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RESUMEN

La enfermedad de muerte regresiva y pudricion
del fuste de Pachaco (Schizolobium parahybum Vell Blake)
fue detectada inicialmente 1988, matando arboles jovenes
en la zona central del Tropico Humedo Ecuatoriano, desde
entonces, cada ano, miles de darboles mueren por esta
causa. En el ario 2002 se realizo la presente investigacion
que abarco tres rodales de distintas edades, ubicados en
provincias diferentes, planteandose los siguientes objetivos:
describir la sintomatologia de la enfermedad, su incidencia
en las zonas de estudio e identificar los microorganismos
asociados a drboles de S. parahybum enfermos. La
enfermedad mostro una sintomatologia compleja,
empezando con una marchitez vascular y perdida de
coloracion verde oscura de las hojas hasta tornarse
clordticas. Las heridas no cicatrizadas mostraron una

pudricion circular que afecta la corteza y el xilema,

emanando fluidos de color amarillo claro a café oscuro,
con fuerte olor a materia organica en descomposicion. En
la provincia de Los Rios (rodal mayor a 25 arnios) se
encontro la mayor incidencia de la enfermedad (55%,),
seguido de las provincias Esmeraldas (rodal de 8 afios) y
Santo Domingo de Los Tsachilas (rodal de 4 arios) con 29
v 24%, respectivamente. De darboles enfermos se aislaron
e identificaron cinco hongos, tres a nivel de género:
Macrophoma sp., Fusarium sp. y Graphium sp. y dos a
nivel de especies: Ceratocystis paradoxa (Dade) y C.
moniliformis (Hedgc.). Las pruebas de patogenicidad
demostraron que C. paradoxa, Macrophoma sp. y C.
moniliformis provocaron los mayores valores de volumen
aparente de necrosis con 5.40, 3.55 y 3.48 cm’
respectivamente.
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SUMMARY

Dieback disease and stem rot of Pachaco
(Schizolobium parahybum Vell Blake) was detected
initially in 1988, killing young trees in the Ecuadorian
Humed Tropics, since then, thousands of trees are dying
annually. The present investigation was made in 2002,
where were included three rodales of different ages, located
in different provinces. The aim for this research was
describe the symptoms its incidence in the zones of study
and identifying the associated microorganisms affecting
S. parahybum. The disease showed complex symtoms,
beginning with a wither of dark, green coloration of the
leaves until becoming clorotics. The healed wounds did
not show a circular root that affects the crust and xylem, of
where emanates fluid of clear yellow color to dark coffee,
with strong smell to organic matter in decomposition. In
Los Rios province (rodal more than 25 years old) the
greater incidence of the disease was 55%, followed by he
provinces of Esmeraldas (rodal of 8 years old) and Santo
Domingo de Los Tsachilas (rodal of 4 years old) with 29
Of ill trees five fungi isolated
themselves and identified, three at sort level: Macrophoma

and 24% respectively.

sp., Fusarium sp. and Graphium sp. and two at level of
species: Ceratocystis paradoxa (Dade) and C.
Moniliformis (Hedgc.). The pathogenicity tests
demonstrated that C. paradoxa, Macrophoma sp. and C.
moniliformis caused the higher values of apparent volume
of necrosis with 5.40, 3.55 and 3.48 cm’ respectively.

INTRODUCCION

El creciente interés por el establecimiento de
plantaciones forestales con especies de rapido crecimiento
entre los sistemas de produccion predominantes del Tropico
Humedo Ecuatoriano (THE), ha motivado el manejo intensivo
de rodales puros de varias especies nativas e introducidas,
entre las que se destaca Schizolobium parahybum Vell Blake
(pachaco). S. parahybum es un arbol que pertenece a la
familia Fabaceae, originario de la cuenca amazonica,
sobresale por ser muy vistoso, de fuste recto sin ramas y
que en su parte superior tiene grandes racimos alargados
de hojas (Rosales et al., 1999). A la distancia se lo observa
como un arbol gigantesco parecido a un helecho. Alcanza
alturas de mas de 30 my hasta 1 m de diametro a la altura del
pecho (Tipan, 1982; Montenegro, 1987). Este arbol, puede
llegar a obtener un Incremento Medio Anual (IMA) de 25 a
50 m*® ha'! afio!, de madera semidura, caracteristicas
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apropiadas para la industria en la fabricacion de tableros de
plywood (Torres, 1995).

