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Highlights

e Kretzschmaria es un género de hongos que causa pudricién en el cuello y la raiz de especies forestales.
¢ Hay reportes de arboles de teca enfermos en Costa Rica y se desconoce la causa.

Se identifica el patégeno mediante morfologia, extraccién de ADN y pruebas de patogenicidad.

e Se reporta por primera vez a Kretzschmaria zonata como causante de la pudricidon de teca en Costa Rica.
La identificacidn de patdgenos forestales posibilita el manejo integrado de la enfermedad.

Resumen

Se encontraron drboles enfermos en plantaciones de Tectona grandis en la provincia de Guanacaste, Costa
Rica, que mostraban sintomas de pudricién del cuello y la raiz. A nivel morfolégico y molecular, se identifi-
cO la especie Kretzschmaria zonata como el agente causal de la enfermedad. El micelio del patégeno cre-
cio de forma circuncéntrica en un medio PDA, con coloracién gris en el centro y blanca en los bordes. Se
registraron ascosporas de color café oscuro, cuyo tamafio era (21.6-) 27.4 —32.1 (-33.5) x (6.2-) 8.7 —-10.9
(-11.8) um. Las plantas inoculadas con el patégeno presentaron lesiones, con diferencias altamente signi-
ficativas respecto a las plantas testigo. Se realizaron reaislamientos y se recuperd el hongo K. zonata, cum-
pliendo con los postulados de Koch. Es la primera vez que se reporta este patdgeno causando enfermedad
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en plantaciones forestales de teca en Costa Rica, lo que constituye un avance para el estudio de estra-
tegias de manejo de la enfermedad.
Palabras clave: Ascomycota, enfermedades forestales, plantaciones tropicales, teca, Xylariaceae.

Abstract

Diseased trees were found in Tectona grandis plantations in the province of Guanacaste, Costa Rica,
showing symptoms of collar and root rot. At the morphological and molecular level, the species Kret-
zschmaria zonata was identified as the causal agent of the disease. The pathogen's mycelium grew in
a concentric form on PDA medium, with a gray coloration in the center and a white one at the edges.
Dark brown ascospores were recorded, measuring (21.6-) 27.4 —32.1 (-33.5) x (6.2-) 8.7 — 10.9 (-11.8)
pum. Plants inoculated with the pathogen developed lesions, with highly significant differences compa-
red to control plants. Re-isolations were performed, and the fungus K. zonata was recovered, fulfilling
Koch'’s postulates. This is the first time that this pathogen has been reported as causing disease in teak
forest plantations in Costa Rica, which constitutes an advancement in the study of management stra-
tegies regarding this disease.

Keywords: Ascomycota, forest diseases, tropical plantations, teak, Xylariaceae.

INTRODUCCION

Tectona grandis L., comUnmente conocida como teca, es una especie forestal de la familia Lamiaceae, cultiva-
da en casi todas las regiones tropicales. Es considerada como una de las especies de madera dura mas valio-
sa del mundo y es buscada por su belleza, fuerza, estabilidad y resistencia naturales (Kollert & Kleine, 2017).
En Costa Rica, es la especie mas reforestada, alcanzando aproximadamente 47 167 ha plantadas y mas de
150 000 arboles dispersos en fincas (INEC, 2015).

Para el trépico Americano, Arguedas et al. (2013) reportan 34 patdgenos que causan enfermedad en planta-
ciones de teca, entre los que mencionan especies del género Fusarium y Armillaria, relacionados con la pu-
dricidén de la raiz.

En estudios recientes realizados en México y Brasil, se han registrado arboles de teca que presentan muerte
descendente con pudricidn de la base del tronco vy la raiz. Las hojas de los drboles enfermos muestran ama-
rillamiento, marchitez y posterior defoliacion y muerte. El cuello de la raiz muestra pudricion y desprendi-
miento de la corteza, y en ocasiones se observan sobre el sintoma cuerpos fructiferos de color gris a blanco
brillante. De estos arboles, se ha aislado el patégeno Kretzschmaria zonata (Cibrian et al., 2014, Alfenas et
al., 2021).

