiz6 en medio agar
jugo V-8 T (Erwin y Ribeiro, 1996).

Conservacion de los aislados: En frascos una mezcla de turba, arena y jugo
V8, selladas con Parafilm y papel aluminio y a temperatura ambiente.
Caracterizacion morfologica: La identificacion se realizé de acuerdo a las
caracteristicas morfolégicas de las colonias obtenidas en medio AMA,
segun la morfologia del micelio, de los esporangios, y de las oosporas. La
identificacion se efectu6é conforme las claves morfolégicas de Watherhouse
(1963), Newhook et al. (1978) y Erwin y Ribeiro (1996).

Cuarta Fase: Pruebas de patogenicidad

Se realizé la siembra de 5 especies de pino: Las semillas se colocaron en

tubetes para la germinacién. La inoculacién se llevo a cabo a los 45 dias de edad,

colocando 2000 zoosporas/ml en la base del tallo. Por cada cepa a evaluar su

patogenicidad se inocularon 6 plantas. Al grupo testigo se le aplico agua destilada

estéril y se utilizé6 un modelo completamente al azar.
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6. Resultados
6.1 Muestras

Durante la ejecucién del proyecto, se analizaron trescientos un (301)
muestras, procedentes de distintas areas de bosque y viveros municipales, de los
Departamentos bajo estudio Guatemala y Sacatepéquez. Divididas en ciento

diecinueve (119) colectadas en bosque y ciento ochenta y dos (182) en vivero.

Mayormente se encontré Pino candelillo (Pinus maximinoi H.E. Moore), y
Quercus sp. En bosques y viveros para la toma de muestras se asocio signos
visibles como: amarillamiento, marchitamiento de la plantula, escaso desarrollo y
pudricion radicular. En la figura 1, se puede observar el escaso desarrollo de Pinus
maximinoi H.E. Moore en una plantacion de alrededor de cinco afios de edad y un
amarillamiento incipiente. En la figura 2, se puede ver la muerte descendente,
necrosis de los fasciculos del pino y amarillamiento de plantulas de pino

producidas a nivel de vivero.

Los muestreos en bosques se llevaron a cabo en areas con presencia de

barrenadores, de acuerdo a muestras tomadas en pastores Sacatepéquez.
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Figura 1. Escaso desarrollo y amarillamiento en Pinus maximinoi en el
Departamento de Sacatepéquez.

Figura 2. (a) Necrosis de las fasciculos de pino y muerte descendente de la plantula. (b)
Amarillamiento de la parte apical de las plantas y también de aciculas
necrosadas en la base del tallo.
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En el Departamento de Guatemala se muestrearon |os municipios:
Amatitlan, Chinautla, Chuarrancho, Guatemala, Mixco, Palencia, San José del
Golfo, San Juan sac., San Miguel Petapa, San Pedro Ayampuc, San Pedro Sac.,
San Raymundo, Villa Canales y Villa Nueva. Destacando areas como El Parque
Ecologico La Cerra, Parque Naciones Unidas y La Escuela Nacional Central de
Agricultura ENCA. En bosque se obtuvo un total de cincuenta y cinco (55)
muestras, diez (10) Quercus y cuarenta y cinco (45) de Pino. En vivero se colecto
un total de noventa y nueve (99) muestras, once (11) de Quercus, y ochenta y
ocho (88) de Pino.

En el Departamento de Sacatepéquez se muestrearon los Municipios
Antigua Guatemala, Ciudad Vieja, Jocotenango, Pastores Sac., San Lucas Sac.,
San Miguel Duefias, Santa Lucia Milpas Altas, Santa Maria de Jesus, Santiago
Sac., y Santo Domingo Xenacoj. En bosque se obtuvieron sesenta y cuatro (64)
muestras, quince (15) de Quercus, cuarenta y ocho (48) de Pino y una (1) de
Ciprés Comun. En vivero se obtuvieron ochenta y tres (83) muestras en total,

cincuenta y ocho (58) de Pino y veinticinco (25) de Quercus.

