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PHYTOPATHOGENIC FUNGI ASSOCIATED WITH LAUREL (Morella pubescens
H&B Willd-Wilbur)
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RESUMEN

El laurel de cera (Morella pubescens) es una especie lefiosa de gran importancia para las
comunidades primordialmente en procesos ecoldgicos, uniéndose a estas propiedades un
potencial econémico e industrial que se basa en la extraccion y comercializacion de cera
(Barrera, 2003); el aspecto fitosanitario ha sido poco estudiado, sobre todo en lo que a
enfermedades se refiere. Teniendo en cuenta lo anterior, en esta investigacion se realizo el
reconocimiento, aislamiento e identificacion de los hongos asociados al laurel de cera;
posteriormente se comprob6 la patogenicidad de estos por medio de los postulados de koch,
ademas, se evaluo su distribucion utilizando un disefio experimental irrestrictamente al azar
DIA combinado en el espacio con tres repeticiones. Se identificaron seis hongos de los
cuales se encontraron en hoja Cercospora sp., Pestalotia sp. Alternaria sp. y Fumago sp. y
en semilla Trichothecium sp., y Nigrospora sp., comprobandose la patogenicidad en cinco
géneros Cercospora sp., Pestalotia sp., Alternaria sp., Trichothecium sp., y Nigrospora sp.,
Asimismo se determind el mayor porcentaje de severidad de los patdgenos fue para

Cercospora sp., con 62%, seguido de Alternaria sp., con 50% Yy por ultimo Pestalotia sp.,
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con 39%. En cuanto a semilla el mayor porcentaje de contaminacion fue para Nigrospora
sp., con 90% seguido por Trichothecium sp., con 70%. Con relacion a la distribucion de los
patdgenos, Fumago sp., y Trichothecium sp., indicaron diferencia significativa entre
localidades y Cercospora sp no presento diferencia significativa. Finalmente teniendo en
cuenta los resultados, se elabor6é un plan de manejo para los patdgenos encontrados que
causan enfermedades en el laurel.

Palabras claves: enfermedades, hongos, patdgenos, severidad.

ABSTRACT

The laurel of wax (Morella pubescens) is a woody species of great importance for the
communities primarily in processes, ecological, joining these properties an economic and
industrial potential that is based on the extraction and commercialization of wax (barrera,
2003); the phytosanitary aspect has been little studied, especially in case of diseases.
Taking into account the above, in this research It has been made recognition, isolation and
identification of fungi associated with the laurel of wax; It was later found the
pathogenicity of these by means of koch's postulates, In addition the distribution of the
pathogenic ones was evaluated using an experimental design irrestrictamente at random day
combined in the space with three repetitions. We identified six fungi of which were found
in sheet (Cercospora sp., Pestalotia sp., Alternaria sp. and Fumago sp.) and in seed
(Trichothecium sp and Nigrospora sp). Comprobacion de la patogenicidad en cinco géneros
(Cercospora sp., Pestalotia sp., Alternaria sp., Trichothecium sp., y Nigrospora sp., Also
was determined to the highest percentage of severity of pathogens to Cercospora sp., 62%,
followed by Alternaria sp., 50% and lastly Pestalotia sp., 39%. And seed the highest
percentage of pollution was to Nigrospora sp. 90% and the lower Trichothecium sp. 70%.
With regard to the distribution of pathogens; Fumago sp., and Trichothecium sp., pointed
out significant differences between locations and Cercospora sp. do not present significant
difference. Finally given the results It was developed a management plan for the found
pathogens that cause diseases in the laurel.

Keywords: diseases, fungi, pathogens, severity.



INTRODUCCION
El laurel de cera es una especie lefiosa, la cual crece de manera natural en los potreros,
taludes de carretera, cerca de los rios y quebradas. Es un arbusto pequefio, sin embargo en
algunos sitios alcanza alturas hasta de siete metros. Su origen es holartico, o sea, de la parte
norte del continente americano (Parra, 1998). Segun Mufioz (1994), crece desde el bosque
montano alto hasta el montano bajo, en altitudes comprendidas entre 1700 y 2900 m, a
temperaturas que oscilan entre los 16 y 20 °C, obteniéndose los mejores rendimientos del
arbusto entre los 18 a 20 °C. Los suelos mas apropiados para el cultivo del laurel son los
arcillosos, arenosos, sin exceso de humedad y con un subsuelo féacil para el crecimiento de

la raiz.

En Colombia se encuentra en la cordillera central (Narifio, Cauca y Antioquia); su
importancia radica en ser una especie éptima para la proteccion de cuencas hidrogréaficas y
la conservacion de suelos, ademas sus raices fijan nitrégeno, lo cual la hace una especie
ecologica valiosa. Asi mismo la cera que se obtiene de los frutos, tiene importancia
industrial y es utilizada en el proceso de fabricacion de panela, velas, jabones y cosméticos
(Mufioz, 2004).

El laurel de cera, es una especie forestal que tiene especial interés en la zona norte del
departamento de Narifio, puesto que es considerada un mitigador de impactos ambientales,
por adaptarse a condiciones marginales de suelo y colonizar sustratos altamente
degradados, también su sistema radicular extenso, la densidad de la copa y la resistencia de
las ramas a los fuertes vientos son las principales caracteristicas morfolégicas que presenta
para ser usada en el control de la erosién (Mufioz y Luna, 2003). Sus frutos son alimento de
avifauna y de ellos se extrae cera que es utilizada para la produccion de betun, jabon,
barniz, asi como en el proceso de fabricacion de panela, ademas se utiliza como ornamental
para jardines y parques; segun Mufioz y Luna (1993), entre otros usos de esta especie se
encuentran, la obtencion de lefia, carbdn, madera, productos medicinales, sombra, division
de lotes y demarcacion de linderos, barreras rompevientos, refugio de avifauna silvestre y

reciclaje de nutrientes (Luna, 2006).



