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Resumen

La melina (Gmelina arborea Roxb) es una especie de amplia distribucién mundial y de elevado valor comercial por su
crecimiento rapido y las excelentes propiedades fisicas y mecanicas de su madera; sin embargo, constantemente se ve
amenazada por diversos factores fisicos, quimicos y bioldgicos, siendo los hongos y las bacterias los microorganismos
que mas pueden afectar su produccion. El presente estudio tuvo como objetivo aislar e identificar hongos y bacterias
asociados con fustes enfermos de G. arborea en plantaciones ubicadas en el departamento del Tolima (Colombia). La
caracterizacion morfologica de las colonias fingicas se realizé en el medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) con posterior
identificacion microscopica, después de inducir la produccion de las estructuras reproductivas. El aislamiento de las
bacterias se realizo en Agar Nutritivo (AN), con posterior caracterizacion bioquimica. La identificacién molecular
fue realizada mediante la amplificacion de la region ITS para hongos y 16S para bacterias. Se identificaron los hongos
Lasiodiplodia theobromae, Coniothyrium aleuritis, Curvularia geniculata, Chaetomium globosum, Phomopsis
columnaris, Diaporthe sp y un aislamiento perteneciente a la clase Dothideomycetes. Las bacterias correspondieron a
Bacillus cereus, Pseudomonas alcaligenes y Pantoea dispersa. Mediante pruebas de patogenicidad se determiné que
los microorganismos causantes de la pudricion del tejido vascular en fustes jovenes de melina fueron L. theobromae
y C. geniculata. © 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Identification of fungi and bacteria associated with candahar stems (Gmelina arborea ROXB) in the
department of Tolima, Colombia

Abstract

Gmelina (Gmelina arborea Roxb) is a species of global distribution with a high commercial value due to its
rapid growth and excellent physical, chemical, and biological features. Fungi and bacteria are the most important
microorganisms that can affect its production. The present study aimed at isolating and identifying fungi and
bacteria associated with G. arborea stem diseases in plantations located in the department of Tolima (Colombia).
The morphological characterization of the fungal colonies was carried out in Potato Dextrose Agar medium (PDA)
with subsequent microscopic identification after inducing the reproductive structures. Bacteria isolation was
conducted in nutrient agar with subsequent biochemical characterization. The molecular identification was made
by the amplification of the ITS region for fungi and the 16S for bacteria. We identified the fungi Lasiodiplodia
theobromae, Coniothyrium aleuritis, Curvularia geniculata, Chaetomium globosum, Phomopsis columnaris,
Diaporthe sp, as well as an isolate belonging to the Dothideomycetes class. The bacteria corresponded to Bacillus
cereus, Pseudomonas alcaligenes, and Pantoea dispersa. The pathogenicity tests determined that L. theobromae and
C. geniculate caused rot of vascular tissue in young candahar stems. © 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.

Key words: Forest species; ITS; 16S; Koch’s postulates; Microorganisms.

Introduccion

Melina (Gmelina arborea) es una especie de planta que
pertenece a la familia Verbenecea y tiene la capacidad de
desarrollarse en distintos habitats que varian desde los hiime-
dos hasta los secos. Es nativa de los bosques tropicales de
India, Birmania, Sri Lanka y el sur de China (Umana, et al.,
2015). Esta especie es de gran interés debido a su rapido cre-
cimiento y a las excelentes propiedades fisicas y mecanicas
de su madera (Salas-Rodriguez, et al.,, 2016; Anuagasi, et
al., 2017).

Las plantaciones de melina se ven amenazadas por
insectos, plagas y organismos patogenos (Wingfield &
Robison, 2004; Balu, ef al., 2015). Se han reportado 34
especies de insectos que las afectan, de los cuales el hemip-
tero Tingis beesoni causa la mayoria del dafio foliar, en
tanto que los hongos son los principales microorganismos
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causantes de enfermedades en los fustes de G. arborea (Balu,
et al., 2015; Umana, et al., 2015), destacandose las especies
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Apodachlya pyrifera,
Botryodiplodia theobromae, Dacromyces deliquescens,
Fusarium oxysporum, Phoma herbarum, Phomopsis gmelinae,
Trichosporonoide oedocephalus, Graphium penicilliodes,
Ceratocystis fimbriata y Thronectria pseudotricha (Umana,
et al., 2015; Murillo-Gamboa, et al., 2016; Anuagasi, et
al., 2017). Se han encontrado pocos géneros de bacterias
causantes de enfermedades en G. arborea, pero se men-
ciona Agrobacterium tumefaciens, especie que causa aga-
llas en la base del fuste (Wingfield & Robison, 2004;
Arguedas, 2004).

Se atribuye a las enfermedades que afectan el fuste las
mayores pérdidas econdmicas debido a que causan cancros,
necrosis, agallas y muerte vascular (Arguedas, 2004), lo
que afecta significativamente la rentabilidad del producto
aprovechable (Obregén, 2006).