Las bondades y cualidades que muestra esta
especie forestal, atrajo el interés de empresarios madereros
y agricultores, quienes a partir de las décadas del 70 y 80 del
siglo XX, iniciaron las primeras plantaciones y la
introdujeron a sus sistemas de produccion, ademas, se la
consideré6 como una especie promisoria en los planes
nacionales de reforestacion (Estrada, 1997). Sin embargo, a
finales de los afios 80, aparecié en el THE una extrafia y
compleja enfermedad, que ha provocado la muerte de miles
de hectareas plantadas con S. parahybum. Puntualmente,
la enfermedad fue observada por primera vez en el afio de
1988, cuando los arboles de un rodal de 10 afios de edad
estaban muriendo en la Estacion Experimental Tropical
Pichilingue (EETP) del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias del Ecuador (INIAP)
(Cannon, 1990). La enfermedad muestra caracteristicas de
marchitez vascular y desde su deteccion ataca plantaciones
de diferentes edades (Belezaca & Suarez, 2001; Belezaca,
2002; Belezaca et al., 2009). Poco tiempo después de su
deteccion, se dirigieron esfuerzos para determinar la etiologia
de la enfermedad, siendo entonces que Cannon (1990) y
Ramirez (1990) investigando separadamente, confirmaron la
presencia de un hongo ascomicete perteneciente al género
Ceratocystis como el agente etioldgico. Sin embargo,
reportaron que la sintomatologia asociada a dicha pudricion
era muy compleja y hacia sospechar que habria otros
organismos involucrados en dicho proceso.

Desde entonces, la enfermedad provocé que los
productores madereros dejen de establecer plantaciones con
esta especie forestal en el THE, debido al temor de perder la
inversion realizada (Belezaca & Suarez, 2003). Es probable
que la disminucioén en el nimero de hectareas plantadas
con S. parahybum debido a la enfermedad esté
incrementando la presion de los bosques naturales por la
demanda de madera y consecuentemente aumentando la
tasa de deforestacion nacional. A partir de estos hechos, el
presente trabajo tuvo como objetivos: describir la
sintomatologia de la enfermedad, su incidencia en cada una
de las zonas de estudio e identificar los microorganismos
que se encuentren asociados a arboles de S. parahybum
enfermos.

MATERIALES Y METODOS
Areas de estudio. El estudio se realiz en la zona

central del Tropico Humedo Ecuatoriano (THE) entre los
afnos 2000 a 2002, se seleccionaron tres rodales, cada uno
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ubicado en una provincia diferente: 1) Los Rios (01° 04’
26”Sy79°24’14” W), 2) Esmeraldas (00° 19’ 10” N y 78°
26’00” W)y 3) Santo Domingo de los Tsachilas (00° 01’36
Ny 79°22°17” W). En el Cuadro 1 se detallan algunos
parametros dasométricos y climaticos de cada uno de los
rodales y en la Figura | se muestra la ubicacion geografica
dentro del pais, de los lugares estudiados.

Recoleccion y analisis de muestras. Muestras de
tejidos se obtuvieron a partir de arboles con sintomas de
enfermedad. Tejidos procedentes de heridas mecénicas
cicatrizadas y sin cicatrizar y tejidos vasculares con
coloracion café oscuro a gris se recolectaron en bolsas de
papel y fueron llevadas al laboratorio para su analisis.
Secciones de tejidos fueron ubicadas en recipientes de

