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Resumen

Los objetivos de esta investigacion, fueron identificar el agente causal de quema en
las aciculas de plantulas de Pinus caribaea Morelet var. hondurensis en Uverito, Monagas,
Venezuela, y evaluar su sensibilidad In Vitro a fungicidas. La enfermedad se presenta en
plantulas de vivero y comienza a manifestarse como lesiones clordticas que luego se tornan
de color marréon cobrizo y posteriormente marron claro. El hongo ocasiona, ademas,
pudricion basal. Sobre la base de las caracteristicas morfométricas de las estructuras
asexuales producidas a los siete dias en HCA (hojas de clavel — agar), el patogeno se
identifico como Cylindrocladium pteridis Wolf. La formacion de microconidios rectos y
curvados y la forma clavada de la vesicula, fueron los parametros taxonémicos
principalmente considerados para la identificacion de la especie. La inhibicion del
crecimiento y de la esporulacion In Vitro fueron las variables de sensibilidad estudiadas.
Benomil, Mancozeb y Carboximida demostraron ser los productos mas eficientes en la

inhibicion del desarrollo del hongo.



Abstract

The objectives of this research were to identify the causal agent of needle blight on
Pinus caribaea Morelet var. hondurensis seedlings in Uverito, Monagas, Venezuela, and to
evaluate its sensitivity /n Vitro to fungicides. The disease affects needles of nursery
seedlings which initially show chlorosis that later became cooper-brown colored and then
light brown. Besides, the fungus causes seedlings-basal rot. Based on the characteristics of
the asexual structures produced during seven days on carnation leaf-agar, the
microorganism was identified as Cylindrocladium pteridis Wolf. Microconidia straight and
curved and vesicle morphology were the main taxonomic features considered for the specie
identification. Mycelial growth and sporulation inhibition were the variables measured in
the tests of sensitivity to fungicides. Benomyl, Mancozeb and Carboximide were the most

effective substances that inhibited the fungus development.



INTRODUCCION
Importancia del problema

El crecimiento y desarrollo de una planta bajo condiciones naturales o en
plantaciones, es el resultado de la interaccion entre una serie de factores genéticos y
ambientales, siendo estos ultimos los que modifican en mayor o menor grado el potencial de
la respuesta fenotipica. Entre los factores ambientales se incluyen los patogenos, los cuales
pueden llegar a alterar las caracteristicas morfologicas o los procesos fisiologicos a niveles
econdémicamente importantes (Agrios, 1973).

En Venezuela, durante las udltimas décadas, se ha registrado un importante
incremento de la superficie plantada con especies forestales destinadas a la produccion de
pulpa para papel, particularmente la utilizada con pino caribe en los estados Monagas y
Anzoategui y, con eucalipto en Portuguesa (Marquez, et al., 1994; Sharma y Mohanan,
1982). -

En pino caribe, la importancia econdmica de los dafios es atribuible principalmente a
enfermedades causadas fundamentalmente por hongos y bacterias. Al respecto, resulta
ineludibie menciona; los dafios provocados por especies pertenecientes a los géneros de
hongos Mycosphaerella, Sphaeropsis, Cylindrocladium, Coleosporium y Fusarium (Ivory,
1994; Mohali, 1996). Sobre los arboles corrientemente medra una gran cantidad de especies
patogenas, las cuales ocasionan dafios importantes, traducidos en disminucion de las tasas de
crecimiento, asi como de la calidad y cantidad de la pulpa a cosechar (Holmquist, 1990).

Pérdidas economicas derivadas de la mortalidad de arboles, aisminucion de los

rendimientos y calidad del producto comercial, han sido reportadas en pino caribe en



Venezuela (Holmquist, 1990). Estas pérdidas fueron atribuidas a hongos patogenos. Por lo
anterior, se hace necesario realizar estudios que permitan suministrar la informacion
necesaria para aplicar medidas que conduzcan a evitar futuras pérdidas, entre estas destacan,
estudios sobre los agentes causantes de enfermedad y de practicas de control, los cuales son
fundamentales para establecer el combate apropiado de una enfermedad.

La informacion relacionada con la ocurrencia e importancia de Cylindrocladium spp.
en numerosos hospederos es abundante (Crous, Phillips y Wingfield, 1993). Sin embargo, en

Venezuela son pocos los estudios que han sido realizados con estos patdgenos y, mas aun,

en especies forestales.

Justificacién de la Investigacion

Durante inspecciéﬁ sarﬁtaria realizada en Julio de 1998 en bancales de viveros y
rodales de pino caribe en Uverito, estado Monagas, se detectaron anomalias en aciculas y
raices. Los sintomas observados se apreciaron similares a los descritos en enfermedades
causadas por especies del género Cylindrocladium. A nivel de laboratorio, en los materiales
colectad;s se obsen;aron estructuras reproductivas con las caracteristicas del género en
referencia, lo cual hizo germinar la idea de desarrollar un estudio que contribuyera al
conocimiento de las especies de este género que estan asociadas con el pino caribe en
Venezuela y, sobre las posibilidades de control que pudieran implementarse.

La enfermedad es importante pcrque quema las aciculas, destruye las raices (Crous y
Wingfield, 1994); y ademas, predispone a la planta a infecciones causadas por otros agen‘es

patogenos convirtiéndolas en sanitariamente inapropiadas para el transplante.



Varias especies de Cylindrocladium (C. pteridis, C. floridanum, C. scoparium, C.
clavatum, C. colhounii var. colhounii) y Cylindrocladiella han sido reportadas como
patogenos, en especies del género Pinus (Crous, Wingfield y Alfenas, 1993; Crous y
Wingfield, 1993, 1994; CAB International, 1993; Rattan, et al., 1983; Kuhiman, et al.,
1980; Hunter y Barnett, 1978; Hodges y Cardoso, 1972). Las que mas comunmente han
sido asociadas con enfermedades en pino caribe son C. pteridis y C. clavatum (Crous,
Wingfield y Alfenas, 1993; Crows y Wingfield, 1993; Hodges y Cardoso, 1972). Por otra
parte, Hunter y Barnett (1978), sefialaron que tanto plantulas como individuos adultos de
coniferas, son vulnerables a C. floridanum, C. scoparium y C. crotalariae (designado a
partir de 1993 como C. parasiticum por Crous, Wingfield y Alfenas, 1993).

La identificacion correcta de la especie de Cylindrocladium que afecta el pino caribe
en el estado Monagas, fue importante para el desarrollo del conocimiento que permitié
entender el comportamiento del patogeno, las condiciones climaticas y la relacion
hospedante-patogeno-clima, a los fines de inferir en posibles practicas de control que

conduzcan a la reduccion de los niveles de la enfermedad.

Significado y Alcance

En Venezuela el género Cylindrocladium ha sido poco estudiado, especialmente en
pino caribe, cuya superficie de siembra se encuentra en franco aumento y wbrWdo
actualmente las 509.000 hectireas en la region oriental del pais (Marquez, et al., 1994,

Holmquist, 1990). La explotacion de pino caribe proporciona ocipacién a un mumero



importante de personas en el estado Monagas y, ademas, suministra materia prima para la
industria.

El presente estudio permitid identificar la especie de Cylindrocladium que esta
afectando las plantaciones en el area de estudio; como también, la seleccion de los productos
quimicos que pudieran ser utilizados, de ser necesario, para el control de enfermedades
causadas por hongos del mismo género, presentes en las plantaciones de la empresa CVG-

PROFORCA, ubicadas en Uverito, Edo. Monagas, Venezuela.



