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Trichoderma harzianum (Rifai) COMO BIOCONTROLADOR DE Ceratocystis fimbriata
(Ellis & Halst.) EN CLONES DE Gmelina arborea (Robx.)

Sebastian Jesus Montoya Diaz*
RESUMEN

Melina es una especie forestal de importancia comercial, pero es susceptible a la enfermedad
causada por Ceratocystis fimbriata. El uso de Trichoderma harzianum como biocontrolador se
propone como una estrategia preventiva. El objetivo fue evaluar la efectividad de T. harzianum
como biocontrolador en la prevencion del ataque de C. fimbriata en clones de G. arborea con
diferente grado de tolerancia. Se clasifico la tolerancia a C. fimbriata de 92 genotipos élite de
melina utilizando un indice de seleccion agrupado en quintiles. Luego, se realizé pruebas duales
en PDA que evalud el antagonismo de tres cepas de T. harzianum (THB, TGA y TTG) contra
una cepa de C. fimbriata (CIF004), se midié el crecimiento radial y se calculd el porcentaje de
inhibicion radial (PICR) después de cinco dias. Posteriormente, en invernadero, se inocularon
nueve genotipos élite con dos cepas de T. harzianum (THB y TGA), la cepa CIF004 y ADE por
medio de la técnica de espina de pescado con suspension de esporas a 2,5x108 esporas/ml y se
midid la lesion interna después de 60 dias. Los resultados mostraron que el 19% de los genotipos
fueron tolerantes, 29% levemente susceptibles, 16% medianamente susceptibles, 22% altamente
susceptibles y 14% extremadamente susceptibles. En las pruebas duales se observé diferencias
el crecimiento radial de C. fimbriata y la cepa THB alcanzé un maximo de 34% de PICR. En
invernadero, T. harzianum redujo hasta un 18% la lesion interna causada por C. fimbriata,

aungue no logro detener el avance entre los genotipos mas susceptibles.
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ABSTRACT

Melina is a commercially important tree species, but it is susceptible to the disease caused by
Ceratocystis fimbriata. The use of Trichoderma harzianum as a biocontrol is proposed as a
preventive strategy. The objective was to evaluate the effectiveness of T. harzianum as an agent
of biocontrol in preventing the disease of C. fimbriata in G. arborea clones with various levels
of tolerance. The tolerance to C. fimbriata of 92 elite melina genotypes was classified using a
selection index grouped into quintiles. Then, dual tests were performed in PDA that evaluated
the antagonism of three T. harzianum strains (THB, TGA and TTG) against a C. fimbriata strain
(CIF004), radial growth was measured, and the percentage of radial inhibition (PICR) was
calculated after five days. In the greenhouse, nine elite genotypes were inoculated with two
strains of T. harzianum (THB and TGA), strain CIF004 and SDW using the herringbone shape
with spore suspension at 2,5x10° spores/ml and the internal lesion was measured after 60 days.
The results showed that 19% of the genotypes were tolerant, 29% slightly susceptible, 16%
moderately susceptible, 22% highly susceptible and 14% extremely susceptible. In the dual
tests, differences were observed in the radial growth of C. fimbriata, and the THB strain reached
a maximum PICR of 34%. In the greenhouse, T. harzianum reduced the internal lesion caused
by C. fimbriata by up to 18%, although it was unable to stop the advance of the disease among

the most susceptible genotypes.

Keywords: Disease, Biological control, Antagonism, Pathology, Clonal forestry.
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1. INTRODUCCION

Melina (Gmelina arborea Roxb.) es una especie arbdrea de la familia Lamiaceae nativa del
sureste asiatico. Se considera una especie de rapido crecimiento, caracterizada por adaptarse a
variedad de sitios, asi como por su facilidad de propagacion. Esto ha permitido la introduccion
con fines comerciales en paises tropicales y subtropicales alrededor del mundo. A nivel del
tropico latinoamericano se ha establecido como una de las principales fuentes forestales y ha
propiciado la reforestacién a gran escala en paises como Ecuador, Brasil, México, Guatemala y
Costa Rica [1], [2], [3], [4]. [5], [6].

En Costa Rica, la melina se introdujo en 1966 en la region Caribe y desde entonces se ha
utilizado como una de las principales para la reforestacion comercial [7]. Fue la especie méas
cultivada en el periodo que va de 1980 hasta principios de 2000 y se estableci6 en zonas como
Guanacaste, Pacifico Central y Sur, Zona Norte y el Caribe. Este proceso de establecimiento de
plantaciones comerciales de melina dio paso a la creacion de programas de mejoramiento
genético [3], [8].

Los programas de mejoramiento genético han trascendido a escala comercial utilizando clones
de alto rendimiento que han logrado un aumento significativo en sus variables productivas. Sin
embargo, la aparicion de plagas y enfermedades pusieron en riesgo las plantaciones comerciales
y obligaron la inclusién de la resistencia genética a enfermedades dentro de los programas de
mejoramiento forestal [9], [10], [11], [12], [13].

Para Costa Rica, y hasta el 2008, Arguedas [14] reporté 37 plagas y enfermedades para esta
especie distribuidos en 43% insectos, 35% patdgenos y 22% vertebrados. Los patdgenos afectan
semillas, raices, plantulas, xilema y follaje [9], [14], [15]. Durante afios se tuvo la percepcion
de que la enfermedad de la marchitez de la melina era causada por el hongo Nectria sp., y que
se asociaba a problemas silviculturales como alta densidad de plantacion y problemas de suelos
[16], [17], [18]. Sin embargo, luego se determind que el agente causal de la enfermedad era el

hongo Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst. [10].



C. fimbriata es ampliamente distribuido y se ha registrado que afecta hasta 31 especies de 14
familias distintas, incluyendo melina [12]. El hongo muestra especializacién dentro su rango
local de distribucion, es decir, diferentes genotipos del hongo se desarrollan y afectan a su
hospedero en un &rea geogréafica delimitada. Lo cual introduce la variacion genética del
patdgeno dentro del esquema de blsqueda de soluciones de prevencion y manejo de la
enfermedad. Taxondmicamente se ha determinado por medio de andlisis de agrupamiento

genético, en al menos tres grandes clados en Norteamérica, Latinoamérica y Asia [19], [20].

El mecanismo de ingreso de C. fimbriata a los arboles se estima que ocurre normalmente por
heridas, posiblemente a nivel de raiz o fuste y se moviliza a través del sistema vascular. Presenta
presumiblemente varios medios de dispersiobn como el agua o viento, dafios mecanicos
ocasionados con herramientas de poda o también movilizado por insectos vectores, atraidos por
aromas frutales que emana el hongo [21], [22], [23], [24], [25]. La sintomatologia observable
corresponde a marchitamiento y pérdida de turgencia de las hojas, caida de follaje, clorosis,
hundimiento de tejido (cancros) y exudaciones, necrosis del tejido vascular, rebrotes
epicormicos, hasta el secado del arbol. A nivel interno se da una obstruccion del sistema vascular

y la lesion se extiende a lo largo del fuste ocasionando la muerte [10], [11], [20], [22], [26].