En Colombia se conoce poco sobre las enfermedades de
la melina, y la mayoria de las investigaciones se ha enfocado
en su incorporacion en sistemas agroforestales (Guillermo-
Ramirez, ef al., 2017), el mejoramiento genético (Mariiio
& Rodriguez, 2010; Espitia, ef al., 2016), el manejo hidrico
(Vergara, et al., 2017) y la modulacion del crecimiento
(Barrios, et al., 2011; Melo, 2015). Varias plantaciones de
esta especie forestal en el departamento del Tolima (Colom-
bia) han evidenciado signos de cancros, necrosis, decolo-
racion de la médula y muerte parcial del tejido vascular,
por lo que esta investigacion se propuso aislar, caracterizar
e identificar los posibles agentes causantes de las enferme-
dades asociadas con esta especie mediante el analisis de sus
caracteristicas fenotipicas, la identificacion molecular y las
pruebas de patogenicidad.

Materiales y métodos

Area de estudio y sitios de muestreo. Las muestras se reco-
lectaron en plantaciones de melina en los municipios de
Guamo, Armero-Guayabal, Espinal y Venadillo en el depar-
tamento del Tolima en una zona de formacién de bosque seco
tropical y en la franja altitudinal de 300 a 500 msnm, con
una temperatura promedio entre 26 y 29 °C, humedad rela-
tiva entre 60 y 72 % y precipitacion media anual entre 1.488
y 1.840 mm.

Obtencion de la muestra. Se observo el estado fito-
sanitario de los arboles en las cuatro localidades; en cada
zona se seleccionaron tres individuos con alglin sintoma de
enfermedad en el tejido vascular (cancros basales, necrosis,
decoloracion de la médula) (Figura 1) y se tom6 una mues-
tra por individuo. Se retird la corteza y con un machete
previamente desinfectado con hipoclorito al 5 %, se hicieron
los cortes del tejido. Las muestras se almacenaron en bolsas
de papel y de plastico marcadas con la fecha, el nimero del
arbol y la localidad, y se transportaron en una nevera porta-
til a 4 °C hasta el Laboratorio de Microbiologia y Micorrizas
de la Universidad del Tolima para su procesamiento.
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De cada ejemplar con sintomas de enfermedad se extra-
jeron 25 cortes de tejido de 3 a 5 mm en una proporcion de
tres muestras de material sano por cada muestra de mate-
rial enfermo, luego se lavaron con agua destilada estéril
(ADE), y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2 %
durante un minuto y en alcohol al 70 % durante otro minuto
y, finalmente, se lavaron tres veces con agua destilada estéril
(French & Hebert, 1980).

Aislamiento e identificacion morfologica de las cepas
fuingicas. Las doce muestras previamente desinfectadas obte-
nidas de tres arboles en cada una de las cuatro localidades se
sembraron en (PDA) (extracto de papa: 4 g, dextrosa: 20 gy
agar papa, dextrosa: 15 g, en un litro de agua destilada) para
obtener cepas puras. Todos los aislamientos se caracterizaron
microscopica y macroscOpicamente, a las colonias se les
evalud el tipo de borde, la textura, las caracteristicas de
esporulacion, el tamafio y la coloracién segun la tabla de
Munssell (Agrios, 2005). Para inducir la esporulacion se
emplearon los medios agar extracto de malta (EMA) (agar:
20 g, dextrosa: 10 g, extracto de levadura: 3 g, extracto
de malta: 3 g y peptona: 5 g en un litro de agua destilada)
(Atlas, 2005); agar avena (AA)(avena en hojuelas: 40 g y
agar: 20 g en un litro de agua destilada); agar enriquecido
con ocho vegetales (V8) (200 ml de V8, 3 g de CaCO,, 20
g de agar en un litro de agua destilada) (Lopez-Cardona
& Castaio-Zapata, 2013); agar agua con aciculas de pino
(AAAP) al 2 % (aciculas de pino previamente esterilizadas
con luz ultravioleta de onda larga durante 24 h); agar hojas
de clavel (Carnation Leaf-piece Agar - CLA) al 2 % (hojas
de clavel previamente esterilizadas con luz ultravioleta
de onda larga durante 24 horas) (Atlas, 2005), los cuales
se cultivaron a temperaturas entre 28 y 35 °C, con ciclos

Figura 1. Sintomatologia de los fustes enfermos de G. arborea
evaluados en el departamento del Tolima. A. Necrosis, decoloracion
de la médula en la parte basal del fuste y muerte parcial del tejido
vascular. B. Cancro basal. C. Decoloracion de la médula en los
entrenudos de las ramas
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de oscuridad total y fotoperiodo de 12 horas con luz negra
(luz ultravioleta cercana). Otra parte del tejido se colocd en
camaras humedas para favorecer la formacion de estructuras
reproductivas como ascas, picnidios, peritecios y conidias
(French & Herbert, 1980; del Rio & Castafio-Zapata,
1994). Posteriormente, las muestras se montaron para su
visualizacion en el microscopio y su identificacion mediante
las claves de Hanlin (1990) y Barnett & Hunter (1998).