OBJETIVOS

Generales:

1.- Identificar la especie del género Cylindrocladium que afecta al pino caribe.

2.- Evaluar la sensibilidad de la especie de Cylindrocladium que afecta al pino caribe a la
accion de ocho productos quimicos.

Especificos:

1.- Evaluar la capacidad de esporulacion bajo el efecto de los productos quimicos.

2.- Determinar la tasa de crecimiento bajo el efecto de los productos quimicos.

HIPOTESIS
1 .- Las plantas de pino caribe (Pinus caribaea var. hondurensis) establecidas en Uverito,
estado Monagas, presentan dafios causados por un hongo del género Cylindrocladium.

2.- La especie de Cylindrocladium que afecta al pino caribe es sensible a la accién de por lo

menos uno de los productos quimicos evaluados.



REVISION DE LA LITERATURA

El género Cylindrocladium fue establecido en 1892 por Morgan, para describir un
hongo con caracteristicas morfologicas similares a las observadas en Penicillium,
principalmente en cuanto a la longitud y la conformacion de las ramas de los conidiéforos.
(Chang, 1993; Morgan, 1892).

Los reportes sobre patogenicidad de especies de Cylindrocladium en eucaliptos
(Eucalyptus spp.) y diferentes especies de coniferas son numerosos (El-Gholl, Alfieri y
Barnard, 1993 ; Crous, Phillips y Wingfield, 1993; Rattan, Dhanda vy Randhawa, 1983,
Sharma y Mohanan, 1982; Alfenas, et al., 1979 ; Hodges y Cardosos, 1972 ; Sobers, 1968).
Sin embargo, es en eucalipto donde se han realizado la mayor cantidad de estudios
detallados sobre especies de este genero.

El género Cylindrocladium es ampliamente conocido e incluye una gran variedad de
especies, las cuales son patdgenas en um nimero importante de hospedantes. Segun la
monografia de Crous y Wingfield (1994), hasta ahora se han reconocido 22 especies y una
variedad de Cylindrocladium (C. avesiculatum, C. candelabrum, C. citri, C. clavatum, C.
colhour;ii, C;curvatt_lm, C. floridanum, C. gracile, C. hawksworthii, C. heptaseptatum, C.
ilicicola, C. naviculatum, C. ovatum, C. parasiticum, C. pteridis, C. quinqueseptatum, C.
reteaudii, C. scoparium, C. spathiphyili, C. spathulatum, C. theae, C. variabile y C.
colhounii var. macroconidialis).

Crous, Phillips y Wingfield (1993), sefialaron que el desarrolio de las enfermedades
causadas por Cylindrocladium spp. son importantes en las regiones tropicales y

subtropicales, siendo mas prevalentes bajo condiciones de alta humedad.



Entre las especies de Cylindrocladium de importancia patdgena en Pinus caribaea
var. hondurensis y eucaliptos, se han mencionado C. ovatum, la cual fue descrita por El-
Gholl, Alfieri y Crous (1993) en estudios realizados en Eucalyptus urophylla, E. grandis, E.
robusta, E. tereticornis y E. torelliana, con problemas de manchas foliares. Es importante
sefialar que E. urophylla es la especie de eucalipto mas plantada en el estado Portuguesa por
la empresa Smurfit Carton de Venezuela. Actualmente, la empresa CVG-PROFORCA
establece rodales de esta especie de eucalipto en el oriente de Venezuela.

C. pteridis fue descrito por primera vez en 1926 por Wolf, en helechos (Polystichum
adiantiforme) con manchas foliares de color marrén. Segiin Sobers (1968), los reportes
sobre este hongo son relativamente raros; sin embargo, ha sido reportado atacando P.
caribarea var. hondurensis y P. oocarpa en Afn'cé, Cocos nucifera en India, Wa;kingfania
robusta en EE.UU (Florida) y P. caribaea y Pinus sp. en Brasil (Crous y Wingfield, 1994)

C. pteridis fue reportado como patdgeno en hojas de E. camaldulensis, E. graiidis,
E. robusta, E. rudis. E. saligna, E. tereticornis y Pinus sp., en estudio morfologico y de
rango de hospedantes realizado por Sobe_rs (1968), el cual también perr;iitié incluir a C.

A macrosporum como sinénimo de C. pteridis.

C. clavatum es otra de las especies reportada rr;undialmente como agente causal de
enfermedades en P. caribaea var hondurgnsis y otros hospedantes (Rattan, Dhanda y
Randhawa, 1983). El-Gholl, Alfieri y Barnard (1993), describieron la especie y realizaron
estudios de patogenicidad y de induccion del estado teleomodrfico. En ensayos con
FEucalyptus viminalis El-Gholl, Alfieri y Barnard (1993), observaron sintomas de la

enfermedad dos semanas después de la inoculacion. En investigacion realizada por Crous,
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Phillips y Wingfield (1993), C. clavatum fue mas agresivo que C. colhounii y C. scoparium
cuando se inocularon en E. grandis, Medicago truncatula, Arachis hipogaea, Glycine max,
Pisum sativum y Solanum tuberosum.

C. clavatum fue reportado por primera vez en pino y eucaliptos por Hodges y
Cardoso (1972), y en guisantes por Lopes y Reifschneider (1982). Estos ultimos
investigadores opinaron que el patogeno es nativo de Brasil. En pruebas de patogenicidad
con C. clavatum realizadas por Bolkan, Tierney y Tierney (1981), observaron podredumbre
radical en papa, mani, eucalipto, soya y pimenton.

Kuhlman, Cordell y Filer (1980), reportaron en Pinus strobus, P. resinosa, Picea
mariana, Abies fraseri, Junglans nigra y Liriodendron tulipifera la presencia de una
mortalidad ampliamente diseminada en el Este de los Estados Unidos que fue atribuida a C.
scoparium. ~

C. scoparium fue la primera especie de Cylindrocladium descrita (Morgan, 1892) y
actualmente es considerada patogeno de numerosas especies de importancia econdémica
(Lyons, et al., 1997). Gorbitz (1970), sefialo la presencia de C. scoparium en especies de
eucaliptos en Costa Rica y Barnard (1984), identificé a C. scoparium en Florida causando
lesiones cancerosas en el tallo de plantulas de eucaliptos. Alfieri, ef al. (1972), midieron la
patogenicidad de C. scoparium en hojas de azalea (Rhododendron obtusum Lindl),
reportando la aparicion de numerosas lesiones a los cuatro dias después de inoculadas.

Chang (1993) reporto a C. ﬂoﬁdanﬁh como una especie nueva para Taiwan, la cual

fue capaz de producir el estado teleomorfico en medios artificiales. Sin embargo, este hongo

fue descrito por primera vez por Sobers y Seymour (1967) en arboles de pera (Pirus
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communis) en Florida. C. floridanum causa enfermedad en las raices de plantulas de
numerosas especies de coniferas y otras especies maderables, lo cual ha resultado en altas
tasas de mortalidad en viveros (Dumas, ef al.. 1998)

Rowe y Beute (1975) aislaron C. crotalariae de raices de man v observaron amplio
rango de virulencia en cepas monoconidiales. Este hongo también fue reportado en Hawaii
por Ooka (1982) en plantulas de alfalfa (Medicago sativa) que presentaban retardo en el
crecimiento, clorosis y muerte.