También se han reportado sintomas similares a los descritos anteriormente en plantaciones de teca en la pro-
vincia de Guanacaste, pero se desconoce el agente causal. Por tal motivo, el objetivo de esta investigacién
fue determinar, a nivel morfoldgico y molecular, el patégeno causante de la pudricién del cuello de la raiz de
Tectona grandis en Costa Rica.
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MATERIALES Y METODOS

En tres plantaciones de teca ubicadas en la provincia de Guanacaste, especificamente en Cafias 10 ° 23’ 45"
N, 85° 01’ 57” W (13 afios), Limonal 10 ° 17’ 20" N, 85° 01’ 51”” W (7 afios) y Coyolito 10 ° 07 10" N, 84° 55’
57" W (5 afios), se registraron arboles con sintomas de pudricidn en el cuello y la raiz.

Se cortaron secciones cercanas a la base de estos arboles enfermos, y se trasladaron discos de madera de tres
pulgadas de ancho al Laboratorio de Patologia Forestal del Instituto Tecnolégico de Costa Rica, donde se lava-
ron con jabén antibacterial y abundante agua. Posteriormente, se cortaron secciones desde la zona de avance
y, dentro de la cdmara de flujo laminar, se desinfestaron con alcohol al 70 % durante un minuto, con hipoclo-
rito de sodio al 5% durante dos minutos y, acto seguido, por tres enjuagues consecutivos con agua destilada
estéril (ADE). Con toallas de papel absorbentes, se secaron los segmentos, se colocaron en placas de Petri que
contenian un medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) con antibidtico (penicilina 0.2 g.L'* + estreptomicina
0.2 g.L'* + chloramphenicol 0.2 g.L'?) y se encubaron a 25 °C. Después de la incubacidn, se obtuvieron colonias
individuales, transfiriendo puntas de hifas a medio de cultivo PDA con antibidtico.

La identificacion morfoldgica se realizo utilizando microscopia dptica (MO, Nikon Eclipse -Ni-). Los peritecios
se colocaron en acido lactico, y se midié el ancho y la longitud de 30 ascosporas. Se calcularon los tamafios
maximo y minimo, la media, la desviacidn estandar y los intervalos de confianza del 95 %.

En el Laboratorio de Técnicas Moleculares Aplicadas a la Fitoproteccién de la Universidad de Costa Rica, se
realizd extraccion de ADN, seguida de PCR con cebadores fungicos universales (ITS4 e ITS5), en aras de identi-
ficar los aislados, los cuales se enviaron a secuenciar a Macrogen en Corea del Sur. Las secuencias de consen-
so se compararon con las accesiones del GenBank utilizando la herramienta NCBI Blast, y el analisis de union
de vecinos se llevd a cabo con la version 11 de MEGA (Tamura et al., 2021).

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en diez plantas de teca. Cinco plantas se inocularon con un aislado
de Kretzschmaria zonata. Se realizé un corte en la base del cuello de la planta para exponer el cambium, y se
puso en contacto con un tapoén de micelio del hongo creciendo en PDA. La herida se cubrié con Parafilm para
evitar la disecacion del organismo. Las otras cinco plantas se inocularon con PDA estéril. Diez dias después de
la inoculacion, se midié el avance de la enfermedad con un caliper digital.

Las plantas con sintomas se reaislaron para confirmar los postulados de Koch.

RESULTADOS

En las tres plantaciones de teca estudiadas, se encontraron sintomas similares en arboles enfermo. Se ob-
servo pudricidn en la base del tronco, y en ocasiones se logrd visualizar el cuerpo fructifero del patégeno
(Figura 1a). También se observé una reduccidn del area foliar (Figura 1b), pudriciones en la raiz (Figura 1c) y
lineas de pudricion interna en la madera del cuello (Figura 1d).
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Figura 1. Sintomas encontrados en arboles enfermos de Tectona grandis. a) Pudricion en la base del tronco con
cuerpos fructiferos del hongo, b) defoliacion, c) pudricion de la raiz, d) lineas de pudricién encontradas en madera.
Provincia de Guanacaste, Costa Rica.

Sobre la corteza de arboles con sintomas, se desarrollaron estromas duros de color gris oscuro con bordes
blancos (Figura 2a). Dentro de los estromas, se observaron peritecios de color café oscuro (Figura 2b). Los ais-
lamientos realizados en PDA mostraron que la colonia del hongo crecia de forma circuncéntrica, con una colo-
racién gris en el centro y blanca en los bordes (Figura 2c). Se registraron ascosporas de color café muy oscuro,
de forma elipsoidal con extremos frecuentemente estrechos y de tamafio (21.6-) 27.4 — 32.1 (-33.5) x (6.2-)
8.7-10.9 (-11.8) um [(minimo-) promedio menos desviacidn estandar — promedio mas desviacion estandary
(-maximo)]. Ademas, dentro de ellas se observé una linea germinal recta (Figuras 2d a 2e).