Aislamiento e identificacion bioquimica de las colo-
nias bacterianas. Las muestras desinfectadas se sembraron
en medio agar nutritivo (AN): (5 g de peptona, 4 g de extracto
de carne, y 15 g de agar en un litro de agua destilada) (Atlas,
2005), se incubaron en la oscuridad a temperaturas entre 26
y 28 °C, y 24 horas después se evaluo el crecimiento. Se
registro la forma de la colonia y se hizo la identificacion
bioquimica siguiendo el esquema de Schaad (2001), el cual
incluy6 los parametros de tincion de Gram, reconfirma-
cion del Gram con hidréxido de potasio (KOH) al 3 %,
crecimiento en extracto de levadura, dextrosa y carbonato
de calcio (Yeast extract-dextrose-CaCO, —YDC) (20 g de
CaCo,, 20 g de glucosa, 15 g de agar, y 10 g de extracto de
levadura en un litro de agua destilada), agar King B (KB)
(20 g de peptona, 1,5 g de K,HPO,, 1,5 g de MgSO,.7H,0,
y 15 g de agar en un litro de agua destilada), y medio de
Hugh y Leifson (2 g de peptona, 5 g de NaCl, 0,3 g de
K HPO,, azul de bromotimol al 0,2 %, 100 ml de solucion
de carbohidratos), con el fin de determinar el metabolismo
oxidativo o fermentativo; se usé agar MacConkey (1,5 g
de peptona de carne, 17 g de peptona de gelatina, 1,5 g de
tripteina, 10 g de lactosa, 1,5 g de mezcla de sales biliares
N°3,5 g de NaC,, 0,03 g de rojo neutro, 0,001 g de cristal
violeta, y 13,5 g de agar en un litro de agua destilada) como
medio indicador de bacterias fermentadoras de lactosa, y
agar hierro triple azucar (Triple Sugar Iron — TSI) (20 g de
peptona, 12 g de agar, 10 g de lactosa, 10 g de sacarosa, 5 g
de NaCl, 3 g de extracto de carne, 3 g de extracto de levadura,
1 g de glucosa, 0,3 g de citrato férrico, 0,3 g de Na,S,0,,
y 0,025 g de fenol rojo en un litro de agua destilada), el
cual permite la diferenciacion de enterobacterias con base
en la produccion de sulfuro de hidrogeno (SO,) y la fer-
mentacion de azicares (Atlas, 2005). Se empled la prueba
de la catalasa para constatar si los microorganismos eran
capaces de descomponer el peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno) (Valdés, 2014), la pudricion de la papa mediante la
inoculacion de un aislamiento bacteriano en rodajas de papa
para demostrar la produccion de enzimas (Cortés, 2011),
en tanto que la movilidad se verificé en medio SIM (Sulfide
Indole Motility) (20 g de tripteina, 6 g de peptona, 0,2 g de
sulfato de hierro y amonio, 0,2 g de tiosulfato de sodio, y 3,5
g de agar en un litro de agua destilada), el cual se emplea
para diferenciar especies de la familia Enterobacteriaceae
(Atlas, 2005).

Identificacion molecular de hongos y bacterias. Las
colonias puras de hongos en crecimiento durante ocho
dias en PDA a 28 °C, se rasparon superficialmente y se

Hongos y bacterias asociadas a Gmelina arborea ROXB

maceraron con nitréogeno liquido. A esta mezcla se le adi-
ciond tampon de extraccion (SDS al 1 %, 25 mmol I-' de
EDTA, 200 mmol I de tris- HCI pH 8,0, 250 mmol 1-! de
NaCl) y se incubaron a 60 °C durante 30 minutos, con una
posterior centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 minutos.
Las proteinas se removieron por extraccion con cloro-
formo: alcohol isoamilico (24:1). E1 ADN se recuperd con
isopropanol helado y se hicieron dos lavados con etanol al
80 %. El precipitado resultante se suspendi6 en 50 ul de agua
MilliQ y se almacené a 4 °C hasta su utilizacion (Glienke-
Blanco, et al., 2002).