La melina ha demostrado ser muy susceptible a la enfermedad causada por C. fimbriata, lo que
ha puesto en riesgo la sostenibilidad de la industria forestal nacional y regional. La muerte de la
melina en plantaciones comerciales puede alcanzar hasta 40% Yy existen reportes que los
primeros sintomas de la enfermedad han aparecido en plantaciones jovenes de tan solo siete
meses de edad. Los arboles de menor clase diamétrica y en posicién socioldgica de suprimido
o intermedio, tienden a mostrar mayor grado de incidencia y severidad a la enfermedad [10],
[18], [27]. Dado este patron de susceptibilidad, el manejo integrado cobra relevancia al facilitar

diagnosticos y estrategias de prevencion y control adecuados.

El manejo integrado de plagas y enfermedades empieza con el correcto y oportuno diagnostico
de los organismos que afectan los cultivos, con el fin de tomar decisiones de manejo incluyendo
diferentes areas que garanticen el control y la prevencion a largo plazo de la ocurrencia de plagas
y enfermedades en el cultivo. Entre las técnicas de manejo mas comunes estan el control

fitogenético, cultural, bioldgico, etoldgico, fisico, legal y quimico [28], [29].



En caso de C. fimbriata, el manejo integrado de la enfermedad se debe priorizar con el uso de
material genético que haya sido determinado como tolerante o resistente. También se debe
procurar el buen manejo silvicultural de las plantaciones que incluye preparacion de suelo,
control de malezas, planificacion de poda en épocas de menor temperatura y apoyarse también
con controladores biolégicos [22], [27].

El control bioldgico se visualiza como una alternativa de bajo costo y de menor impacto
ambiental, ademas de tener un efecto duradero y amigable con la salud humana. Un agente
biocontrolador debe ser capaz de inhibir patdgenos bajo diferentes condiciones ambientales con
el objetivo de reducir la poblacion patogénica. Entre los mecanismos de accion se encuentran la
antibiosis, competencia por espacio 0 nutrimentos, interaccién directa con el patégeno e
induccién a la resistencia [30], [31], [32], [33], [34], [35].

Existen organismos que cumplen la funcion de controlador biolégico, entre ellos los hongos del
género Trichoderma, caracterizados por su versatilidad y adaptabilidad en el combate biol6gico
de enfermedades. Fue aislado del suelo por primera vez en 1794 en Alemania, pero fue hasta
1932 que se reporté como un agente con capacidad de biocontrol. Se encuentra tanto en el suelo
como de manera endofita en las plantas, ademas presenta tres tipos de estructuras activas (hifas,
clamidosporas y conidios) que son efectivas contra los patdgenos por su rapida accion de
parasitismo o competencia por espacio y nutrientes [32], [33], [34], [36], [37].

Trichoderma harzianum Rifai es la especie antagonista con mayor estudio y uso comercial para
el biocontrol de patdgenos. Actia como un fungicida natural y favorece a la planta en
crecimiento radicular y aéreo [38], [39]. Ha sido utilizada contra patégenos como Alternaria
porri, A. solani, Colletotrichum gleosporiodes, Verticillium spp., Fusarium oxysporum, F.
solani, F. circinatum, C. paradoxa, incluido el patégeno causante de la marchitez de la melina,
C. fimbriata [39], [40], [41], [42], [43]. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar la
efectividad de Trichoderma harzianum como biocontrolador en la prevencion del ataque de

Ceratocystis fimbriata en clones de Gmelina arborea con diferente grado de tolerancia.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la efectividad de Trichoderma harzianum como biocontrolador en la prevencion del
ataque de Ceratocystis fimbriata en clones de Gmelina arborea con diferente grado de

tolerancia.

2.2. Objetivos especificos

a. Clasificar el grado de tolerancia de 92 genotipos élite de Gmelina arborea inoculados
con Ceratocystis fimbriata pertenecientes al programa de mejoramiento genético de
GENFORES.

b. Analizar en laboratorio el antagonismo de tres cepas de Trichoderma harzianum contra
la cepa CIF004 de Ceratocystis fimbriata mediante pruebas duales in vitro.

c. Determinar a nivel de invernadero el efecto de biocontrol preventivo de Trichoderma
harzianum contra la enfermedad causada por Ceratocystis fimbriata en genotipos de

Gmelina arborea.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Procedencia del material
3.1.1. Obtencion de plantas y hongos

Las plantas utilizadas se obtuvieron de la coleccion genética clonal de melina, perteneciente a
la Cooperativa Internacional de Mejoramiento Genético Forestal (GENFORES) ubicado en el
Campus Tecnoldgico Local San Carlos del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. Los hongos
fueron obtenidos de la micoteca del Laboratorio de Patologia Forestal de la Escuela de
Ingenieria Forestal del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. Se utilizé la cepa CIF004 de

Ceratocystis fimbriata y las cepas TGA, TTG y THB de Trichoderma harzianum (Cuadro 1).

Cuadro 1. Procedencia de los hongos de la micoteca del Laboratorio de Patologia Forestal,

Escuela de Ingenieria Forestal del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica.

Cepa Hospedero forestal Lugar de procedencia
CIF004 Gmelina arborea Pital, San Carlos
TGA Gmelina arborea Pital, San Carlos
TTG Tectona grandis Abangares, Guanacaste
THB Hevea brasiliensis Pococi, Limon

3.2. Clasificacion de tolerancia al patégeno Ceratocystis fimbriata en genotipos élite de

Gmelina arborea
3.2.1. Bases de datos

Se recopil6 y unifico las bases de datos de los ensayos de resistencia genética de 92 genotipos
élite de G. arborea contra C. fimbriata y que se generaron en el proyecto de investigacion
“Desarrollo de un programa de mejoramiento genético contra enfermedades en teca (Tectona
grandis L.) y melina (Gmelina arborea Robx.). Fase Il. Seleccion y reproduccion comercial de
genotipos” de la Vicerrectoria de Investigacion y Extension del Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica, periodo 2023-2024.



Las bases de datos fueron creadas a partir de tres ensayos de evaluacién en la poblacién de
genotipos elite de melina, en un ambiente controlado (invernadero) creado para tales fines, en
las instalaciones de produccion clonal de GENFORES en Santa Clara, San Carlos. Cada
genotipo estuvo representado por nueve rametos y un testigo (no inoculado), que se inocularon
mediante el protocolo establecido por el programa de resistencia genética a la enfermedad [12].

Las plantas se evaluaron durante 90 dias a partir de los sintomas visibles de la enfermedad.
3.2.2. Procesamiento de informacion

La base de datos incluyo las variables diametro en la base de la planta (mm), altura total (cm),
incidencia, mortalidad y tamafio de lesion (cm) provocada por la infeccion con C. fimbriata.
Con el fin de obtener una Unica variable de clasificacion, se construyd un indice de seleccion
como una variable compuesta utilizando las variables incidencia visual y tamafio de lesion
interna (Ecuacidn 1). La incidencia considerd un peso de 30% Yy la lesion interna un peso de
70% en la escala.