Los estudios realizados por Chang (1993), Rowe y Beute (1975), Bolkan, Wilma v
Deaimeida (1981), demostraron la amplia gama de accion de las especies del género
Cylindrocladium, las cuales pueden atacar hojas, tallos, raices y tubérculos de un numero
significativo de hospedantes.

Otra de las especies es C. quinqueseptatum, la cual se ha reportado causando
manchas foliares y tizones en brotes de E. microcorys en Australia (Bolland, Tierrey y
Tierney, 1985).

En la identificacion de las especies de Cylindrocladium se utilizap, principalmente,
las caracteristicas morfométricas de conidios, vesicula, fidlides, estipes y ramas de los
conidioforos, asi como las de crecimiento /n Vitro (Crous y Wingfield, 1994). En varias
especies de Cylindrocladium, la identificacion también se hace sobre la base del rango de
hospedantes y de las caracteristicas de las estructuras sexuales.

El estado teleomorfico (Calonectria) ha sido descrito, pero su distincion no es facil
(Crous y VWingﬁeld, 1994). Algunos estudios con Cylindrocladium spp. (Sobers, 1972;

Peerally, 1991), mencionan que la morfologia de la vesicula es una de las caracteristicas de
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diferenciacion taxonomica mas importante. Otros investigadores (Hunter v Barnett. 1978)
prefieren realizar la 1dentificacion en funcion de las caracteristicas de {os conidios. mientras
que. Lopes v Reifschneider (1982), realizaron la identificacion mediante la combinacion de
varias cualidades. como las caracteristicas morfologicas de la cepa. los comdios. los
conidioforos vy la vesicula. Hunter y Barnett (1978) identificaron especies por las respuestas
troficas y la esporulacion en diferentes fuentes de nutrientes y niveles de luz.

Neaubauer y Zinkernagel (1995) lograron la tormacion de los peritecios de (.
scoparium a traves del apareamiento de cepas sexualmente compatibles, mientras Crous,
Wingfield y Alfenas (1993), sefialaron que aquellas especies de Cylindrocladium, en las
cuales no se conoce el estado teleomorfico, son probablemente heterotalicas. sustentando
los criterios emitidos por El-Gholl, Schoulties y Alfieri (1983) sobre el homotalismo de

Cylindrocladium theae.

Estudios genéticos (Crous, Wingfield y Wingfield, 1999), han demostrado simtilitud
entre C. floridanum y C. scoparium, los cuales han sido incluidos en el complejo C.
candelabrum donde, probablemente, deben incluirse otras especies ain no identificadas.

Cylindrocladium se diferencia de Cylindrocladiella porque presenta estipes -
(filamentos) septados y, conidioforos peniciliados rﬁuy ramificados (Crous y Wingfield,
1993).

Algunos estudios de control quimico han sido realizados en especies del género
Cylindrocladium. Barnard (1984) evaluo el control quimico de C. scoparium con Biertanol,
Triademifon, Benomil, Clorotaloml, hidrdxido de cobre, Mancozeb y Metiran, consiguiendo

el mejor control con Clorotalonil y Benomil. Bolland, Tierney y Tierney (1985), evaluaron

13



la patogenicidad v el control quimico de (. qungueseptatum con los productos Benomul.
Carboximida, Mancozeb v Oxicloruro de cobre en diez (10) especies de eucaliptos (L.
citriodora, E. cloeziana, E. drepanophylia, E. grandis, E. maculata. E microcoris. L.
nicholii, E. pilularis, E. sphaerocarpa y E. tessellaris), determinando que £. cloeziana y E.
sphaerocarpa fueron las mas susceptibles. La penetracion del hongo se produjo via
estomatica, la temperatura optima para el crecimiento fue 28,5 °C y el mejor control se
obtuvo con Mancozeb. Kucharek y Atkins (1993) reportaron la resistencia de algunas cepas

de Cylindrocladium crotalariae a Benomil e Iptodione.
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MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se realizaron actividades de campo v de laboratorio. Las
primeras estuvieron relacionadas con la toma de muestras de plantas de pino caribe en las
plantaciones de Uverito, para el posterior aislamiento de las cepas a identificar y evaluar.
Las segundas consistieron en aislar e identificar las especies de Cylindrocladium presentes

en los tejidos infectados y las pruebas de sensibilidad a productos quimicos.

Toma de muestras
Las muestras se colectaron en Julio de 1999 en los bancales de viveros vy las

plantaciones de Pinus caribaea var. hondurensis existentes en Uverito, pertenecientes a la

empresa CVG-PROFORCA.

El material colectado fue seleccionado segun la presencia de los siguientes sintoras:
a.- Quema en aciculas
b.- Pudricion en raices
c.- Cancer en el tallo

d.- Céancer en las ramas

Las muestras se tomaron de rodales de 2, 4, 8, y 15 afios, asi como en los bancales

de vivero.
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A causa de la necesidad de colectar e identificar los darios existentes. el muestreo tue
opinatico. El material colectado (secciones de ramas, tronco. etc.) se coloco en bolsas
plasticas transparentes, las cuales fueron identificadas, selladas y almacenadas en ambiente
refrigerado para su posterior transporte al Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias de la Universidad de Los Andes.

En el Laboratorio el material fue registrado y examinado con lupa estereoscégica
Marca Zeiss, modelo Stemi SV 11, a fin de detectar la presencia de estructuras (signos) que
permitieran inferir sobre los posibles organismos patogenos existentes en el material
afectado. Igualmente, parte de los tejidos enfermos se incubaron en condiciones de camara
humeda, para promover el desarrollo de signos. Previamente el material fue sumergido por 5
minutos en hipoclorito de sodio al 0,5 % para eliminar agentes contaminantes que pudieran

interferir las labores de ais!amiento e identificacion.

Aislamiento

De las muestras se seleccionaron las que presentaban la sintomatologia tipica de
enfermedades inducidas por especies del género Cylindrocladium (quema de aciculasi,ﬁ
pudricion radical, cancer en ramas y tallo). El material fue cortado en segmentos de 1 cm x 1
cm, tomado de la interfasé tejido sano — tejido enfermo, luego sumergido en solucion de
hipoclorito de sodio al 0,5 % por 5 minutos para el caso de raices y 3 minutos para el resto
de los organos. Después de desinfectado superficialmente fue lavado 3 veces er agua
destilada estéril, secado con papel absorbentie estéril y cortado en piezas mas pequeiias (2

mm x 2 mm), las cuales se sembraron en placas que contenian agua-agar acidificado con
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acido lactico (Commonwealth Mvcologycal Instutute. 1968). Las placas se incubaron a 28 =
2 °C y bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz blanca tluorescente. Las colonias emergentes
se examinaron en un microscopio fotonico Marca Zeiss, modelo Axioplan MC80, v luego
fueron transferidas a medios especificos para hongos del genero Cylindrocladium, tales
como papa-dextrosa-agar (PDA), harina de avena-agar (HAA), glucosa-asparagina-agar
(GAA) (Hunter y Barnett, 1978), segmentos de hojas de clavel (Diantus caryophillus) (40
g/l) - agar (HCA) (Crous, Phillips y Wingfield, 1993) y leche de clavel (carnation de Nestle)

— agar (LCA), con el proposito de estimular la esporulacion y registrar las caracteristicas del

crecimiento /n Vitro.