La extraccion del ADN de las bacterias se realizo a partir
del cultivo bacteriano en caldo de infusion cerebro corazén
(Brain Heart Infusion — BHI) (200 g de infusion de cerebro
de vacuno, 250 g de infusion de corazon de vacuno, 5 g de
NaCl, 2 g de glucosa, 2,5 g de Na,HPO,, 2 g de glucosa, y 10
g de proteasa peptona en un litro de agua destilada) (Atlas,
2005), con un maximo de 24 horas de crecimiento. El cultivo
se centrifugd a 7.400 rpm durante 10 minutos, y al precipi-
tado se le adicionaron 50 pl de SDS al 10 % (p/v) y 50 ul de
tampon de lisis (SDS al 0,1 %, 50 mM pH 8,0 de EDTA, 50
mM de tris-HCI pH 8,0, 50 mM de NaCl), se incub6 a 37
°C durante 30 minutos, y se extrajo con dos volumenes de
fenol, una homogenizacion de 30 segundos y centrifugacion
a 1.200 rpm durante 10 minutos; a la fase acuosa se le adi-
ciono un volumen igual de cloroformo, repitiendo la homo-
genizacion y la centrifugacion, y se obtuvo una nueva fase
acuosa a la cual se le adicionaron 2,5 volimenes de etanol
absoluto frio. El precipitado de ADN se suspendié en 50 pl
de tampon TE (10 mM de tris-HCI pH 8,0 y 1 mM de EDTA
pH 8,0) y se almacend a 4 °C hasta su utilizacion.

La integridad del ADN se evalud por electroforesis en
gel de agarosa al 1 % (TBE 0,5X) en una camara horizon-
tal ENDURO™ de Labnet, a 120 V. Los geles se tifieron
con HydraGreen™ y se observaron en un transiluminador
UV Spectroline®.

Se amplifico el ADN de la region del espaciador trans-
crito interno (internal transcribed spacer, 1TS), con los
iniciadores universales ITS1 (5> TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G 3°) e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC 3’) (White, 1990) para hongos, y con los inicia-
dores Ul (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) y U2
(5’ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3") (Lu,
et al., 2000) para la amplificacion del ARN ribosomal 16s
en bacterias.

Las reacciones de amplificacion se hicieron en un volu-
men total de 25 pl de una mezcla (Corpogen PCR-2x) que
contenia solucién tampoén para PCR 1x (20 mM de tris-
HCI pH 8,5, 100 mM de KCL), 400 uM de DNTP, 3 mM
de MgCl, 0,1 unidad/ul de polimerasa 7ag ADN, 10 ng de
ADN total, y una concentracion final de 0,5 uM y 0,2 uM
de los iniciadores de hongos y bacterias, respectivamente.
Las amplificaciones se hicieron en un termociclador a 95 °C
durante 2 minutos, 30 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, a
53 °C durante 45 segundos, a 72 °C durante 1 minuto, y una
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extension final a 72 °C durante 7 minutos para los hongos,
y a 95 ° C durante 1 minuto, 35 ciclos a 95 °C durante 1
minuto, a 54 °C durante 1 minuto, a 72 °C durante 1,30
minutos, y una extension final a 72 °C durante 10 minutos
para las bacterias.

Una vez obtenidos los productos de la PCR se verificaron
mediante electroforesis el tamafio de los fragmentos de 500
a 600 pb para hongos y de 970 a 990 pb para bacterias, los
cuales se secuenciaron en Macrogen Inc. en Corea del Sur.

El analisis filogenético de las secuencias se inicid con
la edicion utilizando Chromas Pro-version 1.49 (http:/www.
technelysium.com.au/ChromasPro.html), seguida del alinea-
miento con la herramienta BLAST®n 2.8.1 del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y la compara-
cién con todas las secuencias de referencia de la base de datos
del GenBank. Los arboles se hicieron mediante el programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Mega), version 7
(Kumar, et al., 2016), el alineamiento con el programa Muscle
y el método de maxima verosimilitud sobre el modelo de
Kimura 2 (Kimura, 1980), en tanto que para el soporte interno
se utilizo el analisis de bootstrap con 1.000 repeticiones.

Pruebas de patogenicidad para hongos y bacterias.
La patogenicidad se evalud siguiendo los postulados de
Koch (1876) bajo condiciones controladas en el Jardin
Botanico “Alejandro Von Humboldt” de la Universidad del
Tolima; se utilizaron cuatro repeticiones para cada una de
las cepas fingicas y bacterianas, obteniéndose asi un total
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de 32 plantas de cuatro meses de edad para los aislamientos
fangicos (siete aislamientos y un control de PDA) y 16
plantas de dos meses de edad para los bacterianos (tres
aislamientos y un control de agua estéril). Cada planta se
aislo y se cubri6 con una bolsa de polietileno transparente de
40 x 80 cm sostenida en un marco de alambre (aro y soporte
de dos varillas) para evitar el contacto de la bolsa con la
planta (Figura 2) (Kiraly, et al., 1970).

Las cepas fungicas se evaluaron con la técnica de herida
en el cambium vascular de la parte media del tallo mediante
cortes de tipo ventana, ubicandose en su interior un disco de
micelio de 5 mm de diametro cultivado durante siete dias a
27 °C en PDA; posteriormente, la herida se cubri6 con cinta
de tela transpirable (esparadrapo). Las plantas se evaluaron
a los 15 y 30 dias de la inoculacion para observar la apari-
cion de sintomas (Alama, et al., 2006; Ismail, ef al., 2012;
Juarez-Palacios, ef al., 2013).