Segn Mufioz y Luna (1999), el conocimiento del laurel de cera es incipiente; aunque, se
considera que esta especie es propicia para cultivarla en diferentes sistemas de produccion,

ya sea silvopastoriles (arboles y pastos) o silvoagricolas (cultivos y arboles).

En el estudio realizado por Aguilar y Cueva (2001), en Ecuador, se mencionan a Fusarium
sp., Phytium sp., Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp como agentes causales del mal del
talluelo en los almécigos de esta especie, pero se puede observar que en cuanto a
enfermedades, solo se reportan patologias en la raiz y sus agentes causales Gnicamente se
han identificado hasta género. Sin embargo, ain falta hacer el reconocimiento de las
patologias que afectan a las hojas, tallos y la semilla del laurel de cera, especialmente

aquellas causadas por hongos fitopatdgenos.

Por tal razon, se hace necesario ampliar la informacién relacionada con esta especie, en
cuanto a enfermedades se refiere, ya que el aumento de la poblacion de una especie vegetal
es directamente proporcional a la incidencia de sus plagas y enfermedades.

El objetivo de la presente investigacion fue hacer el reconocimiento e identificacion de los
hongos fitopatdgenos asociados al laurel de cera (Morella pubescens), y realizar un plan de

manejo y prevencion para estos patdgenos.

MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION

El muestreo del material vegetal se realiz6 en las veredas de Botana, Daza y en el
corregimiento de Obonuco en el municipio de Pasto localizado al occidente del Meridiano
de Greenwich a 77° 18’ 58’ de longitud oeste y 1° 10’ 11,4’ de latitud Norte, a una altitud
de 2820 m, temperatura promedio de 12° C, precipitacion media anual de 800 a 1000 mm,
humedad relativa 70 a 80% con 900 horas sol promedio afio (IDEAM, 2001) Segun
Holdridge, pertenece a la zona de vida bosque himedo montano bajo (bh —-MB).



El aislamiento, caracterizacion y diagndstico, se realizaron en el laboratorio de sanidad
vegetal y en el invernadero a cargo del grupo de investigacion GRISAV, de la Universidad
de Narifio; situada en el municipio de Pasto (Narifio), a una altitud de 2800 m, con una
temperatura promedio de 12 a 16 °C, con una precipitacion de 966 mm/afio (Achicanoy y
Cabrera, 2000).

METODOLOGIA

Toma de muestras

Se hizo en individuos de la especie evaluada, ubicados en los arreglos agroforestales de
regeneracion natural y arboles dispersos; donde, se realizaron tres parcelas de 5x 5 my en
cada una de ellas se seleccionaron al azar tres individuos y de estos se tomaron muestras de
hoja, ramas, brotes, tallos y frutos, en los cuales eran evidentes las patologias. Las muestras
fueron puestas en bolsas de plastico debidamente marcadas, las cuales se sellaron y se

trasladaron al laboratorio para su posterior procesamiento y analisis.

Aislamiento e identificacion de hongos

Para el aislamiento de los hongos, las muestras fueron desinfestadas con hipoclorito de
sodio al 3% durante 3 min y se lavaron dos veces con agua destilada estéril por 2 min, para
obtener muestras libres de contaminantes externos; posteriormente, las muestras se secaron
con toallas de papel estériles y se colocaron en cdmara hiumeda debidamente desinfestada;
con fin de evitar la evaporacion del agua y asi conservar la humedad, para permitir que los

hongos se desarrollen y esporulen (Castafio Zapata y del Rio, 1997).

Seguidamente, en camara de flujo laminar y en condiciones de absoluta asepsia, se
realizaron las siembras de los tejidos enfermos, en los medios de cultivos extracto de hojas
de laurel, agar avena (140g de hojas de laurel + 40g de avena + 159 de agar-agar / 1 litro de
agua destilada estéril) y jugo V8 (200g de vegetales: tomate, zanahoria, apio, remolacha,
lechuga, espinaca, berros y perejil + 15g de agar-agar mezclado en 1 litro de agua destilada
estéril); para la siembra se cortaron trozos de 4 mm? de tejido entre sano y enfermo y se

transfirieron con pinzas estériles a las cajas de Petri con los medios de cultivo mencionado
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anteriormente; se sembraron cuatro trozos por caja y las cajas se incubaron durante 10 dias,
a 26°C, con el fin de promover el desarrollo y esporulacion de los hongos. Este mismo

procedimiento se utilizé para la siembra de las semillas (Castafio Zapata y del Rio, 1997).

De los dos medios utilizados unas vez observada la respuestas en cuanto a crecimiento de
los hongos se decidio utilizar el medio de cultivo extracto de hojas de laurel, agar avena
(LAA) para favorecer el proceso de esporulacion de los patdgenos, puesto que en este
medio los hongos presentaron un rapido desarrollo del micelio.

Pasado el periodo de incubacion se procedio a realizar la purificacion de los patdgenos de
acuerdo a la metodologia descrita por Castafio (1998), donde, se toman partes del micelio
del hongo y se transfieren a cajas de Petri con el medio seleccionado. Procedimiento que se

realizd hasta obtener cultivos puros de los hongos aislados.

