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Resumen

Con el objetivo de estudiar los factores asociados a la mortalidad de los encinos
(Quercus spp), en la Reserva Natural Cerro Tomabu, Esteli; se establecieron seis
parcelas de estudio de 0.1 ha, durante los meses de Febrero — Mayo y Junio — Octubre
2014. En cada una se colectaron insectos, suelo y tejido vegetal enfermo; estimacion de
incidencia y severidad de la marchitez de los encinos; datos dasométricos y
antropogénico. Para la identificaciéon de patogenos, se utilizaron medios generales
(Papa Dextrosa Agar, Agar Nutritivo y Agar Agua) y selectivos (Caldo Vg, agar Vg, y
Harina de maiz - agar mas antibidticos: Piramicina, Ampicillina, Rifampicina,
Vancomycina y Benomyl) y caracterizacion macro morfométrica, con claves
taxonomicas. Los datos fueron analizados de manera descriptiva. La poblacion de
arboles muestreados fue de 298 Q. segoviensis y Q. sapotifolia son las especies, que
predominan en un 58 % y 42 % respectivamente. En el mes de septiembrese registro el
mayor porcentaje de incidencia de marchitez en ramas con 88.3 % y 99 % de incidencia
por especie en arboles jovenes de Q. sapotifolia. La severidad con 29.2 %.
Phytophthora cinnamomi, se aislo de suelo y tejido vegetal, constituyendo el patdgeno
que se asocia a la marchitez de ramas, chancros con exudados negros en fuste y muerte
en los encinos. Las pocas lluvias y el despale ocasionado por los pobladores participan
como factores de estrés en la mortalidad de los encinos. Los insectos colectados se
consideran de naturaleza benéfica y constituyen parte de la diversidad de insectos de la

reserva.

Palabras claves: Quercus segoviensis; Quercus sapotifolia; Mortalidad en encinos.
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ABSTRACT

With the god to study the factors associated with the mortality”s of oaks (Quercus spp)
in the Natural Reserve called Cerro Tomabu, was seattled six plot of studios of 0.1 ha,
during the months February — Mayand and June — Octubre 2014. In each one was
collected insect, soil and sick plant tissue, as well as incidence and severity of worn
brenches of oaks, dasometric and anthropogenic data. For the identification of
panthogens, were used general means (Potato Dextroce Agar, Agar Agar, Nutrient and
water) and selective (Caldo V8, V8, and corn meal, Agar more antibioties, Piramicin,
Ampicillin, Rifampicina, Vancomycin and Benomyl) and they characterized macro
morphometric, with taxonomy codes. The datas were analized in a descriptive way. The
population of trees was sampled 298 Q. segoviensis and Q. sapotifolia were species that
predominate 58 % and 42 % respectively. The heghest percentage of incidence and
severity was registered in the third sampling in the month of September with 88.3 %
and 99 % the incidence per younger species Q. sapotifolia trees. The severity was 28.2
%. Phytophthora cinnamomi, was branches will, canker with black exudates in the shaft
and death in the oaks. The low rainfall and the felling of trees caused by the people
involved as stressor in the morthality oaks. The collected insects are considered

beneficial nature and are part of the diversity of insects of booking in the reserve.

Key words: Quercus segoviensis; Quercus sapotifolia; holm oak mortality.



L INTRODUCCION

Los arboles comunmente llamados robles pertenecen a la familia Fagaceae, en esta se
encuentra el género Quercus sp. La madera producida por estas plantas esta considerada
entre los recursos de madera dura mds valiosa que existen. En todo el mundo se
conocen unas 1 000 especies de Quercus, pero no todas son aprovechables desde el
punto de vista forestal pues algunas especies son arbustivas con alturas menores de los

10 metros (Barcenas, 1990).

Nicaragua, es el limite territorial de muchas especies de plantas tanto del sur como del
norte, ejemplo de esto, Nicaragua es el limite natural de los pinos. Todas estas
caracteristicas fisicas y biologicas han permitido al pais ser rico en ecosistemas y
diversidad de especies, tanto de plantas como de animales. También a través del tiempo
han ocurrido migraciones de fauna y humanos, de norte a sur y de sur a norte, estos
movimientos migratorios ha permitido la traida de especies vegetales utiles de ambas

direcciones (Grijalva, 20006).

Los encinos son arboles muy comunes y crecen de manera nativa en bosques
entremezclado con pino (bosques conocidos como de pino- encinos). En Nicaragua, se
encuentran distribuidos en los departamentos de Esteli, Jinotega, Ledn, Madriz, Nueva
Segovia, Matagalpa y Boaco; generalmente en alturas de 650 a 1500 msnm. Se han
descrito 12 especies: Q. xalapensis, Q. cortesii, Q. benthamii, Q. oleoides, Q. insignis,
0. purulhana, Q. segoviensis, Q. lancifolia, Q. bumelioides, Q. elliptica, Q. salicifolia y
0. sapotifolia. Las especiesQ. sapotifolia y Q. peduncularis (actualmente renombrado

0. segoviensis), se reportan por MARENA (1997).

Los encinares desempeflan un importante papel en la estructura y dindmica en la
reserva, también tienen un alto valor comercial por la calidad de su madera, asi como
también sirven como refugio de especies de aves migratorias y propias de la zona, que

forma parte de la belleza escénica de la zona.



En el ano 2013 pobladores de las comunidades de Tomabu, Esteli, reportaron la
mortalidad de los arboles de encino, cuyos sintomas inician en las puntas de las ramas,
ramas secas, amarillamiento rojizo y defoliacion de las hojas. Arboles con sintomas de
chancros con exudados negros en el fuste y muerte de los arboles. La mortalidad de los
encinos ha sido mas notoria durante los Gltimos afios, esta ha incrementado cada vez
mas, reduciendo el area de bosque de encino, utilizada actualmente para siembra de

pastos y area de pastoreo; perturbando de esta manera la diversidad de flora y fauna.