Variahles Loz ERioz Eznweraldas Sante Domingp de Cuadro 1.
loz T sichilas Ubicacion,
Sup exficie (hectareas) 1E B superfic'le y valores
i - - : promedio de
il (aiins) s variables
sAliura {m} 30 13 13 dasométricas y
Diamwetre (DAPY {em) 0 35 18 climaticas de los
Y R P T 79 500 625 rodales de
Schizolobium
Precipitaciin {mm) 2905 4055 3852
b parahybum en cada
Temperatura " C} 27 255 241 provincia al
Humed ad relatira (%) a5 515 874 momento de la
Helinfnia (horas por luz an) 915 298 2 evaluacion.
Abivted (nsam} 120 200 250

Fase de laboratorio. Los aislamientos y pruebas de
patogenicidad se efectuaron en el laboratorio e invernadero
del Departamento Nacional de Proteccion Vegetal (DNPV)
de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue (EETP) del
Instituto Nacional Autéonomo de Investigaciones
Agropecuarias del Ecuador (INIAP), ubicadaen el km 5 de
la via Quevedo — El Empalme.

Evaluaciones de Campo. En cada rodal estudiado
se delimitd una ha de superficie, dentro de la cual se
registraron los arboles muertos, enfermos y aparentemente
sanos. Para determinar la incidencia de la enfermedad se
empled la ecuacion [ 1] (Zadoks & Schein, 1979). Se realizaron
observaciones y anotaciones sobre la sintomatologia y
distribucion de la enfermedad en el campo. Posteriormente,
se efectuaron cortes profundos en el fuste de arboles
enfermos y sanos con el proposito de establecer diferencias
visibles en cuanto a la coloracion de la madera.

2. drboles enfermos

Yl =

x 100 [

Zcirbc:'.-:’és de ln muestra

Donde: %I = Incidencia de la enfermedad en porcentaje.

vidrio que cumplieron la funcién de cdmara humeda para
estimular el desarrollo de patdgenos presentes. Trozos de
tejidos de aproximadamente 0.5 x 0.5 cm se desinfectaron en
NaClO al 5% durante 3 minutos y enjuagaron por tres
oportunidades con H,O destilada estéril, finalmente se
cultivaron /n vitro en placas de Petri conteniendo medio de

Figura 1. Ubicaciéon de los rodales estudiados de
Schizolobium parahybum, representados en un mapa
digital del Ecuador continental. 1: provincia de Esmeraldas,
2: provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, 3: provincia
de Los Rios.
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cultivo PDA (papa — dextrosa — agar) mas vitamina Bl
(tiamina) al 0.005% (Commonwealth Mycological Institute,
1983). Las placas de Petri se incubaron a 24 + 2 °C durante 96

horas.
La

identificacion se realizé con la ayuda de claves taxondmicas
(Hunt, 1956; Von Arx, 1981; Barnett & Hunter, 1986; Hanlin,
1992). Cuando existié dudas, colonias tipo fueron enviadas

Identificacion de microorganismos.

para su identificacion al Departamento de Fitopatologia
(Department of Plant Pathology) de la Universidad de Iowa,
USA.

Pruebas de patogenicidad. Se inocularon plantas
de S. parahybum de 4 meses de edad con una altura y
diametro promedio de 50 cmy 1.5 cm respectivamente, bajo
condiciones de invernadero (24 + 2 °C 'y 75% de humedad
relativa). Las inoculaciones se realizaron en el tallo de las
plantas, a una altura de 10 cm sobre el nivel del suelo, donde
con un bisturi esterilizado se realiz6 un corte inclinado que
comprometio la corteza y la albura, en el que se deposito 1
mL de suspension, a razon de 250,000 unidades de infeccion
por mL para el caso de los microorganismos (ascosporas y
conidias segiin correspondiera a cada hongo), y 1 mL de
H,0 destilada estéril en el caso del control. El corte fue
cubierto con algodén hiimedo estéril y cinta de parafilm.
Las plantas se mantuvieron dentro del invernadero durante
90 dias después de las inoculaciones, y una vez concluido
este tiempo se las diseccionod, y con un pie de metro se
midio6 el area aparente de necrosis, provocada por cada
microorganismo en la madera de las plantas. Las mediciones
se hicieron en las tres dimensiones (largo, ancho y
profundidad) de cada planta, y con estos valores se estimo
el volumen aparente de necrosis (VAN). Para cumplir con el
cuarto postulado de Koch, de cada tratamiento se sembraron
trozos de madera necrosada en medio de cultivo PDA y
después de 96 horas se hizo la identificacion de los
microorganismos aislados.