%lIncidencia — X Lesion — x
ISZ{[( s >*0'3] + [( s )*O,7]}+a

(1)

Donde, IS: indice de seleccidn, x: promedio de la variable, s: desviacion estandar de la variable,

a: valor constante para garantizar valores positivos.

Con base en este indice de seleccion se establecio una escala en quintiles para clasificar los
genotipos en relacion con su grado de tolerancia al patégeno (Cuadro 2) con el propdsito de

agrupar los genotipos con comportamiento similar.



Cuadro 2. Escala de clasificacion por quintiles de tolerancia a Ceratocystis fimbriata en

genotipos de Gmelina arborea.

Quintil Clasificacion

I Tolerante

1 Levemente susceptible
Il Medianamente susceptible
v Altamente susceptible

\Y/ Extremadamente susceptible

3.2.3. Anadlisis de informacion

La base de datos se procesé en hojas electronicas en el programa Microsoft Excel version Office
365. Se orden6 de menor a mayor por indice de seleccion. Con la base de datos ordenada se
procedid a seccionar en quintiles al restar el nGmero més grande con el nUmero mas pequefio y

dividido entre cinco para determinar los intervalos de cada quintil.
3.3. Cultivos duales de antagonismo in vitro
3.3.1. Preparacion de inoculos

El ensayo dual se realiz6 en el Laboratorio de Patologia Forestal de la Escuela de Ingenieria
Forestal del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica en Cartago, Costa Rica. Se activo los aislados
de los hongos en placas de Petri de 9 cm de didmetro con medio de cultivo PDA (por sus siglas
en inglés, Potato Dextrosa Agar) donde se colocd un disco de micelio conservado al centro de
cada placa para reactivar el crecimiento de las cepas, tanto de T. harzianum como C. fimbriata.
Posteriormente se repicaron en PDA (39 g/I) con penicilina (0,2 g/l), estreptomicina (0,2 g/l) y
tiamina (0,2 g/l). Se incubd los aislados de T. harzianum durante siete dias y C. fimbriata durante

15 dias a una temperatura de 28 + 2 °C.



3.3.2. Disefio experimental

El ensayo dual se realizd con los hongos previamente incubados. El disefio experimental se
establecio como un disefio completamente aleatorio (DCA) con cuatro tratamientos (tres cepas
de T. harzianum y una cepa de C. fimbriata) y ocho repeticiones (Figura 1). Los tratamientos
fueron TGA + CIF004, TTG + CIF004, THB + CIF004 y CIF004 como control, donde CIF004

corresponde a la cepa del patégeno C. fimbriata.

- > @ « «

TGA @B TTG THB <8 CIF004

Figura 1. Pruebas duales de antagonismo entre aislados de Trichoderma harzianum contra
Ceratocystis fimbriata.

En cada placa de Petri con PDA, se coloco un disco de 6 mm del aislado de T. harzianum a 1
cm del borde y el aislado de C. fimbriata se ubicé con una separacion de 7 cm. Esta prueba se
repitié dos veces; en la primera repeticion se coloco C. fimbriata y T. harzianum al mismo
momento. En la segunda repeticion se colocé C. fimbriata tres dias antes que T. harzianum en
las placas correspondientes como sugiere Aswini et al. [44] para hongos de lento crecimiento.
Se dejo los ensayos creciendo durante cinco dias donde se le midié diariamente el crecimiento
radial a C. fimbriata en milimetros con una regla desde el borde de cada disco hacia el centro

de la placa con el propdsito de determinar la efectividad de accién.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) y la capacidad antagonica de cada cepa
de T. harzianum se evalu6 mediante el procedimiento empleado por Rivera-Méndez et al. [45]

como se muestra en la Ecuacion 2.

PICR = -7 100
= X (2)



Donde, PICR: porcentaje de inhibicion de crecimiento radial, C: crecimiento radial del patdgeno
en la placa control, en milimetros, T: crecimiento radial del patdégeno en la placa dual, en

milimetros.

La clasificacion de las cepas se realizd siguiendo la capacidad de antagonismo propuesta por
Bell [46] y se modificd con el potencial biocontrolador (Cuadro 3).

Cuadro 3. Escala de capacidad de antagonismo del género Trichoderma ante hongos patégenos.

Clase Descripcion Po_tencial de
biocontrol

Trichoderma crecié completamente sobre el patdgeno y se extendio

. por toda la superficie del medio, se observo presencia de esporulacion Muy alto

2 Trichoderma cubri6 al menos dos tercios de la superficie del medio Alto
Trichoderma y el patégeno colonizaron aproximadamente la mitad

3 de la superficie del medio, sin evidencia de dominio de ninguno sobre Neutral
el otro
El patdgeno colonizé al menos dos tercios de la superficie del medio _

‘ y resiste el avance en crecimiento de Trichoderma Bajo
El patdgeno crecié completamente sobre Trichoderma y cubrié toda

5 Muy bajo
la superficie del medio

Fuente: [46].

3.3.3. Anadlisis estadistico

Se realiz6 un anélisis de varianza (ANDEVA) para el crecimiento radial con una confiabilidad
de 95%, de previo se aplico la prueba de normalidad Shapiro Wilk y la prueba de
homocedasticidad de Levene de homogeneidad de varianzas. Luego se realizé la prueba de
Tukey para determinar si hubo diferencias significativas entre los tratamientos. Los datos se
analizaron utilizando un disefio completo al azar (Modelo A) mediante el software estadistico
InfoStat version 2020.



Yij = U+ T+ & (A)

Donde y;;: repuesta de la variable observada en la j-ésima unidad experimental del i-ésimo
tratamiento, u: media general de los tratamientos, 7;: efecto del i-ésimo tratamiento, &;;: error

experimental.

3.4. Evaluacion de biocontrol de Trichoderma harzianum contra Ceratocystis fimbriata
3.4.1. Preparacion de plantas

El ensayo in vivo se realizd en el invernadero de resistencia de enfermedades de GENFORES
en Santa Clara (10° 22 3,15 Norte y 84° 30’ 45,95 Oeste) a una altitud de 170 msnm. El

sitio presenta una temperatura promedio de 25,7 °C y precipitacién de 3371 mm anuales [43].

Se seleccionaron nueve genotipos élite de melina (1, 5, 51, 20, 58, 63, 15N, 32PC y 16PZ) con
diferente grado de tolerancia previamente determinada segun las categorias establecidas en el
Cuadro 2. Las plantas se produjeron en maceteros #400 utilizando turba TS1 como sustrato, se
aplico fertilizante al momento del trasplante y antes de iniciar el ensayo. Al momento del ensayo
en el invernadero, las plantas tenian aproximadamente cuatro meses de edad, al menos 1 cm de

diametro y alturas homogenizadas con poda para garantizar las mismas condiciones.