6.2 Aislamiento

Figura 3. (a) Frutos de manzana inoculados con suelo, presentan sintomas de la presencia de
Oomycetos. (b) La fruta con la lesion externa, a la izquierda la misma fruta
cortada para ser procesada en el siguiente paso del aislamiento.
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Figura 4.Resultados positivos con la presencia de Phytophthora sp. en medio de PDA, de cultivos
procedentes de raices y suelo en manzana.

solo trece (13) de ellas fueron positivas identificAndose la presencia

En el cuadro 1 se puede observar que de todas las muestras procesadas
de

Phythopthora sp. De los aislados positivos diez (10) fueron de muestras

colectadas en viveros

localizados en el departamento de Guatemala, tres (3),

procedentes de viveros del departamento de Sacatepéquez.

Cuadro 1. Listado de aislados positivos con presencia de Phytophthora

No. Aislamiento
Correlativo | a partir de
No. | laboratorio donde Especie Descripcion
Vivero Municipal San Miguel
1 VP16 suelo P. maximinoi | Petapa
2 VP89 raiz P. maximinoi |vivero ENCA
3 VP47 raiz P. maximinoi |vivero ENCA
4 VP82 suelo P. maximinoi |vivero ENCA
5 VP62 raiz P. maximinoi |vivero ENCA
Vivero Municipal San Miguel
6 VP03 suelo P. maximinoi | Petapa
7 VP56 raiz P. maximinoi |vivero ENCA
Vivero Municipal San Miguel
8 VP08 suelo P. maximinoi | petapa
9 VP58 raiz P. maximinoi |vivero ENCA
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10 VP170 raiz P. maximinoi |vivero ENCA

11 VP167 raiz P. maximinoi | Vivero Municipal Pastores
12 VP164 raiz P. maximinoi | Vivero Municipal Pastores
13 VP167 raiz P. maximinoi | Vivero Municipal Pastores

En la figura 5 se detallan los puntos de los viveros donde se logro aislar

Phytophthora sp. en el departamento de Guatemala. En la figura 6 se talla el punto

del vivero de Pinus maximinoi donde se aislé Phytophthora sp.
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Figura 5. Localizacion de puntos de muestreo con presencia de Phytophthora sp., en el Departamento de
Guatemala.
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Figura 6. Localizacion de puntos de muestreo con presencia de Phytophthora sp., en el Departamento de

Sacatepéquez.
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Siguiendo la técnica de aislamiento para las cepas positivas, donde se
observo el crecimiento miceliar en los diferentes medios de cultivo utilizados segun
metodologia para el aislamiento, purificacion y esporulacion de estructuras
sexuales. En medio agar patata dextrosa (PDA), se realizo la caracterizacion de
Asi

esporangios en medio avena agar V-8. El cuadro 2 contiene una descripcion de

patrones de crecimiento (Erwin y Riveiro, 1996). como medicién de
las 13 aislamientos que dieron positivo a Phytophthora sp. procedentes de suelo y
raices de Pinus maximinoi, asi también el tipo de crecimiento que del Oomycete
en medio de PDA. La figura 7 muestra una descripcidn pictografica de las
caracteristicas de crecimiento que se utilizan como uno de los pardmetros para

identificar especies de Phytophthora desarrolladas en medio PDA, segun

metodologia Erwin D. Riveiro O. 1996.

Cuadro 2. Descripcion de las caracteristicas de los aislados de Phytophthora sp.