Para la identificacidn de los hongos se tomd parte del micelio con un asa recta y se trasladé
el material a laminas portaobjetos y se tifio con una gota de azul de laftofenol y se
cubrieron con l&minas cubreobjetos, para ser observadas las estructuras del hongo en el

microscopio, por medio del objetivo 40 X (Castafio Zapata y del Rio, 1997).

La identificacion de los hongos se realiz6 considerando los siguientes criterios: aspecto del
micelio (algodonoso, aterciopelado, denso, polvoso), forma de la colonia, coloracién y
pigmentacion, presencia de pigmentos y presencia de fructificaciones, tomando como base
la claves taxonémicas propuestas por Barnett y Hunter (1972) y Safiudo et al., (2001).
(Evans et al., 1981).

Desarrollo de las pruebas de patogenicidad
Estas pruebas se realizaron con el fin de comprobar mediante los postulados de Koch, que

los hongos aislados eran los causantes de enfermedades en el laurel de cera.

Para las pruebas de patogenicidad, se utilizo un total de 120 plantulas de laurel de cera, de
seis meses de edad sanas, empleandose 20 plantulas por cada hongo inoculado y 20 para

testigos. Para la prueba con semilla; esta se obtuvo de una casa comercial garantizando su
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certificacion, utilizandose 100 semillas por cada hongo inoculado con un testigo de 100
semillas sanas previamente desinfestadas. Antes de la inoculacion las plantulas y las
semillas se mantuvieron durante 3 a 4 dias en un ambiente de alta humedad, con el fin de

favorecer el proceso.

Para la preparacion del indculo se realiz6 un raspado de las esporas y micelio de los
cultivos puros de los hongos; estas estructuras se mezclaron en 100 ml de agua destilada
estéril, se agito y se aplico Tween 80 para facilitar la dispersion de esporas y su respectivo
conteo. Posteriormente de la mezcla se tomd 1 ml del in6culo y se realizé el conteo de las
esporas en cdmara Neubauer, hasta obtener la concentracién de 1x10° esporas/ml de agua
(Castafio Zapata y del Rio, 1997; Hartung et al., 1981).

La inoculacion de los hongos se hizo por aspersion manual directa sobre los tejidos foliares
y las semillas; una vez las plantulas fueron inoculadas, se mantuvieron en el invernadero
dentro de una camara humedad y las semillas dentro de un recipiente plastico por espacio
de 15 dias, junto con los testigo que se mantuvieron bajo las mismas condiciones; se
realizaron observaciones periddicas hasta ver la aparicion de los sintomas asociados a los
hongos inoculados. Al cabo de ese tiempo, se tomaron muestras de tejido sano y enfermo,
se desinfestaron y se sembraron en el medio extractos de hojas de laurel, agar avena (LAA),
donde se aislaron nuevamente los patogenos estudiado, lo cual permitié corroborar el

diagnéstico (Botero, 2001; Bruna y Tobar, 2004), completando los postulados de Koch.

VARIABLES EVALUADAS

Severidad de las enfermedades: Se entiende la severidad como el porcentaje de tejidos
enfermos en una planta, medido en una escala de 1 a 5 (Tabla 1) segin Jiménez y Gomez
(2009). En la presente investigacion se determind la severidad para los hongos aislado de la

parte foliar.
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Tabla 1. Escala de severidad

Grado Descripcion

0 0 % de afectacion en hojas

1 1-10 % de todas las hojas afectadas con sintomas de manchas irregulares
necrosadas

2 11- 20 % de todas las hojas afectadas con sintomas de manchas irregulares
necrosadas

3 21- 30 % de todas las hojas afectadas con sintomas de manchas irregulares
necrosadas

4 31-40 % de todas las hojas afectadas con sintomas de manchas irregulares
necrosadas

5 41-100% de todas las hojas afectadas con sintomas de manchas irregulares

necrosadas

Fuente: Jiménez y Gomez, 20009.

Para obtener el grado porcentual de severidad se utilizé la formula general planteada por
Vanderplank, 1963.

Donde:

2
%) = ——
S(%) N (Vmax)x 100

S = Porcentaje de severidad.

¥i = Sumatoria de los grados observados.

N = NUmero de plantas muestreadas.

Vmax = Valor maximo de la escala.

Porcentaje de semilla contaminada: Se registré el nUmero de semillas contaminadas por

cada patdgeno inoculado, evaluandose el porcentaje de contaminacién mediante la férmula
(Bautista- Barios et al., 2002):

Semillas contaminadas

Semillas contaminadas (%) = X 100

Total de semillas inoculdas por patogeno
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Anélisis estadistico: para determinar la distribucion de los patdgenos se utilizé un disefio
experimental irrestrictamente al azar DIA combinado en el espacio con tres repeticiones.
Los datos fueron transformados mediante la férmula Y= Log x+1 por presentar efectos

multiplicativos y presentar ceros. (Little, 1994).

Ademas, se realiz6 un analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias de Tukey
al 5% de probabilidad, el procesamiento se realizé6 por medio del paquete estadistico

InfoStat software, version 2013.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacidén de hongos asociados al laurel

Se identificaron seis géneros de hongos asociados al laurel de cera, cuatro presentes en la
parte foliar (Cercospora sp., Pestalotia sp., Alternaria sp. y Fumago sp.) y dos presente en
semillas (Trichothecium sp. y Nigrospora sp.), en las muestras obtenidas tanto en Botana,
Daza y Obonuco; Segun Agrios, (1997); Farfan et al., (2006), los hongos mencionados
anteriormente se han reconocidos como hongos fitopatdgenos de plantas agricolas,
incluyendo malezas, plantas ornamentales y de cultivo y otro tipo de arbustos y arboles

forestales.