3.4.2. Preparacion de indculos

Se seleccionaron las cepas THB y TGA de T. harzianum resultantes de las pruebas de
antagonismo. La preparacion del material de T. harzianum y C. fimbriata se realizd mediante
suspension de esporas siguiendo el procedimiento descrito por Méndez-Alvarez et al. [12]. Se
cuantificé la cantidad de esporas con ayuda de una cdmara de Neubauer y se diluy6 a una

concentracion de 2,5 x 10° esporas/ml.
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3.4.3. Disefio experimental

El disefio experimental se establecido como un arreglo factorial 9 x 4 tratamientos, donde se
utilizé nueve genotipos vs. cuatro indculos (dos cepas de T. harzianum, una cepa de C. fimbriata
y el control). La unidad experimental consistio en una planta por genotipo en cada tratamiento,
con lo cual se obtuvo diez repeticiones (Figura 2). Cada genotipo correspondio al factor Ay el
indculo como factor B, los cuales fueron bl) cepa THB + CIF004, b2) cepa TGA + CIF004,
b3) solamente la cepa CIF004 y B4) el control con agua destilada estéril (ADE).

Genotipo x 9

A b A \ \ N \ A A

A Vo Ve W WV W W VN YNe N5

QS R[S & W &2 (&2 V(&2 VS W[ 2 RS NI &2
""""" s
A \ hY A hY b | | N N \

s Ve WV Vo Wo We We We W N5

R ZF R & R & R & R/ & N/ & R Z N/ & QDG N[ Z

s hies dmes  bmes  hmes  Bhees  Bhees  Bhses  Bhmes  Sen TGA + CIF004

o 7z 7z ' 7z & ' ' ¥ 4

L L7 N = N\ o Nz W\ o N o N = X & Nz

R R &7 N/&= V(& V(D RS R/ & RS N/ & RS

~fitmes fitenes flDams ARoes B0mes lDmes lRmes fmes <®0omes <B0ees THB + CIF004
\ \ \ \ \ A % \ \ \

Ve Ve W WV Wo W W We WNo YN

N/ & R/ & R/ & W& R 2 R & (& =/ & RS R &

LA A A A A A A A L e

Figura 2. Disefio factorial para el ensayo de biocontrol (4 tratamientos) contra Ceratocystis

fimbriata en nueve genotipos de melina, invernadero de patologia forestal en Santa Clara, San

Carlos, Costa Rica.
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La inoculacion de T. harzianum y C. fimbriata se realizo6 siguiendo la metodologia aplicada por
Méndez-Alvarez et al. [12] adaptada para cada hongo y considerando el tiempo de inoculacion
del biocontrolador [47]. Se hizo una herida aproximada de 2,0 cm en forma de espina de pescado
con un bisturi estéril y a 10 cm de la base de la planta (Figura 3). Se aplic6 con micropipeta 500
ul de la suspension de esporas de las cepas de T. harzianum con una concentracion de 2,5 x 108
esporas/ml. La herida se cubri6 con algodon, plastico adhesivo y ADE para favorecer un
ambiente de humedad. Una semana después en la misma herida, se aplic6 con micropipeta 150
ul de la suspension de esporas de CIFO04 en una concentracion de 2,5 x 10° esporas/ml. Las

plantas control se inocularon con ADE.

\/
\o
N

Figura 3. Metodologia de inoculacion de Trichoderma harzianum y Ceratocystis fimbriata

mediante herida en forma de espina de pescado y aplicacion con micropipeta.

Cada 15 dias se midi6 el progreso de la lesion hasta cumplir con una duracion total de 60 dias.
Al finalizar este periodo, se realizé la destruccion de los arboles para medir la lesion en ambas
direcciones desde el punto de inoculacion [48] y se calculd la severidad de la lesion por medio

de porcentaje utilizando la Ecuacion 3 propuesta por Oliveira [49].
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SLY% —E* 100
°TH (3)

Donde, SL%: severidad de lesién, TL: tamafio de la lesion, en centimetros, H: altura total del

arbol, en centimetros.

Posteriormente, para completar los postulados de Koch, se cortaron pequefios trozos de la planta
de cada genotipo y se incubaron en placas de Petri con PDA para el reaislamiento de los hongos

inoculados.
3.4.4. Analisis estadistico

Se aplico la prueba de normalidad Shapiro Wilk a los datos de severidad de lesién. Los datos
presentaron una distribucion no normal, por lo que se aplicd la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis con comparacién a pares con una confiabilidad de 95%. Los datos se analizaron
utilizando un disefio completamente al azar con un arreglo factorial (Modelo B) mediante el

software estadistico InfoStat version 2020.

Yijk = b+ T+ pj+ (Tp)ij + €iji (B)

Donde y;j.: repuesta de la variable observada en el j-ésimo nivel de A, el i-ésimo nivel By la
repeticion k-ésima, u: media general, 7;: efecto del i-ésimo nivel del factor A, p;: efecto del j-
esimo nivel del factor B, (rp);;: interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j-ésimo nivel

del factor B en su repeticion k, €; - error experimental.
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4. RESULTADOS

4.1. Clasificacion de tolerancia al patégeno Ceratocystis fimbriata en genotipos élite de

Gmelina arborea

El indice de seleccion de la tolerancia de una poblacion de 92 genotipos melina resultdé con un
intervalo de valores desde 0,06 hasta 2,77. Del total de la poblacion, 17 (19%) se clasificaron
como tolerantes dentro del quintil I con valores promedio de incidencia de 14,76% y tamafio de
lesion de 7,69 cm. Los genotipos con susceptibilidad intermedia se ubicaron en los quintiles Il
y Il con 27 (29%) y 15 (16%) genotipos, respectivamente. Mientras que 20 (22%) se ubicaron
como altamente susceptibles y 13 (14%) como extremadamente susceptibles que suman juntos
33 (36%) y se ubicaron en los quintiles IV y V, respectivamente con valores promedio de
97,69% de incidencia y tamafio de lesion de 115,21 cm (Cuadro 4). Anexo 1.

Cuadro 4. Clasificacion de 92 genotipos de Gmelina arborea en relacion con su tolerancia a la
prueba de inoculacion con Ceratocystis fimbriata, con base en el indice de seleccion, tasa de

incidencia y tamafio de lesion, Santa Clara, San Carlos, Costa Rica.

Cantidad de Indice de

Quintil . i Incidencia (%0) Lesion (cm)
genotipos seleccion
I 17 0,06 - 0,53 14,76 7,69
I 27 0,54 - 1,07 87,56 17,46
Il 15 1,08 - 1,62 91,78 44,01
v 20 1,63 -2,16 94,12 74,02
Vv 13 2,17 - 2,77 97,69 115,21

Entre los genotipos tolerantes ubicados en el quintil I, se observé nueve genotipos destacados
con respecto a la incidencia de la enfermedad con valores nulos de incidencia y un valor
promedio de lesién de 7,10 cm. Los mejores genotipos de este primer grupo fueron 1, 43, 46,
27,5,51, 16, 12 y 47. Mientras en el otro extremo de la clasificacion, genotipos extremadamente
susceptibles fueron 3PZ, 4 PZ, 6, 56, 32, 38, 13, 40, 44, 26, 15N, 29 y 30 ubicados dentro el
quintil V, que registraron lesiones muy extensas y alta incidencia al patégeno C. fimbriata
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Genotipos de Gmelina arborea agrupados por quintil y su clasificacion de tolerancia

a Ceratocystis fimbriata.