Tratamientos y Disefio Experimental. El
experimento estuvo conformado por 6 tratamientos,
constituidos de cinco microorganismos (Ceratocystis
paradoxa, C. moniliformis, Macrophoma sp., Graphium
sp., Fusarium sp.) aislados de arboles de pachaco enfermos,
mas el control, que consistio en inocular inicamente H,O
destilada estéril. Por cada tratamiento se analizaron 20
repeticiones (20 plantas). Los tratamientos se distribuyeron
en un diseno completamente al azar (DCA).

Analisis Estadistico. Se empled el paquete
estadistico SYSTAT 11. Efectuandose un analisis de varianza
ANOVA de una via, y cuando existieron diferencias
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estadisticas significativas entre tratamientos, se aplico la
prueba de separacion de medias de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS

Descripcion de la sintomatologia y distribucion de

La enfermedad presenta una

sintomatologia muy compleja, empieza con una marchitez
vascular, acompanada de la pérdida de coloracion verde
oscura de las hojas hasta tornarse clordticas. Las yemas
terminales de las ramas empiezan a secarse ocasionando la
muerte descendente de las mismas, haciendo que se caigan
o queden suspendidas hacia abajo (Figura 2 A). En el fuste
se presenta una pudricion circular que afecta la corteza y el
xilema de los arboles. Inicialmente, la madera de la zona
afectada adquiere una coloracion café claro o café oscuro.
De la lesion emana constantemente exudaciones de color
amarillo claro o café oscuro, con un fuerte olor a materia
organica en descomposicién. En algunas heridas
recientemente hechas, aunque no en todas, suelen
observarse peritecios de Ceratocystis spp. En los arboles
fuertemente atacados por la enfermedad, el dafio alcanza
algunos centimetros de profundidad, destruyendo el tejido
vascular del area circular del fuste, el xilema cambia de color
blanco (arbol sano) a pardo oscuro (Figura 2 B). Cuando la
sintomatologia empieza en arboles jovenes, estos tratan de
defenderse emitiendo brotes epicérmicos. Sin embargo, a
medida que la enfermedad avanza, se secan y quedan
adheridos al fuste. Los arboles contintian emitiendo los
brotes epicormicos hasta que el arbol muere completamente.

Figura 2. Sintomas y signos de la enfermedad de
Schizolobium parahybum. A) Arboles mostrando clorosis
del sistema foliar, muerte de yemas y ramas superiores, y
formacion de brotes epicérmicos. B) Tejidos vasculares
lesionados, presentando una coloracion pardo oscuro,
acompaiados de fluidos segregados por el arbol.
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Incidencia de la enfermedad. En el area muestreada
del rodal de la provincia de Los Rios, existieron 84 arboles
vivos en pie, de los cuales 46 presentaron sintomas de
enfermedad lo que representa el 55% de arboles enfermos.
Mientras que en el area experimental del rodal de la provincia
de Santo Domingo de los Tsachilas, se encontraron 370
arboles vivos en pie, de los cuales 88 estaban enfermos,
reflejando una incidencia de la enfermedad de 24 %. Por
otro lado, en el area del rodal de la provincia de Esmeraldas,
se registraron 210 arboles vivos en pie, de estos, 62
mostraban sintomas de enfermedad, representando un 29%
de arboles enfermos. No obstante, el comportamiento de la
enfermedad en el campo mostré un patrén de agregacion,
ya que en los tres rodales, los arboles con presencia de
sintomas se encontraban agrupados.