La secuencia del gen ITS mostré un 99 % de similitud con K. zonata (nimero de accesidon KY660541). Segun
el andlisis filogenético de maxima verosimilitud, la secuencia Kretzschmaria zonata_CR1 se agrupd con K.
zonata de otras regiones (Figura 3).

En las pruebas de patogenicidad realizadas, los arboles inoculados con el aislado de K. zonata presentaron
una lesién necrética con una longitud promedio de 20.97 mm, mientras que, en los arboles testigo, la longi-
tud de la lesién fue 5.09 mm 22 dias después de la inoculacién. Se encontrd una diferencia altamente signifi-
cativa entre ambos tratamientos, con un alfa de 0.05.

De los reaislamientos correspondientes, se recuperd el hongo Kretzschmaria zonata, cumpliendo con los pos-
tulados de Koch.
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Figura 2. Kretzschmaria zonata. a) Astroma, b) peritecios, c) crecimiento micelial en PDA, dy
e) ascospora. Escala: 10 pm.

DISCUSION

Las estructuras morfoldgicas del hongo, asi como los analisis filogenéticos de su identificacion molecular en
la regidn del espaciador transcrito interno (ITS) del ADN, indican que el patégeno bajo estudio corresponde
a Kretzschmaria zonata y coinciden con las caracteristicas descritas por Alfenas et al. (2021) y Cibrian et al.
(2014). Estos autores reportan que la especie ha causado los mismos sintomas de pudricién en la raiz y el
cuello de arboles de T. grandis en Brasil y Campeche (México). También confirman que este patégeno puede
afectar gravemente las plantaciones comerciales de teca, desarrollando una pudricién suave en la madera de
los individuos, lo que disminuye la resistencia de la misma (afectando inclusive el duramen). Ademas, produ-
ce un anillamiento en el fuste que impide el flujo de savia desde la raiz hasta las zonas aéreas, provocando
defoliacién y, en algunos meses, la muerte de los individuos (Cibrian et al., 2014, Alfenas et al., 2021).

Del género Kretzschmaria se han descrito 28 especies distribuidas en regiones templadas y tropicales (Kirk
et al., 2008). En la Reserva de la Biosfera Isla Cozumel, Quintana Roo, México, se registré K. zonata como
fitopatégeno en arboles de Cedrela odorata (Raymundo et al., 2021). En China, se encontraron y descri-
bieron K. milleri y K. sandvicensis (Du et al., 2016). Por otro lado, en regiones templadas, se han analizado
los sintomas causados por K. deusta en arboles de boques caducifolios. Los estudios aseguran que es un
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KY660541 .1 Kretzschmaria zonata

Kretzschmaria zonata CR1

MH481853.1 Kretzschmaria zonata

MW018822 1 Kretzschmaria zonata

MH481854 1 Kretzschmaria zonata

——— KU194332.1 Ustulina deusta

——— MGE437400.1 Xylaria bambusicola

— NR 161062.1 Kretzschmaria hedjaroudei

ON154284 1 Colletotrichum sp

KR534704.1 Xylaria adscendens

KP133439.1 Xylaria multiplex

AY883094 1 Dothidea sambuci

_

0.05

Figura 3. Arbol filogenético basado en secuencias de ADN ITS de aislados representativos de K. zonata y otras especies
de Xylariaceaes. El arbol se enraizé con el aislado de Dothidea sambuci. K. zonata_CR1 esta resaltada en el arbol.
La barra de escala indica el nimero de sustituciones por sitio.

patégeno eficaz en la descomposicidn del tejido lefioso de la base y la raiz de sus hospederos (Innes et al.,
2006; Battner et al., 2017).

Para Costa Rica, este es el primer reporte de sintomas causados por K. zonata en plantaciones de teca, y es
un avance importante para continuar con prdcticas de monitoreo, asi como en el establecimiento de pruebas

estratégicas para el manejo integrado de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

En este estudio se identifica, por primera vez y a nivel morfoldgico y molecular, el patégeno Kretzschmaria
zonata como el agente causal de la pudricion de la base del tronco y la raiz en drboles de Tectona grandis en
Costa Rica. La patogenicidad se comprobé mediante los postulados de Koch. Este trabajo constituye un pri-
mer avance para el estudio de estrategias de manejo integrado de la enfermedad en las plantaciones de teca
en el pais.
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