Quintil  Clasificacion Genotipos
| Tolerante 1,43, 46, 27,5, 51, 16, 24,12, 7, 22, 15, 47, 11, 28, 21, 8

L evemente 1N, 19PZ, 58, 45, 8PZ. 4, 26PZ, 63, 2. 57, 19, 17, 20CA. 60,
. susceptible 24PZ, 19CA, 20PZ, 34, 14PZ, 28PZ, 37, 35PC, 21PZ, 13PZ,
P 61, 23PZ, 35

" Medianamente 1PZ, 15PZ, 10PZ, 55, 11PZ, 24CA, 22PZ, 16PZ, 5N, 25,

susceptible 33PC, 7VPZ, 26PC, 27PZ, 12PC
IV Altamente 49, 100, 18PC, 25PZ, 20, 32PC, 9, 48, 54, 39, 5PZ, 62, 7PZ,
susceptible T, 4CA, 14, 42,41, 33, 59
Extremadamente

i 3PZ, 4PZ, 6, 56, 32, 38, 13, 40, 44, 26, 15N, 29, 30
susceptible

4.2. Cultivos duales de antagonismo in vitro

Las cepas de T. harzianum THB y TGA (aislados de H. brasiliensis y G. arborea,
respectivamente) mostraron el mejor porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR)
contra C. fimbriata. A los cinco dias, la cepa THB mostré la mayor inhibicién con un promedio
un 33,7% para la repeticion uno y 18,8% en el segundo ensayo. Luego se ubico la cepa TGA 'y

la que mostré menor PICR fue la cepa TTG (aislada de T. grandis) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Crecimiento radial promedio de Ceratocystis fimbriata y porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial (PICR) en pruebas duales de antagonismo en presencia de cepas de

Trichoderma harzianum, Cartago, Costa Rica.

Repeticién 1 Repeticién 2
Cepa Promedio crecimiento PICR Promedio crecimiento PICR
radial (mm) (%) radial (mm) (%)
THB 8,6 33,7 14,7 18,8
TGA 9,0 30,8 15,7 13,3
TTG 9,7 25,5 15,9 11,9
CIF004 13,0 - 18,1 -
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Durante la incubacion, T. harzianum coloniz6 rapidamente la placa de Petri alcanzando el area
de crecimiento de C. fimbriata al cuarto dia en promedio para las tres cepas. En cuanto al
crecimiento radial se determin0 significativamente (p < 0,05) la inhibicion del crecimiento radial
de C. fimbriata en presencia de T. harzianum a los cinco dias, pero no hubo diferencias entre
cepas de T. harzianum en la primera repeticion. En la segunda prueba result6 diferencias entre
las distintas cepas, ademas de C. fimbriata. En ambas repeticiones THB fue la cepa que registrd

la mayor tasa de inhibicién del crecimiento de C. fimbriata (Figura 4).

A) Repeticion 1 B) Repeticion 2

15,04 20,04
_ —_ C
£ €
= 13,0 é 18,5
S s
© 3 B
g 11,04 8 17,04 AB
c
é 2 A
R % 155
5 o
© O

7,04 14,04

THB TGA TIG CIF004 THB TGA TIG CIF004
Tratamiento Tratamiento

Figura 4. Tasa de inhibicion del crecimiento radial de Ceratocystis fimbriata en cultivo dual

con cepas de Trichoderma harzianum.

Las tres cepas de T. harzianum mostraron una capacidad de antagonismo de “Clase 1” con
potencial biocontrolador “Muy Alto” basado en el Cuadro 3 contra el hongo patégeno C.

fimbriata (Figura 5).
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Cara superior Cara inferior

A)

B)

C)

Figura 5. Prueba dual de antagonismo de Trichoderma harzianum (lado izquierdo de cada
placa de Petri) contra Ceratocystis fimbriata (lado derecho en cada placa de Petri): A) cepa
Hevea brasiliensis, B) cepa Gmelina arborea y C) cepa Tectona grandis.
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4.3. Evaluacion de biocontrol de Trichoderma harzianum contra Ceratocystis fimbriata

A los 60 dias de evaluacion se observo que en promedio el diametro varia entre 11,95y 16,75
mm, la altura total varia entre 106,32 y 156,71 cm vy la lesion interna varia entre 7,24 y 58,11
cm (Cuadro 7).

Cuadro 7. Promedio de didmetro, altura total, tamafio de lesion e indice de seleccion por
inoculacion de Ceratocystis fimbriata en nueve genotipos de Gmelina arborea evaluados en

invernadero a los 60 dias, Santa Clara, San Carlos, Costa Rica.

Genotipo Diametro (mm) Altuzgrrpl))lanta Lesion (cm) Lre]:jeigceigr?
1 14,50 148,08 7,24 0,06
5 14,17 156,71 7,84 0,08
51 14,95 147,37 6,34 0,11
58 14,65 141,16 24,41 0,69
20 16,65 136,71 30,50 1,71
63 13,35 123,33 47,38 0,83
32PC 17,26 128,46 51,11 1,72
16PZ 11,95 106,92 53,16 1,32
15N 16,78 139,90 58,11 2,68

Las plantas control tratadas con agua destilada estéril no mostraron en ningin momento
presencia de sintomas ni lesién mas alla de la ocasionada con la herida de bisturi. En las plantas
tratadas solo con C. fimbriata se observéd una rapida aparicion de sintomas como marchitez,
pérdida de turgencia y clorosis de las hojas a los 30 dias después de la inoculacién del patégeno,
mas evidente en los genotipos clasificados como susceptibles. En cuanto a las plantas tratadas
con ambas cepas de T. harzianum se evidencié la presencia de sintomas 45 dias después de la
inoculacién principalmente en los genotipos mas susceptibles. Mientras que en los genotipos

clasificados como tolerantes no se observo presencia de sintomas o en muy pocas plantas.
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A los 60 dias se registraron diferencias significativas (p < 0,05) en la interaccion genotipo x
tratamiento, lo que muestra que la efectividad de la interaccion varia entre genotipos y
tratamientos (Cuadro 8). Los genotipos con el tratamiento ADE se mostraron saludables durante
todo el ensayo con un registro de severidad de lesion relativamente bajo o casi nulo entre 1,49%
hasta 2,27%. Los genotipos 1y 5 exhibieron una severidad de lesion baja en el tratamiento con

la cepa de C. fimbriata, lo que resultd en que son tolerantes a la enfermedad.