Microorganismos aislados. Se aislaron cinco
especies de hongos, de los cuales, tres se identificaron a
nivel de género: Macrophoma sp., Fusarium sp.y Graphium
sp., mas dos especies del género Ceratocystis; C. paradoxa
(Dade) y C. moniliformis (Hedgc.), las mismas que fueron
enviadas al Departamento de Fitopatologia (Department of
Plant Pathology) de la Universidad de Iowa, USA, donde se
confirmé su identificacion (Fig. 3 y 4).

Figura 3. Diferencias morfolégicas entre A) Ceratocystis
paradoxay B) C. moniliformis a las 96 horas en medio
de cultivo PDA (papa — dextrosa —agar).

g

Figura 4. Fotografias registradas en un microscopio
compuesto. Peritecios madurosy juveniles de

A) Ceratocystis paradoxa'y B) C. moniliformis,
aumentado 200 veces.

Pruebas de patogenicidad. El ANOVA mostro
diferencias significativas entre los tratamientos (F=33.86,
p=0.000). Como se observa en la Figura 5, C. paradoxa
mostré el mayor volumen aparente de necrosis (VAN) con
5.40 cm?, diferenciandose de los tratamientos Fusarium sp.,
Graphium sp., y H,O estéril, que presentaron valores mas
bajos, 2.44, 1.49 y 1.46 cm® de VAN respectivamente. Sin
embargo, fue estadisticamente similar a Macrophoma sp.
(3.55 cm® de VAN), y C. moniliformis (3.48 cm® de VAN).
Cabe mencionar que pese a existir necrosamiento de la
madera en todos los tratamientos, no se observd en las
plantas inoculadas una pudricion del tallo (fuste) similar a la
detectada frecuentemente en el terreno a nivel de
plantaciones. Se confirmé el cuarto postulado de Koch,
reaislandose en el 100% de las muestras de tejidos
necrosados, los microorganismos inoculados previamente.
No obstante, ademas de reaislarse los microorganismos
inoculados individualmente, de los trozos sembrados en
medio de cultivo PDA, en todos los tratamientos se aisld
Macrophoma sp., incluido en el tratamiento H,O esteril
(control). Durante el tiempo que durd la investigacion (90
dias), ninguna planta muri6.
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Figura 5. Volumen aparente
de necrosis (VAN) en plantas
de Schizolobium parahybum
(pachaco), después de 90 dias
de inoculadas con
microorganismos aislados de
arboles de pachaco enfermos.
Los valores representan la
media de veinte unidades de
observacion, con barras de
error estandar. Medias

Nl
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DISCUSION

La enfermedad de S. parahybum (pachaco)
presentd una sintomatologia similar en los tres rodales
estudiados. La incidencia de la enfermedad vari6 entre los
rodales, siendo el rodal de la provincia de Los Rios, el que
mostro la incidencia mas alta con 55%, sin embargo, doce
afos antes, en este mismo rodal, la incidencia fue de 19%
(Ramirez, 1990). El incremento en la incidencia de la
enfermedad después de doce afos, puede deberse a la edad
de la plantacion, ya que al momento de la evaluacion,
sobrepasaba los 25 afios. Ademads, se encontraron arboles
caidos que con sus ramas habian lesionado las raices
tablares, fuste y ramas de los arboles vecinos, brindando la
puerta de entrada a microorganismos que rapidamente
colonizan y enferman a los arboles heridos. Por otro lado,
los valores de incidencia encontrados en los rodales de las
provincias de Esmeraldas y Santo Domingo de los Tséachilas,
29% (8 afnos) y 24% (4 afios) respectivamente, indican que
conforme aumenta la edad de las plantaciones, también lo
hace la incidencia de la enfermedad.

Considerando el patron de comportamiento bien
definido que la enfermedad muestra en el campo, hace
sospechar que cada grupo de arboles enfermos son focos
de infeccidon y posiblemente se inicia con la enfermedad de
uno de ellos y gradualmente va infectando a los demas.
Este comportamiento es caracteristico de enfermedades
vasculares, cuya diseminacion suele seguir patrones
circulares a partir de una fuente inicial (Zadoks & Schein,
1979; Kile, 1993; Juzwik & Meyer, 1997).