Caracterizacion

El género Cercospora sp., se caracterizd por presentar conidios alargados, cilindricos,
filiformes que forman varias septas y conidiéforos oscuros en racimos (Figura 1. a); segun
Agrios (1997), los conidioforos se agrupan en racimos y sobresalen de la superficie de la
planta a traves de los estomas y forman conidias una y otra vez. De acuerdo con Cabrera
(2003), los conididforos son fasciculados, muy largos, oscuros y tabicados, de crecimiento
definido, y el numero de septos es de 9; son de una coloracion pardo-grisacea;

Macroscépicamente presenta un micelio de desarrollo lento, color blanquecino de
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consistencia algodonoso y después el medio se torna de color café oscuro coincidiendo con
lo reportado por (Alvarez et al., 2003; Cabrera et al., 2006).

Pestalotia sp., microscopicamente presento conidias septadas con 2-3 flagelos en la parte
distal y hacia la base un solo flagelo, células con centro de apariencia oscura, en la parte
distal y basal células claras (Figura 1. b); Barnet y Hunter (1988), afirma que presenta
conidias septadas, con 3 flagelos, acérvulos oscuro; cirros negros, irrumpentes que se
forman en condiciones himedas. En cultivo, el hongo presento un micelio algodonoso
halino, color blanquecino-crema con crecimiento al ras de la superficie del medio; de igual
manera Barnett y Hunter (1998), sefialan que el crecimiento micelial es color blanco, con

pustulas negras (acérvulos) que son masa de conidias.

En cuanto a Alternaria sp., es un patdgeno que se caracterizd por presentar conidias
fragmosporas (varios fragmentos) transversales y longitudinales, presentan forma ovoide u
obclavada, con superficie lisa y son feogramas (oscuras) (Figura 1. c); al respecto Agrios
(1997), afirma que los conidios son grandes, alargados y oscuros, o bien multicelulares y en
forma de pera y presentan septas tanto transversales como longitudinales y de acuerdo con
Alexopoulos (1996), la célula conidiogena es integrada, terminal o intercalar, generalmente
simpodial. Los conidios, son muy caracteristicos por su tabicacién longitudinal, transversal
u oblicua, son del tipo dictiosporeo y presentan forma ovoide u obclavada, con superficie
lisa 0 rugosa, generalmente se forma en cadenas acrépetas. De igual forma Romero (1988),
afirma que los conidiéforos pueden ser simples o ramificados, individuales o agrupados

segun la especie. Macroscopicamente presenta micelio con tonalidad gris.

El género Fumago sp., microscopicamente presento conidias de forma irregular
pluriceldadas, con septas transversales como longitudinales; conidi6foros oscuro
pluriceldados (Figura 1. d).

Se observd como una capa fina polvorosa de color negro que es el micelio del hongo, el
cual se desarrollé sobre los érganos de la planta del laurel (hojas, tallos y ramas), que

posteriormente forma una costra; al respecto Agrios (1997), afirma que se puede encontrar
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en todos los tipos de plantas, incluyendo arbustos y &rboles. Fumago sp no es un organismo
parésito, sino un saprofito obligado que vive de la mielecilla, un dep6sito azucarado dejado
por ciertos insectos chupadores, en particular escamas y afidos. El desarrollo del hongo es
tan abundante que proporciona a la hoja una apariencia negruzca que interfiere en la
fotosintesis con el porcentaje de luz que llega a la planta; asimismo presenta un crecimiento

micelial de color negro que forma una pelicula superficial en hojas y tallos principalmente.

Referente a Trichothecium sp., microscopicamente presento conidias planas, granulosas
ovoides o elipsoides, haliana, uniseptada de forma transversal, con una pequefia curvatura
donde inserta a los conidioforos; los cueles, son largos, visibles y sin ramificaciones que
llevan los conidios (Figura 1. €). Al respecto Germain y Summerbell (1996), afirman que
presenta hifas hialinas septadas, conidioforos y conidios visibles. Conidioforos largos y sin
ramificaciones que llevan los conidios. Los conidios son de dos células, suaves, paredes
ligeramente gruesas, van de ligeramente coloreado a hialino con forma de pera. Su punto de
unién al conidioforo es prominentemente truncado y estan organizados formando racimos
alargados. Asimismo Fernandez (1974), sefiala que Trichothecium sp forma un micelio
hialino y septado. Los conidioforos surgen sobre el fieltro micelial y son erectos, reunidos
en grupos y llevan en el extremo las conidias. Estas son piriformes, uniseptadas.

MacroscOpicamente presenta un micelio color crema con un crecimiento radial.

El género Nigrospora sp., presento conidias solitarias, negras y opacas y los conidiéforos
blanquecinos (Figura 1. f); de acuerdo con Webster (1952), las conidiosporas son solitarias,
esféricas a subesféricas, en vista lateral ovoides, lisas, negras, opacas, densas en KOH.
Segun Saenz y Gutiérrez (2003), tienen conidiéforos cortos, con células conididgenas
hialinas, infladas, estan formadas por esporas solitarias, esféricas, algo deprimidas en los
polos, de 10-20 um de tamafio, de color negro y superficie lisa. Este hongo se caracteriza
por presentar un micelio blanquecino que posteriormente por la compactacion de la
conidias y conididforos torna de color oscuro; coincidiendo con lo afirmado por (Malvick,
1991).
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Figuera 1. Hongos aislados de M. pubescens a. Cercospora sp. b. Pestalotia sp.

c. Alternaria sp d. Fumago sp. e. Trichothecium sp. f. Nigrospora sp.

Fuente: esta investigacion, 2015.