Las cepas bacterianas se incubaron en AN durante
24 horas, luego se ajustaron las muestras en ADE en una
concentracion de 9,0 x 10® UFC ml-1 en la escala de
McFarland, y se inocularon en las hojas de las plantas de dos
meses de edad con el método de inyeccion utilizando una
jeringa de insulina de 1 ml en la cual se incrustd un tapon de
caucho para permitir la distribucion homogénea del inéculo
(Figura 2) (Escalona & Contreras, 2011). La valoracion se
efectud a los 10 y 20 dias de la inoculacién para observar la
sintomatologia (Cardona, et al., 2012).

Figura 2. Inoculacion de hongos (A, B, C) y bacterias (D, F, G) para pruebas de patogenia en plantas jovenes de melina. A. Inoculacion de
disco de micelio en cortes de tipo ventana en la base del tallo. B. Herida inoculada y cubierta con cinta de tela transpirable (esparadrapo).
C. Plantas inoculadas y aisladas en una bolsa de polietileno transparente de 40 x 80 cm sostenida con un marco de alambre. D. Incrustacion
de tapon de caucho en aguja de jeringa de insulina. E. Inoculacion de colonias bacterianas mediante el método de inyeccion en hojas.

F. Camaras humedas para el desarrollo bacteriano.
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Los postulados de Kdch se completaron con el reaisla-
miento de los microorganismos. Los hongos se evaluaron 30
dias después a partir de los tejidos sintomaticos en medio
PDA a 27 °C durante siete dias, y las bacterias, después de
20 dias analizando el tejido previamente inoculado en medio
AN a 37 °C durante 24 horas (Cardona, et al., 2012).

Resultados

Sintomatologia en las plantas. En campo se encontraron
arboles de melina sintomaticos en tres de las cuatro loca-
lidades. En el municipio del Guamo se observaron indi-
viduos con presencia de decoloracion de la médula en la
parte basal del fuste y muerte parcial del tejido vascular;
en la plantacion de Armero Guayabal se encontraron arbo-
les con escarificacion de la corteza y cancros basales en el
fuste; en el municipio del Espinal se registr6 la decoloracion
de la médula en los entrenudos de las ramas, en tanto que
el descortezamiento basal de las muestras de Venadillo no
se considerd un sintoma asociado con un microorganismo,
lo cual se verifico en el laboratorio sembrando el tejido en
medio de cultivo PDA.

Caracterizacion e identificacion de los hongos y bac-
terias asociados a melina. En la tabla 1 se relaciona como
siete de los 12 arboles evaluados presentaron crecimiento
micelial a partir del tejido vascular sembrado en medio PDA.
Las caracteristicas fenotipicas (macroscopicas y micros-
copicas) de las cepas fungicas aisladas se observan en la
Figura 3.

Hongos y bacterias asociadas a Gmelina arborea ROXB

Se encontrdé que el medio de cultivo V8, las tem-
peraturas entre 28 y 35 °C y un fotoperiodo de 12 horas
con luz ultravioleta cercana fueron las condiciones ideales
para la esporulacion de la mayoria de las cepas estudiadas,
con excepcion de las cepas 1 y 4 que presentaron mejor
desarrollo en los medios AA y AAAP, respectivamente,
aunque en ellos se evidencid crecimiento micelial sin que
se observara esporulacion de los hongos, a pesar de probar
varios medios de cultivo y diferentes condiciones de luz y
temperatura (Tabla 1) .

Se seleccionaron tres cepas de bacterias y se las caracte-
rizé morfoldgica, cultural y bioquimicamente (Tabla 2), con lo
cual se encontr6 que los tres aislamientos presentaban forma
de bacilo, pertenecian a los géneros Bacillus y Pseudomonas,
y que un aislamiento era de la familia Enterobacteriaceae.

Anadlisis filogenético de hongos y bacterias asociados
con los fustes de melina. La amplificacion de la region ITS
para los hongos y la 16S para las bacterias permitid obtener
fragmentos de aproximadamente 500 a 600 pb y de 970 a
990 pb, respectivamente. Las secuencias generadas para el
andlisis filogenético permitieron la identificacion del 85 %
de las cepas fingicas, cinco a nivel de especie, una a nivel de
género y una ultima hasta el nivel de clase. Las secuencias
obtenidas se depositaron en el GenBank con los niimeros de
acceso MH029137-MH029143.