Identificacién

La identificacion de los cultivos aislados se realizo sobre la base de las caracteri&icas
morfométricas de la vesicula, estipe, fidlides y conidios producidos a los siete dias después
de la siembra en placas de HCA, incubadas a 28 + 2 °C y bajo 12 horas de luz blanca

fluorescente (Crous, Phillips y Wingfield, 1993; Lopes y Reifschneider, 1982; Peerally,

1991; Sobers, 1972). B

Los resultados obtenidos se compararon con los registrados en la monografia de

Crous y Wingfield (1994) para la identificacion a nivel de especie.
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Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en el invernadero del Laboratorio de
Fitopatologia del Instituto de I[nvestigaciones Agropecuarias de la Universidad de Los
Andes, Santa Rosa. Mérida.

Los organismos aislados se inocularon preliminarmente en el follaje de plantas sanas
de pino caribe, con la finalidad de determinar la patogenicidad y poder descartar los agentes
contaminantes. De igual manera con los cultivos ubicados en el geénero ( viindrocladium se
realizaron pruebas de patogenicidad en suelo este'ril,.a fin de evaluar la patogenicidad del
hongo en la base del tallo y las raices. Estas pruebas preliminares se condujeron en
condiciones similares a las programadas para la inoculacion formal. pero, utilizando un
numero menor de plantas.

Las cepas de Cylindrocladium que arrojaron resultados positivos en las pruebas
preliminares, se inocularon en plantas sanas de P. caribaea var. hondurensis de tres (3)
meses de edad y con 30 a 35 c¢m de altura, plantadas en bolsas de polietileno negro de 2 kg
de capacidad. La inoculacion se efectué mediante la aspersion de una suspension conidial
preparada con 50 ml de agua destilada estéril por cultivo desarrollado en Leche de Clavel-
agar (LCA), durante un mes a 25 °C y 12 horas luz/oscuridad. La concentracion conidial
utilizada fue 10.700 conidios/ml (El-Gholl, Schubert y Walker, 1997). La cepa evaluada fue
un cultivo .monoconidial (P1) obtenido de la cepa patron de Cylindrocladium aislada de
aciculas con sintomas de quema. La inoculacién se Lealizc') asperjando la solucion conidial
con una pistola de bajo volumen, trataindo de cubrir toda la planta sin que se produjera

escurrimiento. Después de la inoculacion, las plantas se colocaron en condiciones de camara
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humeda mediante la colocacion de bolsas plasticas transparentes. Dos dias mas tarde. se
retiraron las cubiertas de plastico y se iniciaron las evaluaciones periodicas para observar el
desarrollo de los sintomas. A partir de los matenales inoculados se hicieron reaislamientos
para corroborar el cumplimiento de los postulados de Koch (Agrios, 1973) . En total se
inocularon 30 plantas con la solucion conidial y en 15 plantas (testigos) solo se aplico agua
destilada estéril. A las 48 horas después de la inoculacion y con intervalos de 12 dias se

iniciaron los registros de patogenicidad, incidencia y severidad (El-Gholl, Alfieri y Barnard,

1993).

Pruebas In Vitro de Sensibilidad a fungicidas

Las pruebas de sensibilidad tuvieron como proposito determinar los productos
quimicos que inhiben de manera satisfactoria el crecimiento del hongo. Las pruebas se
realizaron por dilucion de los productos en 20 ml de medio de cultivo [Leche de clavel —
agar (LCA)], dispensados en placas de Petri de 9 cm de diametro. El medio se esterilizo en
autoclave durante 20 minutos a 121 °C y 15 Ibs/pulg®. El fungicida correspondiente fue
agregado cuando la temperatura del medio habia descendido por debajo de los 60 °C,
mezclandolo con un agitador Vortex modelo VM-1000 -a 500 rpm. Los productos evaluados
fueron Benomil (1,25 g/1), Clorotalonil (5 ml/l), Carboximida (5 g/1), Propiconazole (1,25
g/1), Funcloraz (1,5 mi/l), Folpet (5 g/1), Oxicloruro de cobre (5 g/1) y Mancozeb (5 g/1)
(Bolland, Tierney y Tierney, 1985; Barnard, 1984). Las placas se incubaron por 5 semanas
en condiciones normales de laboratorio (22°C) y bajo un fotoperiodo de 12 de luz/oscurnidad,

para luego registrar sensibilidad sobre la base de la tasa de crecimiento y la inhibicion de la
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esporulacion. En cada tratamiento se usaron 30 repeticiones Las placas testigos solo

contenian LCA.

El disefio de experimentos fue totalmente aleatorizado con nueve tratamientos (ocho
productos quimicos y un testigo). Para medir la significancia de los resultados. se utilizo el

analisis de la varianza y la prueba de comparacion de medias (Duncan), aplicando el paquete

estadistico “Statistic”.

Modelo aditivo lineal
Vi= R+ Ti+t€; i=12.0 =0  j=12..nn=30

y1j . Observacion de la variable respuesta asociada con la j-ésima repeticiéon del i-

ésimo tratamiento

LL : Respuesta de la media general dela poblacion

T; : Efecto asociado con el i-ésimo tratamiento

8ij - Componente de error experimental asociado con la j-ésima repeticion del i-

€Simo tratamiento

Variables estudiadas
Sensibilidad: Tasa de crecimiento (cm)

Inhibicion de la esporulacion
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RESULTADOS
Toma de muestras
Se colectd el nuimero de muestras que a continuacion se especifica:
20 muestras de raices (5 por edad (2, 4, 8, 15 afios))
12 muestras de tallos (3 por edad)
200 muestras de aciculas (50 por edad)
20 muestras de raices (5 por edad)

20 plantulas del vivero con dafios en aciculas, ramas y raices

En las muestras colectadas se observaron los siguientes dafios:

e Quema de aciculas en plantas provenientes de viveros: Necrosis parcial o total, apical,
lateral o basal de las aciculas. La lesién se inicia como cl&osis, luego se torna de color
marron-cobrizo y finalmente marron-claro. La infeccion causa necrosis completa dé 1a
acicula.

e Pudricién basal en plantulas provenientes de vivero: Lesion localizada a nivel de la
interfase tallo-raiz. Se observo necrosis del tejido interno. Las plantas permanecieron
erectas, sin sintomas aparentes de marchitez o cualquier otra afeccion.

e Pudricién de raices: Estos sintomas se observaron en plantulas y arboles de todas las
edades muestreadas. Las lesiones se apreciaron como pudricion y rajaduras en las raices
secundarias, las cuales presentaban color castafio-oscuro en la parte externa. Al realizar

un corte longitudinal, el tejido interno se observo necrético. Las raices se apreciaron

quebradizas.
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s Necrosis en la medula del tallo En arbeies de - ¥ © 13 anos con sintomas Jde
decaimiento. se observaron lesiones en la parte mas interna del tallo (medula), pero en la
parte externa no se detecto ningun dafio.

o Necrosis en nudos de las ramas: En ramas de arboles de 2, 4. 8 v 15 afios. se observo
necrosis interna del tejido localizado a nivel de los entrenudos. Esta lesion avanzo en
ambos sentidos de la ramas.

e Quema de aciculas en plantacion: Se observaron lesiones relacionadas con muerte

regresiva de la acicula. El tejido se aprecio de color marron claro v quebradizo. Los

darios abarcaron mas del 50 % de las aciculas.