Prueba de patogenicidad en los géneros foliares
Las pruebas de patogenicidad, demostraron que los hongos de los géneros foliares si son
causantes de las enfermedades encontradas inicialmente en el laurel de cera; los resultados

en cuanto a sintomas fueron similares o iguales a los presentados en campo.

Referente a Cercospora sp., es un patdégeno que inicio los sintomas a los cinco dias después
de la inoculacion, el cual empez6 con un punteado de color marrén oscuro, después
coalescieron formando lesiones necroticas irregulares en los bordes y otras circulares e

internamente en la lamina foliar, tanto por la haz como por el envés de la hoja de color

17



marrén claro brilloso; similares a las observadas en las diferentes zonas de investigacion,
donde se presentaron lesiones necroticas circulares e irregulares de color marrén claro en
toda la hoja y centros de color crema (Figura 2. a., a.1.); coincidiendo con lo reportado por
Almoddvar (2008), en roble plateado donde se mostraron manchas circulares color marron

claro con bordes de color rojizo y centros de color crema en Cercospora.

De igual manera el género Pestalotia sp., a partir de los cinco dias de inoculadas las hojas
sanas manifestaron sintomas de la enfermedad, donde inicialmente se observaron unas
puntuaciones color marron y lesiones necroticas de diferentes tamafio en el borde de la
hoja, pero con el centro més claro y alrededor de ésta un halo oscuro; lo cual coincide con
lo observado en campo (Figura 2. b., b.1). Segin Areas y Gonzales (2008), en (Manguifera
indica) y (Terminalia catapa) los sintomas causados por Pestalotia se presentaron en las
hojas como pequefias manchas de forma circular, de color café rojizo a marron, que
posteriormente pasan a rojo; asimismo Castro (2003), describié los sintomas de la
enfermedad como manchas foliares de centro castafio claro, rodeado por areas concéntricas
de color castafio oscuro y por su parte Mufioz et al., (2007), afirma que Pestalotia sp es un

patdgeno oportunista, que coloniza tejido afectado.

Con respecto a Alternaria sp., inicio los sintomas a los tres dias después de la inoculacién,
con puntuaciones diminutas de color café oscuro, que posteriormente cuando coalescen
pasan a una coloracion castafio claro; estas lesiones necréticas se presentaron de forma
circulares dentro de la lamina foliar y en los bordes tanto por la haz como por el envés de la
hoja y a medida que avanzan la edad de las lesiones, estas fueron creciendo coincidiendo
con los sintomas observados en campo (figura 2. c., ¢.1.) y lo reportado por Agrios (1978),
que observo manchas foliares que varian de café oscuro a negro, a menudo son numerosas
y cuando se extienden casi siempre forman anillos concéntricos que adquieren la forma de
un blanco. De acuerdo a Morales (2002), en arboles de olmo (Ulmus parvifolia) los
sintomas de esta enfermedad son manchas foliares necroticas de color castafio oscuro, de
apariencia conceéntrica que luego se hacen irregulares, al coalescer varias manchas, las

hojas toman una apariencia tostadas
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Figura 2. Sintomas de los resultados de las pruebas de patogenicidad y en condiciones
naturales a., a.1. Cercospora sp. b., b.1. Pestalotia sp. c., ¢.1. Alternaria sp

Fuente: esta investigacion, 2015.

Severidad de las enfermedades causadas por hongos asociados al laurel de cera

Una vez calculada la severidad de los sintomas ocasionadas por los hongos inoculados en
las plantulas del laurel de cera se encontr6 que el patdgeno con mayor severidad fue
Cercospora sp., con 62%, seguido de Alternaria sp., con 50% Yy por ultimo Pestalotia sp.,
con 39% con respecto al testigo donde las plantulas no presentaron ningln tipo de

sintomas.
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Figura 3. Porcentajes de severidad de los patogenos foliares.
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Fuente: esta investigacion, 2015.

De acuerdo a lo anterior se puede decir que la especies M. pubescen es mas susceptible al
hongo Cercospora sp., que a Alternaria sp. y Pestalotia sp. Al respecto Almodovar
(2008), reporta que algunos hospederos comunes de Cercospora sp son: almendro
(Terminalia catappa), roble plateado (Tabebuia argentea), mahoe (Hibiscus elatus) y
almécigo (Bursera simaruba). De acuerdo con Sosa (1999), en un estudio de especies
forestales, los arboles de Tabebuia Rosea fueron més susceptible a Cercospora sp con una
severidad del 2.5% y los pinos fueron la especie menos dafiada con respecto a la severidad
de la enfermedad. Para Alternaria sp Acosta et al. (2009), afirma que es uno de los géneros
mas frecuente en Pino, Cedro y Caoba; ademéas Garcia (2005), afirma que en Quercus
obtusata se consideran Alternaria tenuissima como hongos fitopatdgenos de gran

importancia por los dafios que causa al follaje.

Asimismo Pestalotia sp., se considera como patdgeno de enfermedades en coniferas y
segun Mufioz et al. (2007) provocan la formacion de pequefios chancros en los ramillos de

distintas especies de pino, teniendo la capacidad de colonizar sus hojas, alcanzado
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severidad de 10%; de igual modo Farfan et al. (2006), constataron que Pestalotia sp es la
causante de la “enfermedad de las costras o clavo del fruto de guayaba” y la severidad de la
enfermedad fue mayor en el sistema guayaba x café. Asimismo Flores et al. (2010)
sefialaron que Pestalotia fue unas de las principales enfermedades presentes en las

plantaciones de Teca (Tectona Grandis L.F) causando marchitamiento del follaje.