El arbol filogenético para hongos presento siete clados
formados con Saccharomyces cerevisiae como grupo externo
(Figura 4A); los clados I, I1L, IV, V' y VI presentaron 100 %

Tabla 1. Caracterizacion fenotipica y molecular de los hongos aislados del tejido vascular de G. arborea Roxb

Caracterizacion fenotipica

Identificacion molecular con la region ITS

‘Condiciones de
crecimiento

“Morfologia "Coloracién
de la colonia de Mussell
(PDA/27°C) (PDA/27°C)

Identificacion Porcentaje Puntuacion E

No. de
acceso

Identificacion
de identidad maxima valor

Aislamiento B-T-P MC T(°C) Luz
[FGmelinal P/Al/Uac 10YR8/3 AA/PDA 28 FIn Ascomycota 94 1081 0.0 KM357551.1 Lasiodiploidia
theobromae
I[FGmelina2  U/Al/Uat 7,5YR2,5/1 V8/CLA 28 024h Ascomycota 100 985 0.0 KJ921603.1 Coniothyrium
aleuritis
IFGmelina3 P/Al/Uat 10YR 8/2 AEM/VS 024h/  Curvularia 99 929 0.0 KU715131.1 Curvularia
Fln geniculata
IFGmelina4  E/Al/Uat 10YR 82 AAAP 28 Fln Ascomycota 97 985 0.0 KC771518.1 Dothideomycetes
IFGmelina5 E/Af/U 10YR 8/3. V8 35 FIln Chaetomium 100 933 0.0 KT385731.1 Chaetomium
globosum
I[FGmelina6 ~ P/Af/Uat 10YR 8/1 PDA/V8 35 Fln Ascomycota 99 913 0.0 KU204666.1 Phomopsis
columnaris
[FGmelina7  P/Af/Uat 10YR 8/1 PDA/V8 35 FIn Ascomycota 99 939 0.0 KP307001.1 Dhiaporthe sp

“Morfologia de la colonia donde B: borde, T: textura y P: pigmentacion, clasificada en P: plumoso, U: uniforme, E: entero, Al: algodonosa, Af: afelpada, Uac:
uniforme con anillo central, Uat: uniforme con anillos en toda la colonia, U: uniforme sin anillos

®Coloracion segun la tabla de Musell para suelos (Agrios, 2005).

‘Condiciones Optimas para la esporulacién en MC: medio de cultivo, T: temperatura y luz con los medios AA: agar avena, PDA: papa, dextrosa, agar, V8§:
agar enriquecido con ocho vegetales, AAAP: agua, agar, aciculas de pino, CLA: agar hojas de clavel y la luz, Fln: fotoperiodo de 12 horas con luz negra (luz

ultravioleta cercana), O24h: oscuridad 24 horas
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Figura 3. Caracteristicas fenotipicas y cuerpos fructiferos de los
aislamientos fungicos en medio PDA a 27 °C. A. Lapsiodiplodia
theobromae, micelio de color blanco grisaceo por el frente y blanco
con aro terminal de color verde al reverso. B. Hifas septadas,
microconidias agrupadas, vista 60x. C. Medicion de microconidias,
vista 100x. D. Coniothyrium aleuritis, micelio color blanco por el
frente y rosa claro por el reverso. E. Hifas septadas, vista 60x. F.
Microconidias agrupadas, vista 100x G. Curvularia geniculata,
micelio de color blanco en el frente y marrén oscuro al reverso.
H. Hifa septada y conidiéforo, vista 60x. I. Conidias en forma de
bumeran con septas tritabicadas. J. Dothideomycetes sp, micelio
de color blanco por el frente y marrén al reverso. K. Hifa septada
con conidio, vista 60x. L. Conidia de color marrdn bitabicada.
M. Chaetomium globosum, micelio de coloracion blanco rosaceo
por el frente y rosa claro por el reverso. N. Peritecios grandes
agrupados de dos en dos. N. Ascosporas unicelulares agrupadas.
O. Phomopsis columnaris, micelio de color blanco en el frente y
blanco grisaceo al reverso. P. Conididforo de color marrén, vista
60x Q. Microconidia, vista 100x. R. Diaphorte sp, micelio de color
blanco en el frente y blanco grisaceo al reverso. S. Conidiéforo de
color marrén, vista 60x. T. Microconidia, vista 100x.
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de similitud con Diaporthe sp.; Chaetomium globosum,
Lasiodiplodia theobromae, Curvularia geniculata 'y
Coniothyrium aleuritis, respectivamente. El clado II mos-
tr6 98 % de similitud con Phomopsis columnaris 'y el V11, un
89 % de similitud con la clase Dothideomycetes.

Entre las bacterias se escogio Acidobacteria bacterium
como grupo externo; el arbol presentd tres clados (Figura
4B), con un 78 % de similitud con Bacillus cereus, 98 %
con Pseudomonas alcaligenes y 99 % con Pantoea dispersa
en los clados III, II y I, respectivamente. Las secuencias
se depositaron en el GenBank con los numeros de acceso
MG951480, MG951481 y M(G984548.