Por otro lado, los genotipos 58, 63, 20, 32PC, 16PZ y 15N mostraron una severidad mayor al
40%, pero unicamente bajo C. fimbriata, donde el valor mayor se registrd en el genotipo 16PZ
con 90,76%. La respuesta de ambas cepas de T. harzianum fue variable entre genotipos donde
la cepa THB permitié la menor severidad de lesion promedio en los genotipos 1, 63, 20, 16PZ
y 15N. Mientras que la cepa TGA permitio la menor severidad de lesion promedio en los
genotipos 5, 51, 58 y 32PC. Estos resultados no necesariamente registraron diferencias
significativas en todos los casos (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de la inoculacion previa con Trichoderma harzianum en genotipos de melina
en la severidad de la lesién interna a los 60 dias provocada con la inoculacion de Ceratocystis

fimbriata, Santa Clara, San Carlos, Costa Rica.

Tratamientos

Genotipo
ADE THB + CIF004 TGA + CIF004  CIF004  Promedio
1 1,71 4,26 13,00 6,85 6,46"8
5 1,53 12,32 2,15 8,38 6,10"
51 2,27 2,32 2,30 26,55 8,36"
58 1,86 21,73 7,02 43,87 18,6248
63 2,24 48,11 58,71 54,06 40,78¢P
20 1,49 17,00 17,49 57,73 23,438C
15N 2,27 50,18 58,18 58,75 42,35°
32PC 1,65 53,69 29,18 79,04 40,89¢P
16PZ 2,16 56,57 80,28 90,76 57,44°
Promedio 1,917 29,588 29,818 47,33

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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A nivel de genotipos, el 1, 5y 51 mostraron el nivel de severidad de lesion méas bajo, sin
diferencias estadisticamente significativas. Mientras que en el otro extremo, los genotipos 63,
32PC, 15N y 16PZ exhibieron la mayor severidad de la lesion en general a pesar de haber sido

inoculados con dos cepas de T. harzianum (Cuadro 8, Figura 6).

Severidad de lesion (%)

51 5 1 58 20 63 32PC 15N 16PZ
Figura 6. Severidad de lesion de Ceratocystis fimbriata en nueve genotipos de Gmelina

arborea, basado en el analisis de lesion interna a los 60 dias. Medias con una letra comdn no

son significativamente diferentes (p > 0,05).

En cuanto a la severidad de lesion por tratamiento a los 60 dias, las plantas tratadas con T.
harzianum mostraron una disminucion de hasta 18% en promedio, en comparacién con las
plantas tratadas uUnicamente con C. fimbriata. Sin embargo, igualmente se evidencio
visualmente presencia de sintomas de la enfermedad mayoritariamente en los genotipos con
algun grado de susceptibilidad como 63, 32PC, 15N y 16PZ. Hubo diferencias significativas (p
< 0,05) entre tratamientos donde T. harzianum logro reducir la severidad de la lesion, pero sin
diferencias significativas entre cepas de T. harzianum en comparacion con solamente C.

fimbriata (Cuadro 8, Figura 7).
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Figura 7. Severidad de lesion de Ceratocystis fimbriata en cuatro tratamientos, basado en el
andlisis de lesion interna a los 60 dias. Medias con una letra comdn no son significativamente
diferentes (p > 0,05).

De los reaislamientos de las plantas, se recuperaron colonias de T. harzianum y C. fimbriata
cumpliendo con los postulados de Koch (Anexo 2). En caso de T. harzianum se observo la

coloracion caracteristica verde amarilla del hongo (Figura 8).

Cara superior Cara inferior

Figura 8. Reaislamientos con presencia de Trichoderma harzianum. Placa de Petri: izquierda
cepa Hevea brasiliensis, derecha cepa Gmelina arborea.
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5. DISCUSION

5.1. Clasificacion de tolerancia al patdégeno Ceratocystis fimbriata en genotipos élite de

Gmelina arborea

La evaluacion de genotipos en el programa de mejoramiento genético busca determinar si su
genética puede considerarse resistente a una enfermedad para su comercializacion y
establecimiento seguro en campo. Diversos estudios en Costa Rica han determinado que la
tolerancia de la melina al C. fimbriata esta determinada por su genotipo [11], [12], [13]. En este
contexto, la lesion interna es un parametro practico replicable para evaluar la tolerancia a esta
enfermedad a nivel de invernadero. Esto ha sido aplicado en ensayos con especies como cacao,
café, eucalipto [20] y se ha utilizado de manera similar en este estudio para evaluar la respuesta
de los genotipos de melina a C. fimbriata. La clasificacion mediante un indice de seleccién a
nivel de invernadero es una herramienta que orienta la eleccién de genotipos con las
caracteristicas deseables en los ensayos genéticos, ya que permite combinar diversas variables
segln su nivel de importancia, y de este modo, obtener una evaluacion mas completa [50], [51].

Los resultados de este estudio muestran que hay variaciones entre los 92 genotipos evaluados
en incidencia y magnitud de la lesion. Méndez-Alvarez et al. [11] evaluaron en campo 26 de
esta misma poblacion de genotipos aunque el método de agrupacion difiere con el utilizado en
este estudio porque se utilizé un indice de patogenicidad y se dividio en tercios, contrario a este
estudio que se utilizé un indice de seleccidn agrupado en quintiles. A pesar de la diferencia, se
obtiene resultados similares como en el caso de los genotipos 1y 51 que se ubican dentro del

grupo de tolerancia al patdgeno.

Sin embargo, se obtuvo una calificacion diferente para algunos genotipos en este estudio. Los
genotipos 57 y 58 se registran ahora como levemente susceptibles, mientras los genotipos 27 y
24 son catalogados como tolerantes. Ademas, los genotipos 4, 19, 20CA, 35PC, 5N, 33PC,
26PC, 12PC, 18PC, 32PC, T y 59 se encuentran se encuentran entre leve y altamente

susceptibles.
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Por otro lado, los genotipos 1N, 19CA y 24CA son catalogados entre leve y medianamente
susceptibles, mientras que Méndez-Alvarez et al. [11] los reportan susceptibilidad alta. Los
genotipos 20, 4CA y 33 son considerados en esta investigacion como altamente susceptibles,
mientras que los genotipos 26 y 15N concuerdan en ambas evaluaciones en su registro como
extremadamente susceptibles. Estas posibles diferencias se pueden deber a la forma de

evaluacion en invernadero, la forma de inoculacion del patogeno e incluso edad de las plantas.

En otro estudio similar realizado por Méndez-Alvarez et al. [12] se utilizo la cepa CIF001 de C.
fimbriata y se evalud los genotipos 1, 20, 57, 58 y 15N. A pesar de utilizar una cepa diferente,
ambos estudios coinciden en clasificar el genotipo 1 como tolerante y 15N como
extremadamente susceptible. Estos resultados sugieren la necesidad de una revision o
evaluacion adicional de algunos genotipos con resultados contrastantes. Con respecto a los 92
genotipos evaluados en este trabajo, es importante destacar que la mayoria se someten por
primera vez a una evaluacién a C. fimbriata, lo que permite determinar su nivel de tolerancia o

susceptibilidad.