Prueba de patogenicidad en semilla

Las pruebas de patogenicidad, demostraron que los hongos de los géneros en semillas si
causan las enfermedades encontradas inicialmente en el laurel de cera; cuyos resultados

fueron similares o iguales a los signos observados en campo.

El género Trichothecium sp., inicid los signos a los seis dias después de la inoculacion, los
cuales empezaron con la aparicion de un micelio color blanquecino que recubrieron casi
toda la semilla, semejante a lo examinado en campo, donde el micelio recubria la totalidad
de la semilla (Figura 4. a., a.1); segun Fernandez (1974), el tejido infectado comienza por
oscurecerse para posteriormente desarrollar un micelio, primeramente blancuzco y que mas

tarde se vuelve negro.

De igual forma Nigrospora sp., inici6é los signos a los cuatros dias de la inoculacién, los
cuales comenzaron con aparicion de micelio de consistencia algodonosa color oscuro, esa
tonalidad oscura se forma por las estructura de conidiéforos y conidias (Figura 4. b., b.1).
En cuanto a esto Marin y Jiménez (1981), afirman que las especies de Nigrospora causan
infecciones en granos, presentando manchas necréticas puntuales que miden alrededor de 3

mm y son de color café rojiza.
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Figura 4. Signos de los patdgenos sobre semillas inoculadas de M. pubescens y en
condiciones de campo a., a.1. Trichothecium sp. b., b.1. Nigrospora sp.

Fuente: esta investigacion, 2015.

Porcentaje de semillas contaminadas

En cuanto al porcentaje de semillas contaminadas que también se derivo de las pruebas de
patogenicidad; se obtuvo como resultado, que el mayor porcentaje de contaminacion fue
para Nigrospora sp., con 90%, continuado por Trichothecium sp., con 70%; con relacion al

testigo, el cual no presento ningun tipo signos asociado a los patdgenos.
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Figura 5. Porcentaje de contaminacion de los patégenos en las semillas
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Fuente: esta investigacion, 2015

Referente a los resultados obtenido anteriormente se puede decir que las condiciones a las
que fueron sometidas las semillas (Temperatura de 25°C y Humedad relativa mas del 90%
en cadmara humedad), favorecié el desarrollo de Nigrospora sp., con relacion a
Tritrochecium sp., al respecto Barnett y Hunter (1972), sefiala que el género Nigrospora sp
es una especie distribuida en el suelo asociadas al detrimento de plantas y semillas y
obtienen los nutrientes necesarios para su desarrollo del material descompuesto. Por otro
lado Correa, et al. (2012) identificaron a Nigrospora sp como un hongo fitopatégeno
asociado a semilla sexual de las especies Acacia mangium Willd, Tectona grandis L y
Gmelina arborea Roxb.

De acuerdo con Fernandez (1974), Trichothecium sp., causa dafios en los conos de las
coniferas y algunos huéspedes son arboles de castafios y pinos; de igual forma Mathur y
Singh (1993), afirma que es un patdgeno llevados externamente en la semilla y pueden
causar deterioro de la calidad de la misma y mortandad pre o post-emergencia de plantulas;
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por otra parte Snchez (2006), sefiala que Trichothecium roseum es una especie patdgena
muy comun especies forestales, que se ha encontrado asociado a podredumbre de semillas

de Abies, Betula, Castanea, Fagus, Fraxinus, Pinus sylvestris y Quercus.

Distribucion de los hongos fitopatogenos asociado al laurel de cera

Con relacién a la distribucién de los patdégenos segun el anélisis de varianza, se observo
diferencias significativas para Fumago sp. (p = 0.0476) y para Trichothecium sp. (p =
0.0189) entre localidades, no hay diferencia entre arreglo ni en la interaccion localidad por
arreglo. Para el caso de Cercospora sp no se observd diferencia significativa entre

localidades, arreglo ni en la interaccion localidad por arreglo.

Tabla 1: Distribucion de los patogenos

Localidades Cercospora sp Fumago sp Trichithecium sp
88.67 A 2750A B 66.33 B
Vereda Botana
38.00 A 83.00B 38.67 A
Vereda Daza
4550 A 11.00 A 66.33 B

Corregimiento de Obonuco

*Letras distintas indica diferencias significativas (=0.05).

Fuente: esta investigacion, 2015.

Para el caso Fumago sp., la prueba de Tukey muestra que la distribucién es mayor en Daza
y en Botana, en comparacion con Obonuco donde la distribucion de los patdgenos se
consider6 menor. Lo anterior se debe a la presencia de una gran cantidad de insectos
chupadores del orden hemiptera que secretan sustancias azucaradas, donde este hongo se
desarrolla; encontrandose en las hojas, ramas y fuste de los arboles del laurel en las

localidades tanto en Daza y Botana. Segun Agrios (1978), este hongo es mas abundante en
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climas célidos y humedos; en este caso Tamayo (2007), indica que Fumago se encuentra
asociada a la presencia de insectos secretores de sustancias azucaradas que se depositan
sobre la superficie de tallos, hojas y frutos, que favorecen el crecimiento del hongo;
coincidiendo con lo que afirma Castro B (2000), que Fumago sp., en los citricos se
presenta por ataque previo de insectos que secretan sustancias pegajosas; especialmente en
épocas de mayor crecimiento vegetativos de los arboles.