Pruebas de patogenicidad. En la primera valoracion
de las 32 plantulas de cuatro meses de edad realizada a los
15 dias, se observo que los aislamientos de L. theobromae
y C. geniculata presentaban crecimiento micelial en tres
y dos de las cuatro plantulas inoculadas, respectivamente;
en la segunda valoracion realizada a los 30 dias, se observd
que las mismas plantas presentaban decoloracion de la
médula en el tejido vascular, lo que permitié confirmar una
incidencia de 75 y 50 %, respectivamente. Se ratificaron los
postulados al hacer un nuevo aislamiento de los tejidos con
decoloracion de la médula en medio PDA durante siete dias
a 27 °C y en oscuridad (Figura 5). Se obtuvieron colonias y
cuerpos fructiferos tipicos de L. theobromae y C. geniculata.
Las bacterias evaluadas no produjeron lesiones en ninguno
de los individuos inoculados.

Discusién

La sintomatologia de los fustes enfermos de melina fue
diferente en cada plantacion evaluada. En general, en campo
se observaron cancros basales, necrosis y decoloracion de
la médula, en algunos casos con muerte parcial del tejido,
descripcion que concuerda con lo reportado por Arguedas
(2004). L. theobromae y C. geniculata son dos nuevos
reportes de hongos patdogenos que afectan los fustes de
melina en el departamento del Tolima. Asimismo, en el
filoplano del fuste se encontraron otros hongos asociados
como C. aleuritis, C. globosum, P. columnaris, Diaporthe
sp., y un aislamiento de la clase Dothideomycetes que no
causaron enfermedad en plantas jovenes de melina bajo las
condiciones del ensayo.

De los siete géneros de hongos aislados solo Lasiodiplodia
y Phomopsis ya habian sido reportados como fitopatoge-nos
en G. arborea, siendo las especies L. pseudotheobromae'y P.
gmelinae causantes de pudricion y muerte en el fuste, y P
micheliae, en plantulas y en hojas (Arguedas, 2004; Alves,
et al., 2008).

Lasiodiplodia theobromae ocasiona enfermedades en
una amplia variedad de especies forestales como la acacia
(Acacia mangium) (Halfeld-Vieira, et al., 2006), el eucalipto
(Eucalipto sp). (Roux, et al., 2001), los pinos (Pinus oocarpa
y Pinus azadirachta) (Mohali, et al., 2002), y en especies
de interés agricola como el melocoton (Prunus pérsica)
(Gao, et al., 2016), el mango (Mangifera indica) (Sandoval-
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Sanchez, et al., 2013), y la naranja (Citrus sinensis) (Zhao,
et al., 2015), entre otras. Por su parte, C. geniculata se ha
reportado en semillas de melina (G. arborea), teca (Tectona
grandis) y acacia (A. mangium) (Alvarez, et al., 2012) y, en
algunos casos, en el estipite de las palmas de aceite (Elaeis
guineensis) (Mestizo, et al., 2012). Otras especies de este
mismo género como C. /unata, provocan lesiones en las hojas

Hongos y bacterias asociadas a Gmelina arborea ROXB

del ocobo (Tabebuia rosae), el guayacén amarillo (Tabebuia
chrysantha), la ceiba (Ceiba sp.), la teca (T grandis) y el
cedro blanco (Cupresus lindleyi) (Cibrian, et al., 2008).

Las especies C. aleuritis, C. globosum, P. columnaris
y Diaporthe sp no causaron enfermedades en los arboles
de melina; sin embargo, varias especies de estos géneros
si son patdgenos agresivos de arboles forestales, como

Tabla 2. Caracterizacion fenotipica y molecular de las bacterias aisladas del tejido vascular de G. arborea Roxb

Parametro IBGmelinal IBGmelina2 IBGmelina3
Caracterizacion morfologica Forma Circular Circular Puntiforme
Caracterizacion bioquimica MacConkey + - +

King B Noflu Flu Noflu

Test de Gram + - -

KOH al 3 % - 3 +

®Hugh y Leifson Ox Ox Fer

Prueba de la papa - - +*

TSI K/A K/K A/A

SIM + o -

Indol - - -

Catalasa - + +

YDC Crema Crema Crema

*Hidrolisis del almidon NA NA -

Identificacion Bacillus sp Pseudomonas Enterobacteraceae

Fluorescente

Identificacion molecular % identidad 99% 100% 100%
SR Puntuacion maxima 1133 1456 1589

E valor 0.0 0.0 0.0

No. de acceso KJ626301.1 NR _114472.1 NR_116755.1

Identificacion

Bacillus cereus

Pseudomonas alcaligenes Pantoea dispersa

*King B: Flu: fluorescente; Noflu: no fluorescente
"Hugh y Leifson si la reaccion Ox: oxida, Fer: fermenta
‘Hidrdlisis del almidon. NA: no Aplica, -: actividad negativa