Aislamiento

Los aislamientos obtenidos en las placas con AAA se identificaron a nivel de gér—léro,
lo cual permitié separar y descartar potenciales agentes contaminantes como Cladosporium,
Penicillium, Pestalotiopsis, Aphanocladium y bacterias. Los hongos de géneros Fusarium,
Cylindrocladium, Sphaeropsis, Lophodermium, fueron transferidos a PDA, y de estos
cultivo sé prepar0 una suspension de micelio+conidios para ser usada en las pruebas
preliminares de patogenicidad, con el propésito de descartar agentes secundarios que
pudieran estar interfiiendo con el proceso de aislamiento de los agentes causantes de
enfermedad. Las pruebas preliminares permitieron identificar como patogenos del pino
caribe a 3 hongos de los géneros Sphaeropsis, Lophodermium y Cylindrocladium.

Los medios de culi‘'vos mas favorables para el crecimiento y reproduccion del género

Cylindrocladium fueron los siguientes:
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A\AA - Para la produccion de clamidosporas. ¢specialmente en cuitivos viejos.
PDA - Para crecimiento micelial rapido.
LCA - Para aita produccion de inoculo (conidios).

HCA - Para mayor uniformidad en el tamafio de las estructuras reproductivas.

Identificacion
Al cultivar el hongo Cylindrocladium en AAA fue evidente la presencia de

clamidosporas, las cuales presentaron las siguientes dimensiones:

Clamidosporas **

Largo Ancho
Promedio = 18,1625 Promedio = 16,2125
Desviacion = 2,73717874 Desviacion = 2,99975961
Max. 27 Max. 23,5
Min. 13 Min. 10

** Medidas en AAA con 6 dias de crecimiento, 12 h / luz

En cultivos de 7 dias en HCA a 25 °C y 12 horas luz/oscuridad las caracteristicas
morfomeétricas del hongo fueron las siguientes:

Macroconidios*

Largo Ancho
Promedio = 85,368 Promedio = 5,065
Desviacion = 4,60 Desviacién = 0,20
Max. 96 Max. 5,75
Min. 75 Min. 4,75

* 1 seplo, raravez26 3
Microconidios*

Largo Ancho
Promedio = 29,82 Promedio = 2,98
Desviacion = 3,95 Desviacion = 0,23
Max. 38 Max. 3,56
v, 2C Min. 2

* Creciendo en AAA durante 40 dias

Conidiéforos

Largo Ancho
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Promedio = 143,20 Promedio = 5,45
Desviacién = 18,05 Desviacion = 0,50
Max. 165 Max. 6
Min. 106 Min. 5
N° de ramas del conidiéforo

Nuamero
Promedio = 2,375
Max. 3
Min. 2
Ramas

Primarias

Largo Ancho
Promedio = 27,13 Promedio = 4 64
Desviacién = 3,54 Desviaciéon = 0,48
Max. 32 Max. 525
Min. 20 Min. 4

Secundarias

Largo Ancho
Promedio = 20,12 Promedio = 3.85
Desviacion = 4,20 Desviacién = 0,28
Max. 26 Max. 4
Min. 12 Min. 3

Terciarias

Largo Ancho
Promedio = 17,50 Promedio = 3,56
Desviacion = 2,38 Desviacién = 0,43
Max. 20 Max. 4
Min. 15 Min. 3
Fialides

Largo Ancho
Promedio = 14,16 Promedio = 3,89
Desviacion = 1,86 Desviacién = 0,28
Max. 19 Max. 4.5
Min. 12 Min. 3,5
Estipe

Largo Ancho
Promedio = 204,55 Promedio = 411
Desviacion = 19,52 Desviacion = 0,34
Max. 241 Max. 5
Min. 184 Min. 3,75
Vesicula

Largo Ancho
Promedio = 33,17 Promedio = 475
Desviacion = 11,06 Desviacion = 0,45
Max. 50 Max. 5
Min. 15 Min. 4
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Para identificar la especie de (viindrocludium que quema ias acicuias del pmo. se
procedio a comparar las dimensiones de las estructuras obtemdas en HCA con las
registradas en la descripcion de especies conocidas. Las caracteristicas morfometricas de las
estructuras reproductivas asexuales permitieron. a traves de la monografia de Crous v
Wingfield (1994), identificar a Cylindrocladium pteridis, tase conidial de Calonectria
preridis, como el agente causal de la enfermedad que quema las aciculas del pino caribe en
Uvenito, estado Monagas.

Los dafios observados en los distintos tejldosarmuestreados estaban relacionados con
patogenos pertenecientes a géneros diferentes. La quema de aciculas fue el sintoma
generado por el ataque de C. preridis. Para el resto de los sintomas, el agente causal también
fue identificado y comprobada su patogenicidad de manera preliminar. Se recomienda
continuar su estudio por separado.

Entre los agentes_causantes de procesos patoldgicos en pino caribe que se lograron

identificar estan los siguientes:

Cylindrocladium pteridis Quema de aciculas en plantulas provenientes de
VIVEros.

Cylindrocladium pteridis Pudricion basal en las plantulas provenientes de vivero.
Sphaeropsis sapinea Pudricion de raices.

Sphaerops{s sapinea Necrosis en la médula del tallo.

Sphaeropsis sapinea Necrosis en los nudos de las ramas.

Lophodermium sp. QQuema de aciculas a nivel de plantacion.
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Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad resultaron posiivas. El hongo causo infeccion en la
base. la parte media v la punta de las aciculas localizadas en los tercios inferior, medio vy
superior de las plantas inoculadas, pero, las aciculas mas atectadas fueron las
correspondientes al tercio superior (mas jovenes). Los sintomas se apreciaron similares a los
observados en el campo. La enfermedad comenzo a manifestarse como lesiones cloroticas
que causaron plasmolisis de los tejidos, los cuales luego se vuelven de color castafio-claro a
bronceado y, posteriormente, marron-claro.

A las 24 horas después de la inoculacion, el 60 % de las plantas mostraban aciculas

con sintomas de la enfermedad, cuya severidad oscilaba entre 10 % v 100 %. prevaleciendo

las que tenian menos del 25 % de los tejidos quemados. Los resultados se muestran a

continuacion:
Porcentaje de Porcentaje de aciculas |
Severidad afectadas
< 25 % de quema 63,63 %
Entre 25y 50 % 27,27 %
Entre 50y 75 % 3,04 %
> de 75 % 6,06 % B

En relacion a la frecuencia de la parte afectada de la acicula, se observo que el 44,74
% presentaba quema en la punta; el 31,58 % en la parte media y el 23,68 % en la base.
A los 4 y 12 dias después de la inoculacion, el nivel de incidencia se increment6 66 y

86,67 %, respectivamente.
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Las nuevas acicuias producidas no mostraron sintemas 2e guema v las plantuias
usadas como testigos no desarroilaron sintomas de entermedad durante las observaciones
realizadas.

Aunque en las pruebas de patogenicidad preliminares. el hongo produjo pudricion en
la base del tallo de plantulas con 10 a 15 ¢cm de altura, este no dafo las raices m el tallo de

plantas con mas de 30 cm de altura.



Pruebas /n Vitro de sensibilidad a fungicidas

Las pruebas de sensibilidad permitieron medir cualitativa v cuantitativamente [a
respuesta de (. pteridis al tratamiento /\ !77R0O de los fungicidas Benomil. Clorotalonil,
Folpet, Oxicloruro de cobre, Mancozeb. Funcloraz. Carboximida v Propiconazole,
lograndose diferenciar aquellos a los cuales el patogeno es o no sensible v. los que inhiben o

no la esporulacion.