De igual forma la prueba de Tukey muestra que la distribucion de Trichothecium sp., fue
menor en Daza y mayor en Botana y Obonuco. Esto se debe a que en Botana y Obonuco los
frutos del laurel de cera se encontraban en plena maduracion, lo cual favorecio la presencia
del hongo al presentar un medio propicio para que esté se desarrolle, por el contrario, en la
localidad de Daza los arboles se entraron en estado de fructificacion, permitiendo que el
hongo se desarrollara en menor cantidad, puesto que los frutos se encontraban en su
mayoria verde. De acuerdo con Gémez (2001), los frutos maduros son méas susceptibles al
ataque de hongos, porque proporcionan el sustrato para el crecimiento del patégeno, debido
a que son atraidos por la cantidad de azucares que estos presentan. De igual manera los
factores ambientales determinan el desarrollo celular fangico, entre los que predominan luz,
humedad, temperatura ambiental, altitud y precipitacion pluvial (Guzman, 2004; Rodriguez
del Valle, 1983; Betancourt, 1985).

Asimismo la distribucion de Cercospora sp., indica que no existen diferencias estadisticas
entre localidad, arreglo ni en la interaccién localidad por arreglo de acuerdo a la prueba de
Tukey. El desarrollo del patégeno y la manifestacion de la enfermedad estuvieron ligados a
la favorabilidad ambiental (Alta humedad relativa, temperatura y alta luminosidad) de cada
localidad; las cuales fueron similares. Segin Agrios (1997), sefiala que Cercospora sp., €s
favorecida por temperaturas altas, por lo que es mas destructivo en verano y meses calidos.
Aun cuando necesite de agua para penetrar a sus hospedantes, al parecer s6lo un rocio
abundante seria suficiente para producir infecciones numerosas. Igualmente Almodovar
(2008), afirma que en ambientes himedos y calidos, estrés ambiental y exceso de humedad

en el follaje o en el medio de crecimiento favorecen al desarrollo de Cercospora.
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Para el caso de Alternaria sp., Pestalotia sp., y Nigrospora sp., no fueron sometidas a
andlisis de varianza debido a que no se presentaron suficientes datos en las diferentes
localidades y arreglo, a consecuencias de la poca presencia de los sintomas y signos en los

arboles del laurel de cera asociado a los agentes causales.

Plan de manejo y prevencion para los hongos fitopatogenos asociados a M. pubescens

Teniendo en cuenta los hongos aislados e identificados de hojas y semillas del laurel de
cera y haber comprobado previamente su patogenicidad, se elabor6 el un plan de manejo
para las enfermedades ocasionadas por estos patdgenos, con el fin de prevenir su aparicion

y/o disminuir la severidad de las mismas.

Para la realizacion del plan de manejo se tuvo en cuenta los principios del manejo integrado
de enfermedades en plantas, en el cual se contempla el uso de varias estrategias 0 métodos
preventivos y curativos, entre estos: fisicos, mecanicos, quimicos, y culturales (Jarvis,
1998). Para el caso de las medidas curativas estas deben aplicarse dependiendo de la época
en la cual aparezcan las enfermedades, ocasionadas por los hongos patdgenos. Referente a
Cercospora sp aplicar en épocas secas, con relacion a Pestalotia sp, Alternaria sp, Fumago
sp., Trichothecium sp., y Nigrospora sp.; aplicar en periodos lluviosos; debido a que

presentan mayor favorabilidad en esos tiempo.

Por tratarse el laurel de cera de una especie forestal, se recomienda hacer uso de las
siguientes medidas de manejo y control de enfermedades:

Control fisico: los métodos fisicos contribuyen a erradicar el patdgeno o a reducir su

cantidad y comprenden medidas que utilizan temperaturas altas o bajas y, el uso de las

radiaciones (Pérez, 2010).
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Este tipo de tratamiento aplicado a las semillas puede responder a numerosas funciones:
eliminar diferentes patdgenos de las semillas, proteger a las semillas en la siembra contra
hongos del suelo; en pre y post emergencia y posteriormente, cuando la plantula emerge, la
protege por un tiempo limitado contra hongos que ocasionan enfermedades foliares.
Ademas de eso, el tratamiento garantiza la obtencion de un buen establecimiento del
material vegetal, especialmente en semilleros y viveros, y evita la diseminacion de los

organismos patogenos (Willian, 1991).

Por lo tanto para tratar la semilla del laurel de cera, la cual resulto contaminada con
Nigrospora sp. y Trichothecium sp., esta se la debe tratar con agua hirviendo,
sumergiéndola durante un periodo de 1 a 2 min., cuando se vaya a establecer semilleros de
este forestal. La temperatura del agua a ese tiempo garantiza la eliminacion de los
estructuras reproductivas de los hongos, dejando las semillas desinfestadas y garantiza la
viabilidad de las mismas (Garijo, 1991).

Control cultural: el control cultural trata basicamente de evitar la entrada del patdgeno en
el &rea y cuando ya esté presente, impedir que encuentre las condiciones favorables de
infeccion, multiplicacién y diseminacion (Lopes, 2001).

Para el caso del laurel de cera, afectado en su parte foliar por Cercospora sp., Pestalotia
sp., Alternaria sp. y Fumago sp. y en semillas por Trichothecium sp y Nigrospora sp dentro
de las medidas culturales para manejar estos hongos y las enfermedades que causan, se

recomienda:

-Realizacion de poda sanitaria, como se observo que los sintomas se presentan en arboles
de laurel de cera de diferentes edades, se recomienda hacer esta practica en el momento
mismo en que estos se muestren, asi mismo, una vez realizada la poda, se debe recolectar y

eliminar las partes afectadas, para disminuir la fuente de indculo de las enfermedades.
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-También se puede hacer poda de ventilacién para mejorar la aireacion e iluminacion en los
agroecosistemas donde se haga uso del laurel, ya que en plantaciones densas las
severidades de las enfermedades causados por los hongos anteriormente mencionados es
mayor (Agrios, G.N. 1997).