A

Emg Fl Gmelina 7
i KP307001.1 Diaporthe sp

FI Gmelina 6
92 | KU204666.1 Phomopsis columnans

Fi Gmelina 5

" Fl Gmelina 1 i
el 1001 Kn1357551. 1 Lasicdiplodia theobromae | v
1’1—|j-sj FiGmelnas . ’
i KUT15131.1 Curvulana geniculata

&7 ! FI Gmelina 2
100 1 KJ921603. 1 Coniothyrium aleuritis

KT876505.1 Paraconiothyrium fuckelii
ag | | FI Gmelina 4
83 L KC771518.1 Dothideomycetes sp

e
010

7 ] il
00l KT7385731.1 Chaetomium g!abosum‘; 100

ABT714082.1 Saccharomyces cerevisiae

B g B/ Gmelina 3
100| |NR 116755 1Panfoea dispersa
NR 104569.1 Enwinia psidif

NR 042435.1 Pseudomonas nitroreducens

BI Gmelina 2

% NR 114472, 1Pseudomonas aicaligenes

[JFAIGWQA 1 Bacillus thuringiensis

100 KMO14749.1 Bacillus sp
44 Bi Gmelina 1
78 L KJ626301.1 Bavillus cereus

a

KC121330.1 A

0.050

Figura 4. Analisis filogenético de hongos (A) y de bacterias (B) con base en el método de maxima verosimilitud, la prueba de filogenia

bootstrap con 1.000 repeticiones, modelo Kimura 2
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Figura 5. Pruebas de patogenicidad para Curvularia geniculata (A, B, C, D) y Lasiodiplodia theobromae (E, F, G, H) en plantas de melina.
A. Plantas inoculadas con disco de micelio a los 30 dias. B. Decoloracion parcial de la médula. C. Colonias resultantes del aislamiento de
tejido sintomatico en pruebas de patogenia. D. Hifas septadas, conidias agrupadas, vista 60x. E. Plantas inoculadas con disco de micelio a
los 30 dias. F. Decoloracion parcial de la médula. G. Colonias resultantes del aislamiento de tejido sintomatico en pruebas de patogenia. H.

Hifas septadas, microconidias agrupadas, vista 100x.

Coniothyrium zuluense, Diaporthe cubensis y C. globosum,
y de eucaliptos (Eucalypto sp) (Hodges, et al., 1976;
Gezahgne, et al., 2005; Pérez-Vera, et al., 2005).

Entre este ultimo grupo de hongos se destaca el papel de
C. globosum, que, a pesar de haber sido reportado como pato-
geno en diversas especies vegetales (Chavarriaga, 2011), es
un microorganismo con capacidad de controlar Phytophthora
nicotianae, Phytophthora infestans, Magnaporthe grisea y
Puccinia recondita (Park, et al., 2005; Shanthiyaa, et al.,
2013; Hung, et al., 2015; Yang, et al., 2016).

Un resultado similar se encontr6 con las especies de
bacterias identificadas, puesto que ninguna de ellas fue
patogénica en plantas jovenes de melina, y por el contrario,
se han reportado como agentes de biocontrol. B. cereus
tiene efecto contra Phytophthora megasperma (Tejera-
Hernandez, et al., 2011), Macrophomina phaseolina,
Sclerotina minor, Fusarium oxysporum, F. solani'y Phythium
ultimum,en tanto que los aislamientos de P. alcaligenees 1o
tienen sobre Rhizoctonia solani (Amaiz, et al., 2015), y los
de P. dispersa sobre Xanthomonas albilineans (Zhang &
Birch, 1997). Otro valor agregado de estos tres géneros de
bacterias es su capacidad de ser promotoras de crecimiento
vegetal en plantas de tabaco, arroz y trigo (Rives, et al.,
2007; Selvakumar, et al., 2008; Dutta, et al., 2013). Dichos
resultados abren la posibilidad de evaluar el potencial de
estas especies de hongos y bacterias para controlar los pato-
genos de melina hallados en este estudio.

Por otro lado, los resultados de este trabajo coinci-
den con los de Garcia-Gonzales (2018) y Cai, et al
(2011) en cuanto a la importancia de combinar técnicas de
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identificacion, ya que en la mayoria de los aislamientos solo
fue posible identificar el filo con los estudios morfoldgicos,
culturales y bioquimicos, y con las técnicas basadas en el
ADN se obtuvieron resultados mas precisos.

Conclusiones

Los resultados de esta investigacion permitieron identificar
L. theobromae y C. geniculata como hongos patogenos de
plantulas de melina. En los fustes enfermos se encontraron
otros hongos y bacterias asociados que probablemente no
causan enfermedades y, por el contrario, actuarian como
controladores bioldgicos de los patogenos, por lo que se
requeririan mas estudios en esta area que permitan elucidar
el papel de cada uno de estos microorganismos y su potencial
en la creacion de estrategias de biocontrol.
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