A continuacion se describen las caracteristicas cualitativas del crecimiento para cada

tratamiento:
TRATAMENTO OBSERVACIONES
Funcloraz A los 15 dias se inicio el crecimiento micelial en el inoculo
exclusivamente y 15 dias mas tarde el hongo comenzo a
invadir el medio. No hubo esporulacion.
Benomil No hubo crecimiento micelial en el lapso de
experimentacion.
Clorotalonil Crecimiento activo en el inéculo e invasion del medio desde

la primera semana de observacion. Crecimiento denso y de
color marrén-oscuro, alta produccion de conidios desde los’| -
primeros 7 dias.

Folpet Crecimiento micelial en el 7 % de las placas (solo un mes
después de la siembra). Micelio aéreo de color marron-
claro, sin esporulacion.

Oxicloruro de cobre |Invasion del medio desde la primera semana, crecimiento
desuniforme y compacto (formacion de costras).
Esporulacién durante las tres primeras semanas. La cuarta
semana so6lo formacion de protoperitecios.

Mancozeb No hubo crecimiento.
Carboximida No hubo crecimiento.
Propiconazole Crecimiento uniforme y sostenido durante toda la etapa

experimental. Micelio marron-oscuro, adherido al medio.
Sin esporulacion.

Testigo Crecimiento uniforme, denso, adhendo al medio, color
' marron-oscure, esporulacion abundante desde la primera
semana. Formacion de protoperitecios a partir de la tercera
semana.




La evaluacion del crecimiento micelial tinalizo a ias cinco semanas (33 dias) despues
de la siembra, tiempo en el cual el testigo alcanzo el borae de las placas: sin embargo. ia

evaluacion de las caracteristicas cualitativas se continuo hasta las ocho semanas.

Comprobacion de hipdtesis
Hipotesis 1:  Las plantas de pino caribe (Pinus caribaea var. hondurensis) establecidas en
Monagas presentan dafios causados por un hongo del genero Cylindrocladium.

Esta hipotesis ha sido comprobada y aceptada. al demostrarse que la quema que

atecta las aciculas del pino caribe plantado en Uverito es causada por la especie

Cylindrocladium pteridis

Hipotesis 2:  La especie de Cylindrocladium que afecta al pino caribe es sensible a la
accion de por lo menos uno de los productos quimicos evaluados.

Esta hipotesis ha sido comprobada y aceptada, al demostrarse /V VITRO que hubo
diferencias significativas (0,5%) (Tabla 1) en el crecimiento micelial y en la esporulacion de
C. pteriéiis cuando sé cultivo en medio de cultivo enmendado con los fungicidas Funcloraz,
Benomil, Clorotalonil, Folpet, Oxicloruro de cobre, Mancozeb, Carboximida vy

Propiconazole.



Tabla 1. Analisis de la varianza para la variable crecimiento (mm) micelial del hongo

FUENTE | GRADOS DE |

SUMADE | CUADRADOS | F

LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS
TRATAMIENTO 8 39986.5 1998.31 6036.54 0.0000
REPETICION |
TRATA*REPT 261 216,110 0.82801
TOTAL 269 40202.6
GRAN 1 11004.9 J
PROMEDIO

La prueba de comparacion de medias (LSD) de Duncan (Tabla 2), demostré que los

fungicidas mas efectivos fueron Benomil (0 mm de crecimiento), Carboximida (0 mm),

Mancozeb (0 mm), Folpet (0,133 mm) y Funcloraz (0,175 mm), los cuales inhibieron

significativamente (con un nivel de confianza de 95 %) el crecimiento micelial de C. pteridis.

Tabla 2. Prueba de comparacion de medias (minima diferencia significativa - LSD) para la

variable crecimiento (mm) micelial de C. preridis. Valor promedio registrado un mes

después de la siembra:

Tratamiento | Promedio | Grupos homogéneos
Testigo 39,500 I

Clorotalonil 10,750 1
Propiconazole 3,600 1

Oxi. de cobre 3,300 o1
Funcloraz 0,175 1

Folpet 0,133 !
Mancozeb 0,000 1
Carboximida 0,000 1
Benomil 0,000 o
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\alor criticode T 1.969

Valor critico para comparacion 0,4626
Error standard de comparacion 0,2349
Nivel de rechazo 0,050 {(5%)
Grados de libertad 261

Para efectos practicos se considera que Benomil. Carboximida v Mancozeb son los
mejores productos para comoatir a C. pteridis, por cuanto durante el lapso de duracion del
experimento, inhibieron completamente el crecimiento micelial de C. preridis.

Los tratamientos menos eficientes fueron Oxicloruro de cobre (3,3 mm),
Propiconazole (3,6 mm) y Clorotalonil (10,75 mm), en los cuales el hongo crecid
permanente, pero, de forma suprimida al compararlo con el testigo (39,5 mm). Los
tratamientos a base de Clorotalonil y Oxicloruro de cobre, se consideran inefectivos porque

permitieron el crecimiento micelial y la esporulacion del hongo.
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DISCUSION
Aislamiento e identificacion

Los numerosos aislamientos obtenidos en AAA a partir de aciculas con sintomas de
quema, originaron cultivos filngicos con caracteristicas similares. En este medio las colomas
mostraron micelio que inicialmente se observo blanco y posteriormente se volvio marron-
rojizo y, ademas, formaron clamidosporas de (13,0-) 18,2 (-27,0) x (10,0-) 16,2 (-23,5) Em
de diametro, microconidioforos septados, peniciliados, hialinos con hasta 3 ramificaciones,
microconidios hialinos, uniseptados, cilindro-rectos a curvados con los extremos obtusos y,
de (20,0-) 29,8 (-36,0) x (2,0-) 3,0 (-4,0) um. En HCA las colomas desanollaroq
macroconidiéforos hialinos y peniciliados con hasta 3 ramificaciones aseptadas. Las ramas
primarias, secundarias y terciarias se observaron hialinas y midieron (20,0-) 27,1 (-32,0) x
(4,0-) 4,6 (-5,3) , (12,0-) 20,1 (-26,0) x (3,0-) 3,9 (-4,0) , (15,0-) 17,5 (-20,0) x (3,0-) 3.6
(-4,0) um, respectivamente. Las fidlides fueron hialinas, aseptadas, reniformes a doliformes y
de (12,0-) 14,2 °(-19) x (3,5-) 3,9 (4,5) um. Los filamentos (estipes) se observaron hialinos,
septados y con (148,0-) 204,6 (-241,0) um de longitud. Las vesiculas se apreciaron hialinas,
aseptadas, clavadas y con (4,0-) 4,8 (-5,0) um de grosor. Los macroconidios se rnostraro;)
hialinos, con 1-3 septos, cilindricos con los extremos obtusos y de (75,0-) 84 (-96,0) x (4,8-)
5,1(-5,8) um.