Importante mencionar, que solamente 19% de genotipos se pueden plantar de manera segura,
de toda la poblacion élite del programa de mejoramiento genético. Alrededor de 75 genotipos
de alto rendimiento, calidad y productividad estan siendo relegados para una posterior opcion
de hibridacion con genotipos tolerantes. Esto sienta las bases para futuras investigaciones
orientadas a mejorar la resistencia genética de melina dentro los programas de mejoramiento

genético para garantizar mayor tolerancia a enfermedades.
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5.2. Cultivos duales de antagonismo in vitro

T. harzianum se utiliza en una amplia variedad de plantas para combatir enfermedades causadas
por hongos patogenos [32], [52]. Estudios han evaluado a T. harzianum como agente de
biocontrol a través de pruebas duales como Chavarria-Vega y Carmona-Solis [53] que evaluaron
el antagonismo de T. harzianum contra Fusarium solani aislado de arboles de melina y
observaron diferencias significativas en la accion de T. harzianum frente al patdgeno evaluado.
Por su parte, Idrees et al. [43] probaron el efecto antagonista de T. harzianum en diferentes
patdgenos, incluido C. fimbriata, donde reportaron porcentajes de inhibicién radial de 85,19%
y un promedio de crecimiento radial de 17,9 mm contra este patdgeno. Aunque estos valores
reportados son superiores al 33,7% registrado en esta investigacion, el crecimiento radial

observado si es coincidente con la segunda repeticion del estudio actual (Cuadro 6).

En un estudio similar, Shruthi et al. [54] evaluaron el antagonismo del género Trichoderma,
incluida la especie T. harzianum contra C. fimbriata. En su analisis, observaron un crecimiento
radial del patdgeno que vari6 entre 6,16 mm hasta 12,83 mm en placas duales con T. harzianum,
mientras que el control alcanz6 los 90 mm en ocho dias. En comparacion con este estudio, el
crecimiento radial durante la primera repeticion varié entre 8,63 mm a 9,69 mm en presencia de
T. harzianum, mientras que el control alcanz6 los 13,0 mm; en la segunda repeticion, el
crecimiento del patdgeno en placas duales varié entre 14,7 mm y 15,9 mm, mientras que el
control alcanz6 18,1 mm en una evaluacién de cinco dias (Cuadro 6). Las diferencias observadas
en el crecimiento radial pueden deberse a la duracion de la evaluacion, ya que Shruthi et al.

evaluaron durante tres dias mas.

Ademas, los porcentajes de inhibicion de crecimiento del patdgeno también variaron en ambos
estudios. Shruthi et al. reportan una inhibicién maxima de 93,10%, en contraste en este estudio
la inhibicidn alcanzé un maximo de 33,7% en la primera repeticion y un 18,8% en la segunda
réplica, que podria explicarse con las diferencias en el crecimiento radial del control de ambos
estudios. Idrees et al. [43] reportan también porcentajes de inhibicion de hasta 83,09% en una

evaluacion de cinco dias, aunque con un crecimiento radial de C. fimbriata de tan solo 1,79 mm.
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En solo cuatro dias, T. harzianum establece contacto con C. fimbriata y para el dia cinco ya es
posible observar coloraciones intensas en la zona de interaccion, lo cual sugiere la presencia de
sustancias producidas los hongos. Puede observarse en la Figura 5 que T. harzianum continda
su crecimiento sobre el micelio de C. fimbriata. Esta caracteristica permite clasificar las cepas
en la Clase 1 segun la escala de Bell [46], como también lo reportan Brito et al. [55]. Los
resultados muestran asi el potencial de T. harzianum como agente de biocontrol eficaz contra
C. fimbriata, debido a su réapida accion colonizadora e inhibidora principalmente por el

mecanismo que ejerce de competencia por espacio y nutrientes [43].

La mejor cepa evaluada en esta investigacion fue aislada de H. brasiliensis, lo que resalta la
importancia de encontrar especies de biocontrol enddfitas a otras especies forestales distintas de
los hospederos afectados porque podria tener respuestas igualmente efectivas. Saranya et al.
[42] antes de evaluar el potencial biocontrol contra C. fimbriata, aislaron cepas de Trichoderma
y otros biocontroladores de la granada (Punica granatum L.). Evaluaron las cepas en ensayos
duales donde obtuvieron una inhibicion micelial de hasta 100% contra C. fimbriata, resultados
muy superiores a lo obtenido en este estudio con cepas aisladas de diversas especies forestales,

incluida melina.

5.3. Evaluacion de biocontrol de Trichoderma harzianum contra Ceratocystis fimbriata

Los sintomas observados en este estudio a los 60 dias, como pérdida de turgencia, marchitez y
leves signos de clorosis coinciden con los sintomas reportados por Belezaca-Pinargote et al.
[56] y Méndez-Alvarez et al. [11] en un ensayo en invernadero, quienes incluso reportan la
presencia de rebrotes. El progreso de la enfermedad puede evaluarse mediante la medicion de
lesion o mediante el calculo de porcentaje de lesion en relacion con la altura total, como se ha
hecho en clones de eucalipto en Brasil, empleando el mismo procedimiento que en este estudio
[24], [48], [57].
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De manera similar, C. fimbriata muestra distintos niveles de agresividad en un mismo clon, lo
que sugiere que la tolerancia a la enfermedad varia en funcion del genotipo. A pesar de que el
material utilizado en el ensayo era homogéneo, se observan diferencias iniciales en el
establecimiento en relacion con la altura, esto podria explicar ligeras diferencias en el
crecimiento como lo mencionan Méndez-Alvarez et al.[11]. En el estudio de Oliveira et al. [48]
también consideran que la agresividad del patégeno puede estar influida por su propia variacion
genética; por lo tanto, no todas las cepas de C. fimbriata podrian resultar igualmente agresivas
en los mismos genotipos. Esto abre la posibilidad de explorar distintas combinaciones de cepas
y genotipos segun las zonas en las que el patdgeno esta presente.

Por otro lado, T. harzianum muestra un potencial como agente de biocontrol al reducir, en cierta
medida, la severidad de la lesion causada por C. fimbriata como evidencian los resultados de
este estudio en el Cuadro 8 y Figura 7. Sin embargo, su eficacia puede variar segun la capacidad
de resistencia del genotipo frente al patdgeno, ya que los individuos méas susceptibles pueden
no lograr resistir la infeccidn, incluso después de la inoculacién preventiva con T. harzianum,
tal y como se observé en los genotipos 63, 32PC, 16PZ y 15N. Es importante recalcar que el
uso de un agente de biocontrol no tiene como fin eliminar la enfermedad, sino que es una técnica
preventiva que permite inhibir el avance del patdégeno [58], tal y como se evidencia en los

resultados obtenidos.