Con respecto a Fumago sp., ademas de lo anteriormente indicado, el control de la
enfermedad, se puede realizar mediante el empleo de agua y jabdn neutro, para lo cual se
debe disolver una cucharada sopera de jabon bruto en un litro de agua hirviendo y se deja
entibiar para luego fumigar, proceso que se repite cada 15 dias hasta que desaparezca el
patégeno por completo (MEGA, 2002).

Referente a Trichothecium sp., y Nigrospora sp., los cuales atacan en el estado de
fructificacion del laurel de cera, es necesario también hacer podas de sanidad, con el fin de
disminuir las fuentes de indculo, asi como destruccion del material infectado. Ademas se
debe utilizar semillas libres de patdgenos, ya que esto garantiza la obtencion de plantulas de

laurel de cera sanas o en condiciones Optimas para su traslado a vivero o campo.

Control quimico: El control quimico de enfermedades de plantas hace referencia al uso de
sustancias toxicas, de sintesis quimica, con accion biocida, con el objetivo de matar a los
patdgenos que afectan las especies vegetales. Se trata de uno de los tipos de control de
mayor difusion ya que da buenos resultados en el corto plazo. En lo que ha fungicidas se
refiere estos constituyen el principal grupo de productos quimicos utilizados para el manejo
de las enfermedades de plantas, los cuales pueden actuar como preventivos o curativos, ya
que pueden permanecer en la superficie de la planta o pueden ingresar a la misma, moverse

dentro e incluso alcanzar el sistema vascular y trasladarse por éste (Mondino, 2011).

El control quimico para los patogenos, en algunos casos no es generalizado, y depende de
la especie de hongo fitopatdgeno que se vaya a controlar, por lo tanto, para los hongos que
causan enfermedades en el laurel de cera, se recomienda utilizar los siguientes productos

quimicos:
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- Cercospora sp.
Segun Romero (1988), sefiala que las especies de Cercospora se pueden manejar con
aspersiones foliares de Benomil, utilizandose dosis de 500 g disueltos en 100 L de agua,
cuya aplicacion debe hacerse a la aparicion de los primeros sintomas, y repetir las
aplicaciones cada 15 dias mientras la enfermedad este presente. Benomil es un fungicida
curativo y erradicante. También, se puede utilizar fungicidas a base del i.a Chlorothalonil,

en dosis 25 a 40 cc/ L agua, cuyo modo de accidn es preventivo.

- Pestalotia sp.
Para el control de este hongo MAGA (2002), sefiala que se realice aplicaciones de
funguicidas preparados con oxicloruro de cobre, en una solucion de 300 g del producto por
100 L de agua, el cual debe aplicarse cada 15 dias, si la infeccion inicial es bastante severa.
El Tiabendazol, en dosis 20cc/L agua, también es utilizado para el manejo de enfermedades
ocasionadas por Pestalotia, obteniéndose buenos resultados por su modo de accién que es

sistémicos, dando una proteccion adicional a los tejidos expuestos o0 nuevos.

- Alternaria sp.
Segun Mendoza (1996), se pueden realizar aspersiones foliares preventivas con Mancozeb,
dosis comercial, a partir de la aparicion de los sintomas y dependiendo de la prevalencia de
la enfermedad; con respecto a este patdgeno, Agrios (1988), indica que la aplicacion de
fungicidas es efectiva si se comienza al inicio del periodo vegetativo, antes de que las
lesiones se multipliquen. De igual manera, son efectivas las aspersiones con Sulfato de

Cobre Pentahidratado, en dosis de 1.5 ml /L de agua.
- Fumago sp.

MAGA, 2002, indica que la mejor manera de controlar este hongo es combatiendo las

poblaciones de los insectos, especialmente los chupadores, para ello recomienda aplicar
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productos como el Ometoato, Dimetoato o Malathion en dosis de 80, 100 y 125 mililitros

de ingrediente activo en cada 100 litros de agua, respectivamente.

- Trichothecium sp. y Nigrospora sp.
ENTREVISTA con Molina, 2015, recomienda aplicar fungicidas compuestos a base de
Carboxin + Captan, en dosis comercial, siendo el modo de accién de este producto
preventivo + curativo, de la misma manera Cymoxanil + Mancozeb o Azoxystrobin+
Ciproconazole, siendo este ultimo un fungicida preventivo, curativo y antiesporulante, que

se debe aplicar en dosis de 0,4 Kg/ L de agua, por un periodo de 20 a 25 dias.

CONCLUSIONES
Se aislaron e identificaron seis hongos asociados al laurel de cera, encontrandose en la parte
foliar a Cercospora sp., Pestalotia sp., Alternaria sp., y Fumago sp., y en semilla a
Trichothecium sp. y Nigrospora sp., ademas se comprobo la patogenicidad mediante los
postulados de Koch a Cercospora sp., Pestalotia sp., Alternaria sp., Trichothecium sp. y
Nigrospora sp. Para los cuales se realizé un plan de manejo que incluye un control fisico,

cultural y quimico.

El mayor porcentaje de severidad de los patégenos en los géneros foliares de laurel de cera
lo obtuvo Cercospora sp., con 62%, seguido de Alternaria sp., con 50% y Pestalotia sp.,
con 39%; en semilla el mayor porcentaje de contaminacién fue para Nigrospora sp. con

90% y el menor Trichothecium sp. con 70%.

La distribucion de los patdgenos indica que hubo diferencia significativa para Fumago sp
(p =0.0476) y Trichothecium sp (p = 0.0189) entre localidades, para el caso de Cercospora

sp no se presento diferencia significativa.
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