MEDIA
No. | Correlativo Aa'lssgft‘i'regteo =SPecie | PROCEDENCIA CREEC;“::)E:'TO ESPORANGIOS
LARGO | ANCHO
VPOS Vivero San
1 suelo P. Maximinoi | Miguel Petapa Estolonifero | 24.0093 | 19.3207
VP16 Vivero San
2 suelo P. Maximinoi | Miguel Petapa Estolonifero | 12.5853 | 11.1553
3 VP47 raiz P. Maximinoi | Vivero ENCA sin patron 15.949| 15.045
4 VP54 raiz P. Maximinoi | Vivero ENCA semipetaloide | 19.2313 | 17.738
5 VP56 raiz P. Maximinoi | Vivero ENCA semipetaloide | 18.2413 | 16.438
6 VP58 raiz P. Maximinoi | Vivero ENCA semipetaloide | 15.266| 14.069
7 VP62 raiz P. Maximinoi | Vivero ENCA sin patrén 24.641| 20.337
8 VP82 suelo P. Maximinoi | Vivero ENCA semipetaloide | 26.6767 | 20.3813
9 VP89 raiz P. Maximinoi | Vivero ENCA semipetaloide | 16.58| 15.805
10 | VP164 raiz P. Maximinoi | Vivero pastores | Estolonifero 29.568 | 24.3073
11 VP167 raiz P. Maximinoi | Vivero pastores | Estolonifero 47.966 | 40.4093
12 | VP1e8 raiz P. Maximinoi | Vivero pastores | Estolonifero 18.085| 16.596
13 | VP170 raiz P. Maximinoi | Vivero ENCA Estelado 16.168 | 15.5153
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Figura 7. Descripcion pictografica de las caracteristicas de crecimiento
de Phytophthora sp. en medio PDA. (a) Semipetaloide. (b) Sin patrén
y (c) Estolonifero.
Fuente: Propias y Erwin D. Riveiro O. 1996.

Figura 8. Esporangios de Phytophthora sp. forma u ovoide. Esporangios no papilados y no caducos

6.3 Ensayo de patogenicidad

En la figura 9, se observa el establecimiento del bioensayo bajo condiciones
controladas un invernadero ubicado en el Centro Experimental Docente de la
Facultad de Agronomia CEDA de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Se
utilizaron semillas de Pinus Caribaea (P. Macho), Pinus Oocarpa (P. Amarillo o P.
Avellano), Pinus Pseudostrobus Lindl (P. Blanco), Pinus Maximinoi H.E. Moore (P.
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Candelillo), Pinus Tecunumanii (P. Patula), para la obtencién de plantulas sanas

para su inoculacién con aislamientos de Phytophthora sp.

Figura 9. Establecimiento de pruebas de patogenicidad en pino para verificar dafios causados por el género
Phytophthora en muestras procedentes de los muestreos en el departamento de Guatemala y
Sacatepéquez.

Figura 10. (a) Plantulas de Pinus caribaea. (b) Plantulas de Pinus pseudostrobus. (c) Plantulas de Pinus
tecunumanii.

20



Figura 11. Testigos de Pinus caribaea, Pinus pseudostrobus, Pinus maximinoi, Pinus Oocarpa y Pinus
tecunumanii con crecimiento normal de su sistema radical, sin ningin sintoma de la presencia de
Phytophthora sp.
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Figura 12. Las especies de Pinus caribaea, Pinus pseudostrobus, Pinus maximinoi, Pinus Oocarpa y Pinus
tecunumanii, con reduccion de sistema radicular debido a la presencia de Phytophthora sp.
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Se selecciond la cepa correlativo VP16 de vivero de San Miguel Petapa
para realizar las pruebas de patogenicidad y asi poder determinar la incidencia y

severidad causadas por Phytophthora sp.

Cuadro 3. Resumen de datos de incidencia y severidad para el aislado VP16
obtenido de un vivero del departamento de Guatemala.

Cepa Especie forestal InC|d0enC| Severidad (%)
a (%)

VP16 N

1 P. Maximinoi 80 85
VP16

2 P. oocarpa 70 69
VP16 ..

3 P. tecunumanii 40 30
VP16

4 P. pseudostrobus |75 80

5 VP16 P. caribaea 40 35

7. Discusién

Santos Bravo, M. del C. (2008) reporta que muestras obtenidas en un
vivero de Pastores, Sacatepéquez de P. maximinoi H.E. Moore dieron negativo a
la presencia de Phytophtora sp. aunque las plantas presentaban sintomas
caracteristicos provocados por Phytophthora sp. como sintomas de muerte
vascular y pudricion radicular. Esto contradice los resultados obtenidos en este
estudio en donde muestras de raices de P. maximinoi H.E. Moore dieron positivo
a la presencia de Phytophthora sp. Es importante resaltar que Santos Bravo, M.
del C. (2008) reporta la presencia de P. cinnamomi en P. maximinoi H.E. Moore,
en Tecpan y San Andrés lItzapa lo cual de alguna razén podria tener relevancia
debido a que Alvarez Valenzuela, G. A. (2007) reporta la presencia de
Phytophthora sp. en Persea americana, la cual es una especie frutal que se cultiva
y crece en forma natural en cerca de los bosque mixtos de Guatemala. Santos