Estos resultados sugieren la necesidad de desarrollar estrategias que permitan a los genotipos
mas susceptibles mejorar su respuesta defensiva al ataque de C. fimbriata. Como a traves del
apoyo de un biocontrolador que participe en la induccion a la resistencia [59]. El control
bioldgico no se limita solo a la produccion de metabolitos, sino que depende de factores
adicionales, como la competencia dentro la planta y variables externas, incluyendo temperatura,

humedad, estado de salud, edad, desarrollo y estrés de la planta [52].
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Brito et al. [55] estudiaron el efecto de Trichoderma spp. contra C. fimbriata en plantulas de
mango (Mangifera indica L.) a través de la inoculacion en raices y sustrato. En sus resultados
observaron que la cepa T. harzianum, en ambas inoculaciones, disminuy0 la incidencia de la
enfermedad en comparacion con el control, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas. Por otro lado, Idrees et al. [43] también evaluaron el efecto de T. harzianum
contra C. fimbriata a nivel de invernadero, pero con inoculacién a través del suelo solamente.
Sin embargo, registraron una reduccién de hasta 52,55% de la enfermedad comparado con el
control no inoculado con el agente de biocontrol. Esto a pesar de que no evaluaron la severidad
de la lesion, sino la severidad de la enfermedad observada a través de una escala. Estos estudios
evidencias que T. harzianum ejerce una reduccion significativa de la enfermedad similar a los

hallazgos de esta investigacion.
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f)

6. CONCLUSIONES

La clasificacion de la poblacién de mejoramiento genético de melina resulté en 17
genotipos tolerantes, 27 levemente susceptibles, 15 medianamente susceptibles, 20
altamente susceptibles y 13 extremadamente susceptibles.

Nueve genotipos (10%) destacaron por su bajo nivel de incidencia y lesion, lo que los
hace aptos para su comercializacién y establecimiento seguro en campo.

Las tres cepas endofitas de Trichoderma harzianum evaluadas demostraron hasta una
efectividad de inhibicion de casi un 34% contra Ceratocystis fimbriata.

Los mismos genotipos de melina clasificados como tolerantes, también resultaron
tolerantes bajo el tratamiento con Trichoderma harzianum.

Trichoderma harzianum logro reducir en un 18% la severidad de la lesién causada por
Ceratocystis fimbriata, pero no pudo evitar la aparicion de la enfermedad en los
genotipos susceptibles.

Es posible reducir parcialmente el avance del patdgeno dentro de la planta mediante la

inoculacion preventiva con Trichoderma harzianum.
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d)

/. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar técnicas de inoculacién preventiva de Trichoderma harzianum
en la produccion de plantas de melina en invernadero.

Se recomienda estudios que evallen las interacciones entre cepas de Trichoderma
harzianum y genotipos de melina para identificar combinaciones efectivas en el control
preventivo de Ceratocystis fimbriata.

Se recomienda incluir la mortalidad como variable para diferenciar entre los genotipos
con manifestacion parcial o total de la enfermedad.

Se recomienda probar otros mecanismos de inoculacion de Trichoderma harzianum en

las plantas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion por quintiles de susceptibilidad para clones de Gmelina arborea.

Quintil Genotipo IS %lncidencia Lesion (cm)
| 1 0,06 0,00 3,56
| 43 0,06 0,00 3,70
I 46 0,06 0,00 3,80
I 27 0,08 0,00 4,91
I 5 0,08 0,00 5,26
| 51 0,11 0,00 7,03
I 16 0,12 0,00 7,25
I 24 0,17 12,50 4,90
I 12 0,17 0,00 10,73
I 7 0,21 22,22 3,05
I 22 0,23 25,00 3,51
I 15 0,24 22,22 5,02
I 47 0,28 0,00 17,68
I 11 0,31 33,33 4,90
I 28 0,38 10,00 19,12
| 21 0,40 25,00 13,98
I 8 0,53 28,57 20,83
1| 1IN 0,58 20,00 27,39
1| 19PZ 0,62 30,00 25,78
I 58 0,69 66,67 13,63
I 45 0,79 30,00 36,47
I 8PZ 0,80 87,50 11,53
1| 4 0,82 88,89 11,99
I 26PZ 0,82 87,50 12,69
I 63 0,83 62,50 24,28
I 2 0,84 88,89 13,39
1| 57 0,91 100,00 12,86
1| 19 0,92 100,00 13,44
1| 17 0,92 100,00 13,52
I 20CA 0,93 100,00 14,02
I 60 0,94 100,00 14,56
1| 24PZ 0,95 100,00 14,92
1| 19CA 0,95 100,00 15,22
I 20PZ 0,95 100,00 15,31
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Quintil Genotipo IS %lIncidencia Lesion (cm)
I 34 0,96 100,00 15,79
1 14PZ 0,97 100,00 16,65
I 28PZ 0,98 100,00 17,22
I 37 0,99 100,00 17,63
I 35PC 1,03 100,00 20,01
I 21PZ 1,03 100,00 20,04
I 13PZ 1,03 100,00 20,05
I 61 1,04 100,00 20,74
I 23PZ 1,05 100,00 21,40
I 35 1,06 100,00 21,86
i 1PZ 1,11 100,00 25,24
i 15PZ 1,17 100,00 28,93
i 10PZ 1,18 100,00 29,70
i 55 1,23 62,50 49,29
i 11PZ 1,23 100,00 32,65
i 24CA 1,23 100,00 32,85
i 22PZ 1,28 90,00 40,30
i 16PZ 1,32 100,00 38,63
i 5N 1,42 75,00 55,62
i 25 1,45 71,43 59,32
i 33PC 1,46 88,89 52,43
i 7VPZ 1,49 100,00 48,89
i 26PC 1,49 88,89 54,00
i 27PZ 1,58 100,00 54,57
i 12PC 1,63 100,00 57,67
v 49 1,64 66,67 73,72
v 100 1,66 100,00 59,89
v 18PC 1,67 100,00 60,50
v 25PZ 1,68 90,00 65,60
v 20 1,71 80,00 72,20
v 32PC 1,72 100,00 63,63
v 9 1,74 85,71 71,43
v 48 1,78 100,00 67,16
v 54 1,80 100,00 68,69
v 39 1,81 100,00 69,30
v 5PZ 1,85 100,00 72,11
v 62 1,86 100,00 72,44
v 7PZ 1,87 100,00 72,89
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Quintil Genotipo IS %lIncidencia Lesion (cm)
v T 1,91 70,00 89,00
v 4CA 1,91 100,00 75,80
v 14 1,96 100,00 78,90
v 42 2,01 100,00 82,00
v 41 2,03 100,00 83,00
v 33 2,08 100,00 86,25
v 59 2,16 90,00 95,80
\% 3PZ 2,22 100,00 95,13
\% 4PZ 2,28 90,00 103,10
\ 6 2,30 100,00 100,00
\% 56 2,41 90,00 111,45
\% 32 2,46 100,00 110,30
\% 38 2,52 100,00 113,85
\% 13 2,55 100,00 116,00
\ 40 2,56 100,00 116,30
\ 44 2,63 100,00 121,10
\% 26 2,67 100,00 123,40
\% 15N 2,68 100,00 124,10
\% 29 2,76 90,00 133,42
\ 30 2,77 100,00 129,56
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Anexo 2. Reaislamiento de cepas A) THB y B) TGA de Trichoderma harzianum de los nueve

genotipos de Gmelina arborea.

Cara superior Cara inferior

A)
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