La presencia de macroconidiéforos peniciliados y con hasta tres ramificaciones,
sugiri0 inicialmente que el hongo investigado podia pertenecer a los géneros
Cylindrocladium o Cylindrocladiella; sin embargo, la presencia de filamentos sep:ados

permitio ubicarlo en Cylindrocladium (Morgan, 1892).
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Considerando. principalmente. la presencia de los microcomdios. ia forma de la
vesicula v la septacion v longitud de los macroconidios. el hongo se identifico como (.
preridis Wolf (Wolf, 1926), anamorfo de Calonectria pteridis (Crous, Wingfield, y Alfenas,
1993). De las especies descritas en el genero (V/indrocladium. solo (. pteridis y (.
quinqueseptatum desarrollan microconidios, pero los de este uitimo, tienen una longitud
superior a 40 um y son rectos, mientras que los de C. pteridis tienen de longitud inferior a
40 um y son rectos y curvados. Las especies (. clavatum. . theae, (. avesiculatum, (.
colhounii var colhounii, C. colhounii var. macroconidialis y (. gracile, presentan vesicula
clavada; pero no producen microconidios (Crous y Wingfield, 1994). En 1968, Sobers,
seflalo no haber encontrado diferencias morfologicas importantes entre los micro vy
macroconidios de C. pteridis y los producidos por los aislamientos del C. macrosporum
descrito por Sherbakoff (1928), los cuales causan manchas foliares en Washiné;onia
robusta. Debido a ello, Sobers (1968) considerd que C. pteridis y C. macrosporum son
sindénimos. Sin embargo, algunos investigadores (Renard y Quillec, 1979; Renard y Viennot-
Bourgin, 1973) continuaron utilizando el binomial C. macrosporum. Los microconidios se
encontré,ron principalmente en cultivos viejos, coincidiendo con lo reportado por Sobers
(1968). En P. caribaea var. hondurensis la presencia de C. pteridis entrafia notable
importancia, debido principalmente, a los dafios causados por C. clavatum en esta especie
(Hodges y Cardoso, 1972) y por ser es;ce el primer reporte en Venezuela de C. pteridis en
pino caribe.,

Las estructuras reproductivas asexuales fueron estudiadas morfométricamente en

HCA siguiendo la metodologia recomendada por Crous, Phillips v Wingfield ( 1993);wsin



embargo. en consideracion a las caracteristicas observadas v la alta cantidad de conidios
producidos en LCA. es posible sugerir que este medio es un excelente substrato para las
investigaciones relacionadas con el género Cvlindrocladium.

Los aislamientos evaluados no desarrollaron el estado teleomorfico en medios de
cultivo, lo cual se corresponde con lo sefialado por Crous y Wingfield (1994).

Aunque Sobers (1968) menciona que los reportes de C. pteridis son relativamente
raros, en Venezuela se ha reportado a esta especie causando manchas foliares en Eucaliptus
urophylla en el estado Portuguesa (Cedefio y Carrero, 2000) y, de esa entidad, se han
trasladado eucaliptos hacia Uverito, lo cual pudiera explicar la presencia del hongo en la

zona bajo estudio.

Pruebas de Patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad permitieron establecer que C. pteridis es el agente
causal de la enfermedad, por cuanto, el hongo fue reaislado continuamente de los tejidos
infectados experimentalmente y, en los cuales, se observaron sintomas similares a los
observados en el campo. La enfermedad comenzo a manifestarse como lesiones cloroticas y
necroticas de color marrén-cobrizo, que posteriormente se tornan marron-claro, abarcando
parcial o totalmente las aciculas localizadas en los tercios inferior, medio y superior de la
planta.

Las inoculaciones demostraron la capacidad patogena de C. pteridis en las aciculas
de P. caribaea var. hondurensis. Los primeros sintomas de la enfermedad se observaron a

las 24 horas después de la inoculacion. Aunque en las pruebas preliminares ocurrié pudricion
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en la base del tallo de plantulas con 10 a 15 cm de altura, plantadas en suelo mnoculado con
el patogeno, el mismo efecto no fue observado en las raices ni en la base del tallo de las
plantas con mas de 30 cm de altura. Esto pudiera estar relacionado con incapacidad del
patogeno para infectar los tejidos del tallo después de haberse iniciado el crecimiento
secundario. Sin embargo, otras especies de Cylindrocladium, tales como C. scoparium y C.
floridanum, causan dafios severos en raices de varios hospedantes cuando la presiég de
inoculo en el suelo es alta (Dumas, et al., 1998; Burd, Hunter y Hall, 1997; Crous, Phillips y
Wingfield, 1993, Kuhlman, Cordel y Filer, 1980; Sobers y Seymour, 1967). C. clavatum fue
reportado causando este tipo de daifio en P. caribaea var. hondurensis (Hodges y Cardoso,
1972), y de ahi la importancia de establecer medidas para controlar a (. preridis en el suelo
y en la parte aérea de la planta, asi como de evaluar de los niveles de indculo en los bancales
de los viveros.

Las condiciones ambientales existentes en Uverito estimulan el desarrollo de cuadros
patologicos inducidos por Cylindrocladium pteridis en pino caribe, particularmente en las
plantulas existentes en los viveros, cuyos bancales no son sometidos a desinfeccion y
usualmente se irrigan por aspersion. Las condiciones antes mencionadas y las altas
temperaturas, favorecen la infeccion por este hongo (Watanabe, 1994). Casos parecidos han
sido reportados para especies como C. clavatum y C. scoparium, los cuales bajo

condiciones ambientales similares y una alta concentracion de indculo, han causado quema

foliar y necrosis radical en especies de pino y de eucalipto (Barnard, 1984).



Pruebas In Vitro de sensibilidad a fungicidas

Las pruebas de sensibilidad de C. preridis a fungicidas permitieron demostrar que los
productos mas eficientes fueron Benomil, Mancozeb y Carboximida (LSD = 0,05), los
cuales inhibieron toda actividad del patogeno. Los productos Folpet y Funcloraz
demostraron ser inhibidores del crecimiento de C. pteridis hasta un mes después de la
siembra en medio de cultivo, lapso a partir del cual comenzo a apreciarse crecimiento
micelial. Los productos Clorotalonil, Oxicloruro de cobre y Propiconazole tuvieron baja
actividad inhibitoria del crecimiento micelial del hongo. Oxicloruro de cobre permitio el
desarrollo de protoperitecios y de conidios y, Clorotalonil esporulacion abundante a partir
de los siete dias después de la siembra.

Los resultados obtenidos son comparables a los reportados por Bolland, Tierney y
Tierney. (1985), quienes sefialaron que Mancozeb fue el mas eficiente en controlar la quema
de brotes en eucaliptos, causada por C. quinqueseptatum. Aunque Bolland, Tiern¢y 'y
Tierney (1985), indicaron que Mancozeb fue mas efectivo que Benomil, Carboximida y
Oxicloruro de cobre, los resultados del estudio que se reporta, ubican a Mancozeb, Benomil
y Carboximida en el mismo nivel de sensibilidad (total inhibicion del crecimiento); sin
embargo, es importante destacar que el estudio de Bélland, Tiemney y Tierney (1985) fue
realizado IV V1vO con C. quinqueseptatum. Tanto en la investigacion de Bolland, Tierney y
Tierney. (1985) como en la que se reporta Oxicloruro de cobre fue totalmente inefectivo.