Bravo, M. del C. (2008), encontré Phytophthora sp. en pino triste Pinus
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pseudostrobus Lindl, en San Miguel Petapa, municipio de Guatemala. Asi mismo
al muestrear plantas de P. maximinoi H.E. Moore en viveros de Barcenas, en el
2008, no se detecto la presencia de Phytophthora sp., lo cual contradice los
resultados encontrados en este estudio donde se logré el aislamiento de
Phytophthora sp. en las muestras VP47, VP54, VP56, VP58, VP62, VP82, VP89 y
VP170. Estos resultados variables a través del tiempo pueden deberse a factores
como variabilidad en el manejo de los viveros, y otros factores como origen del
material que se utiliza como sustrato y la calidad de la procedencia de la semilla
de estas especies. Debido a la falta de recursos econémicos no se pudo avanzar
en la utilizacion de andlisis molecular para tener una mayor precision en la
determinacion del agente causal. Esta determinacion se estara realizando durante
el aflo 2014. Con la deteccion de la presencia de Phytophthora sp. en viveros
forestales demuestra que éstas se convierten en fuente de inoculo primario al
momento de trasplante en el campo definitivo provocando la diseminacion de la
enfermedad en plantaciones recién establecidas y a otras especies forestales

susceptibles.

La cepa VP16 que se utilizé para las pruebas de patogenicidad expreso su
capacidad de producir severidad y un alto porcentaje de incidencia en la especie
de la cual fue aislada en este caso P. maximinoi H.E. Moore, aunque los niveles
incidencia y severidad en Pinus oocarpa y Pinus pseudostrobus también reflejan
valores altos. Presentando valores bajos en la especie de Pinus tecunumanii. Es
importante resaltar que se evalud una sola cepa, por lo que es imposible con este

estudio poder determinar la variacion genética patogénica de las 13 cepas.

8. CONCLUSIONES

La cepa VP16 aislada de viveros de San Miguel Petapa del departamento
de Guatemala produjo los sintomas caracteristicos que produce un ataque de

Phytophthora sp. en plantulas de pino, como lo es la necrosis en la base del tallo,
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amarillamiento y reduccion el crecimiento normal de las plantulas de las 5

especies de pino inoculadas.

Los viveros forestales del departamento de Guatemala y Sacatepéquez son
afectados por la presencia de Phytophthora sp. especialmente afectando a Pinus
maximinoi H.E. Moore, la cual esta asociada a sintomas como marchitez rapida,

defoliacion, amarillamiento, pudricion, ahorcamiento y decoloracion.

Ademas no se pudo encontrar la presencia de Phytophthora sp. a nivel del bosque
en arboles de otras especies de pino, de Quercus sp. y de ciprés comdn. Tampoco
se pudo aislar Phytophthora sp. de plantulas de Quercus sp. a nivel de vivero en

ninguna de las localidades muestreadas.

9. RECOMENDACIONES

9.1. El estado de Guatemala a través del Ministerio de Agricultura y Medio
Ambiente deben normar la produccién de plantas forestales y especies
cultivadas con la finalidad de tener material de alta calidad y libre de
enfermedades, con la finalidad de evitar la introduccion y diseminacion de
enfermedades o patdgenos exéticas, que en determinada situacion
provocar dafio irreversible a especies forestales de importancia econémica

y para el sostenimiento de la vida humana.

9.2. Continuar con la identificacién a nivel de especie utilizando técnica
alternativa como el andlisis molecular por extraccion de ADN, para lograr
definir si la especie es endémica o representa un peligro para las especies

forestales del pais.
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9.3.

10.

Que el MAGA o el INAB acrediten y certifiquen los viveros que producen
plantas forestales libres de enfermedades y asi evitar la introduccion de

microorganismos exoticos.
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