La presencia de Fusarium sp., Macrophoma sp.,
Graphium sp., C. paradoxa y C. moniliformis en tejidos
enfermos de S. parahybum, son por primera vez reportados
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Fusanisn 5.

seguidas por la misma letra
no presentan diferencias
estadisticas significativas
(P<0.05).

Graphivnr 50, H-O estéril

en este estudio. No obstante, estudios previos realizados
por Ramirez (1990) y Cannon (1990) a inicios de la década de
los afios 90, revelaron la presencia de C. fimbriata,
vinculandolo al proceso de la enfermedad. Por otro lado,
Roux et al. (2000) y Geldenhuis et al. (2001) realizaron
estudios en el Noroccidente del Ecuador y aislaron e
identificaron a C. fimbriata, C, moniliformis y Chalara
elegans asociados a arboles enfermos, sin embargo, no
realizaron pruebas para confirmar su patogenecidad y mas
aun asegurar que eran los agentes causales de la
enfermedad.

Considerando el hecho que en la presente
investigacion no se aislo C. fimbriata y C. elegans, o que
los autores antes mencionados no hayan aislado Fusarium
sp., Macrophoma sp., Graphium sp.,y C. paradoxa, no es
un indicador que todos estos microorganismos no estén
asociados a la enfermedad.

Por otra parte, de acuerdo a los postulados de Koch
realizados en la presente investigacion, C. paradoxa seria
el agente causal primario de la enfermedad de pachaco,
debido a que alcanz6 el mayor VAN (5.40 cm?) sin embargo,
al no haber diferencias estadisticas entre Macrophoma sp.
(3.55 cm® de VAN) y C. moniliformis (3.48 cm® de VAN),
podria sugerirse que la enfermedad es el resultado de la
accion en conjunto de estos microorganismos patégenos.
Por otra parte, pese a que Macrophoma sp. no ocasiono el
mayor volumen de necrosis, fue reaislado en los tejidos
necrosados de todos los demds tratamientos inoculados
con otros microorganismos, lo cual hace notar su
peligrosidad (Belezaca & Suérez 2003). Esto concuerda con
lo expresado por Hollyday (1980), quien menciona que
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Macrophoma es conocido por su capacidad de causar dafio
en especies lefiosas.

Considerando que en la presente investigacion se
detectaron dos especies del género Ceratocystis en arboles
enfermos de S. parahybum, cabria la posibilidad que otra u
otras especies adicionales a las encontradas, estén
asociadas a la compleja enfermedad. Esta posibilidad toma
fuerza debido que otros investigadores han encontrado
especies diferentes de Ceratocystis en pachaco (Ramirez,
1990; Cannon, 1990; Roux et al., 2000; Geldenhuis et al.,
2001). La naturaleza propia de las plantaciones forestales,
caracterizada por la masificacion de arboles en densidades
altas, brindan ambientes ideales para que especies como C.
fimbriata puedan estar presentes, situacion que ya ha sido
reportada en plantaciones de otras especies forestales como
Eucaliptus grandis (Barnes et al., 2003) y Gmelina arborea
(Wingfield & Robison, 2004) en Suramérica.

CONCLUSIONES

La enfermedad que se presenta en plantaciones de
S. parahybum posee una sintomatologia muy compleja,
donde al parecer la incidencia de la enfermedad se incrementa
conforme aumenta la edad de las plantaciones.

La presencia de arboles enfermos agrupados dentro
de la plantacion, demuestra un claro patron de agregacion
de la enfermedad, que posiblemente se inicia cuando unos
pocos arboles dispersos y altamente susceptibles se
enferman, convirtiéndose en el foco inicial de la enfermedad.

Considerando la caracteristica de algunas especies
del género Ceratocystis para causar daflos en especies
forestales, podria esperarse y tal como lo demuestran las
pruebas de patogenicidad que C. paradoxa y C.
moniliformis estén ocasionando la compleja enfermedad, y
en asocio con Macrophoma sp. que posee especies muy
patogénicas para especies lefiosas.
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