El estudio permitié confirmar lo expresado porl Kucharek (1992), Bolland, Tierney y
Tierney (1985)y Barnard (1984) en cuanto a que Benomil es un excelente inhibidor del

crecimiento de especies del género Cylindrocladium y/o del desarrollo de las enfermedades
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iue estas inducen. De los resultados igualmente se deduce que ¢ viindrociudium pieridis es
sensibie a productos de accion protectiva como Carboximida v Mancozeb. los cuales por ser
2conomicos, se ubican en situacion privilegiada para ser aplicados a nivel de campo.
Observaciones similares referentes a estos productos protectivos fueron publicadas por
Bolland, Tiermey y Tiemey (1985) y Barnard (1984). quienes lograron disminuir
significativamente los dafios producidos en eucaliptos por . quinqueseptatum y (.
scoparium, respectivamente.

Los productos a base de cobre y Clorotalonil son inapropiados para el control de
enfermedades causadas por especies del género Cylindrocladium, tal como lo demostraron
los resultados obtenidos en el presente estudio y los reportados por Bolland, Tierney y
Tierney (1985) y Barnard (1984), quienes al evaluar el control quimico de enfermedades
causadas por Cylindrocladium spp. en eucaliptos, encontraron las peores respuestas en los
tratamientos a base de Cobre. T

Para efectos practicos, se recomienda realizar ensayos de campo, para evaluar la
aplicacion en mezcla o en forma alternada de los productos Benomil, Mancozeb y
Carboximida, a los fines de evitar la aparicion de razas resistentes, situacion que ha sido
reportada para Benomil por varios investigadores (Whiteside, 1980; McGrath, Staniszewska
y Shishkoff, 1996; Ruppel, Jenkins y Burd, 1980)

Segun Dumas, et al. (1998) y Lyons, et al. (1997), la desinfeccion de los bancales es
determinante para la disminucion del indculo inicial e impedir la aparicion de enfermedades
causadas por especies del género Cylindrocladium. La manifestacion de la enfermedad a

nivel de vivero puede estar relacionada con la alta concentracion de indculo existente en los
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nancales. Por ello. para reducir los danos. se sugiere la implementacion de medidas de
control como la desinfeccion de los bancales de vivero. Dumas. ¢z «wu. 1998) v Lyons. et di.
(1997) sustentan esta recomendacion al mencionar que mediante la desinfeccion del
substrato consiguieron disminuir los niveles de incidencia de enfermedades causadas por (.

Horidanum y C. scoparium en pino blanco (Picea glauca Voss) v Lucaliptus grandis y E.

robusta, respectivamente.
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CONCLUSIONES

- El estudio permitio identificar a Cylindrocladium preridis como agente causal de
quema de aciculas en plantulas de pino caribe en Uvento, estado Monagas,
Venezuela, siendo esta la primera vez que el pais se reporta a este patdgeno en P.
caribaea var. hondurensis.

- La enfermedad causada por C. pteridis se manifesté como necrosis parcial o totaL de
las porciones apical, media o basal de las aciculas. Se inicio como clorosis, que luego
se torno de color marron-cobrizo y posteriormente marron-claro. La acicula sufrié
necrosis generalizada conforme avanzo el daiio.

- Las pruebas de sensibilidad permitieron descartar y seleccionar fungicidas que
pudieran ser utilizados para el control de C. pteridis en pino caribe. Los fungicidas
que inhibieron satisfactoriamente el crecimiento del hongo fueron Benomil,
Mancozeb y Carboximida. Los fungicidas Funcloraz, Folpet, Propiconazole y, en
especial;- Oxicloruro de cobre y Clorotalonil, demostraron ser ineficaces en la

supresion del crecimiento micelial y la esporulacion de C. pteridis cultivado IN

VITRO.

- Enel desarrollo del estudio lograron detectarse otros cuadros patologicos, los cuales
deben ser estudiados en detalle para evaluar el dafio y las pérdidas econdmicas que
ocasionan. En tal sentido, se destaca la importancia de la pudricion de raices, la
necrosis en la médula del tallo y en los nudos de las ramas causada por Sphaeropsis

sapinea y la quema d2 2ciculas en planiacion inducida por Lophodermium sp.
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Gralico y tabia de coecimicno micelial (mum) de Cylindrocladium
preridis sl mines despuds de fu siembra en los tratamientos fungicidas
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Esporulacion {i vitro de Cylmdrocladmm pteridis ¢n los
distintos tratamicntos fungicidas /
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Carboximida N
Mancozeb N
Folpet N
Funcloraz N
Ox1. de cobre P
Propiconazole N
Clorotalonil

Testigo



Plantula de Pinus caribaea var. hondurensis proveniente de bancales
de viveros de Uverito, Estado Monagas, con sintomas de quema en las
aciculas causada por (. preridis.



Cultivo de C. pteridis en papa-dextrosa-agar (PDA).



Macroconidios de C. pteridis con 1 a 3 septos.



Microconidioforos y microconidios de (. pferidis.



Plantulas de P. caribaea var. hondurensis inoculadas con C. preridis
mostrando sintomas de quema en las aciculas.



Pruebas de sensibilidad — Testigo.
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Prueba de sensibilidad — Propiconazole.



Prueba de sensibilidad — Oxicloruro de cobre.



Prueba de sensibilidad — Benomil.



Prueba de sensibilidad — Mancozeb.



STATISTIX 4.0 PINO,

ANALYSIS OF VARIANCE TABLE FOR CRECIMIEN

SOURCE DF 53 MS F P
TRATA (A) 8 39986.5 4998.31 6036.54 0.0000
REPET (B) .

A*B 261 216.110 0.82801

TOTAL 269 40202.6

GRAND AVERAGE 1 11004.9

STATISTIX 4.0 PINO,

LSD (T) PAIRWISE COMPARISONS OF MEANS OF CRECIMIEN BY TRATA

HOMOGENEQUS

TRATA MEAN GROUPS
t 39.560 I
cl 10.750 oI
P 3.6000 I
o 3.3000 ] I
f 0.1750  ...... I
fo 0.1333 ...... I
m 0.0000  ...... I
c 0.0000  ...... I
b 0.0000 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 1.96% REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 0.4626
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.2349

ERROR TERM USED: TRATA*REPET, 261 DF

03/02/00,

03/02/00,

0,050

14:48

14:48



Base de datos

Tratamiento Repeticion  Crecimiento (mm)

Funcloraz 1 1
Funcloraz 2 1
Funcloraz 3 0,5
Funcloraz 4 0,5
Funcloraz 5 0,25
Funcloraz 6 0
Funcloraz 7 0
Funcloraz 8 0
Funcloraz 9 0]
Funcloraz 10 0
Funcloraz 11 0.25
Funcloraz 12 0
Funcioraz 13 0
Funcloraz 14 0
Funcloraz 15 0,25
Funcloraz 16 0
Funcloraz 17 0,25
Funcloraz 18 0
Funcloraz 19 0
Funcloraz 20 0
Funcloraz 21 0]
Funcloraz 22 0
Funcloraz 23 0,25
Funcloraz 24 0
Funcloraz 25 0
Funcloraz 26 0
Funcloraz 27 0,25
Funcloraz 28 0
Funcloraz 29 0,5
Funcloraz 30 0.25
Benomil 1 0
Benomil 2 0
Benomil 3 0]
Benomil 4 0
Benomil 5 0
Benomil 6 0
Benomil 7 0
Benomil 8 0
Benomil 9 0
Benomil 10 0
Benomil 11 0
Benomil 12 0
Benomil 13 0
Benomil 14 0
Benomil 15 0
Benomil 16 0
Benomil 17 0
Benomil 18 0
Benomil 19 0
Benomil 20 0
Benomil 21 0
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