El avance de la mortalidad de los encinos también se ha reportado en la comunidad de la
Garnacha, localizada en la Reserva Natural Tisey, Esteli. En esta reserva, la mortalidad
de encinos es mas evidente (Edwin Herrera, comunicacion personal, datos no

publicados, 2014).

Phytophthora cinnamomi Rands, se reporta como el principal agente causal de la muerte
de las especies de encino, devastando grandes hectareas de bosques en el centro oeste de
México, (Alvarado, et al 2007). La especie P. ramorum (Werres, De Cock &
Manin'tVeld), también ha sido reportada en los Estados Unidos, como la muerte subita

del roble.

En la region Centro Americana y en particular Nicaragua, existen limitados estudios e
informacion acerca de la salud e importancia de estas areas de los bosques de pino
encino, catalogada como zona de amortiguamiento (corredor biolodgico), que ha sido
degradada principalmente a causa de la deforestacion. Los pobladores de la Reserva,
relacionan la mortalidad de los encinos a causa de insectos barrenadores,
desconociéndose los factores que inciden en estas. El presente estudio se realiz6 con la
finalidad de contribuir a documentar acerca de esta problemadtica fitosanitaria que afecta

la Reserva Natural del Cerro Tomab, Esteli.



II. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo general

Generar informacion acerca de los factores bidticos y abidticos que inciden en la

mortalidad de los encinos (Quercus spp), en la Reserva Natural Cerro Tomabu, Esteli.

2.2.  Objetivo especificos

Determinar los agentes biodticos y abioticos asociados a la mortalidad de Encinos en la

Reserva Natural Cerro Tomabu

Determinar la incidencia y severidad de la marchitez de la copa y ramas de los arboles

de encinos en la Reserva Natural Cerro Tomabu

Caracterizar las condiciones del estado fitosanitario, dasométricos y antropogénicos que

inciden en la mortalidad de los encinos en el area de estudio



I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion y descripcion de area de estudio

El estudio se realiz6 en la Reserva Natural Cerro Tomabu desde Diciembre 2013 a
octubre del 2014, que se ubica en el municipio de Esteli del departamento de Esteli
entre las coordenadas 12°59°54” a 13°03°34” latitud norte y 86°16°10” a 86°19°20”
longitud oeste. En la Reserva Tomabu, se ubican tres comunidades, Llano Redondo en
el sector de Wasuyuca, la comunidad de San Antonio y Las Cuevas (MARENA, 2007).
El sector de Wasuyuca, se encuentra a una altitud de 1,200 msnm, la cual limita al norte
con Sutiaba; al sur con las Cuevas; al oeste el Pedregal; y al este con San Antonio. Las
Cuevas con una altitud de 1,175 msnm, limita al norte Llano Redondo y el Espinal; al
sur con Santa Cruz; al oeste con Santa Cruz una parte y al este con la comunidad de
Tomabu. San Antonio con una altitud de 1,040 msnm y coordenadas de la cual limita al
norte con las Mesetas y la Arrayan; al sur con Llano Redondo; al oeste con Llano

Redondo y al este con la comunidad el Espinal (Figura 1).
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Figura 1.Mapa de las zonas de estudio Reserva Natural Cerro Tomabu

Los datos climatologicos, fueron facilitados por INETER (2014), y se obtuvieron del

puesto meteorologico San Isidro, por considerarse el puesto mas cercano a la Reserva.




Durante el afio 2014, fue de pocas lluvias, presentando la mayor precipitacion en el mes
de octubre (47.3 mm), temperatura maxima de (37.1 °C) en el mes de abril y Humedad
Relativa 94 % en el mes de octubre; no obstante, para el andlisis descriptivo de
patogeno asociado a la marchitez de los encinos, se consideraron también los datos del
2013, en la que prevalecié abundantes lluvias, desde el inicio del periodo lluvioso con

precipitaciones maximas de (302.1 mm) en el mes de septiembre (Anexo 1).

3.2. Fase de campo

3.2.1. Descripcion, ubicacion de sitios de toma de muestras

Se seleccionaron seis parcelas de estudio dentro de los bosques de encinos en tres
comunidades. Seleccionando dos parcelas de estudio en la finca de Pedro Valdivia que
se localizan en el sector de Wasuyuca, una en la finca de Luis Montenegro en la
comunidad de San Antonio, tres parcela de estudio en la comunidad Las Cuevas
ubicando dos parcela en la finca de Joaquin Meza y una en la finca de Roberto Cruz.
En las parcelas de estudio se considerd la presencia de encinos y darboles que

presentaban dafios por marchitez.

Las parcelas de estudio6 se delimitaron segiin metodologia citada por INTECFOR (1993)
y adaptada a las caracteristicas del presente estudio. En cada sitio se ubicaron parcelas
con un radio de 17.85 m (de 0.1 hectarea) donde se implementd un muestreo dirigido.
Dentro de cada una de las parcelas se registraron cada especie que integra el area de
muestreo, se tomaron muestras de insectos asociados a los encinos, asi como suelo y
partes afectadas del arbol, ademés se realizaron la caracterizacion de los parametros,

dasométricos y antropogénicas asociados a las parcelas de muestreo.

3.2.2. Descripcion de toma de muestras en las parcelas de muestreo

3.2.2.1. Muestras para estudios fitopatologico

Para determinar la presencia del o los agentes causales de la muerte de los encinos en la

Reserva Natural Cerro Tomabu, se tomaron muestras por cada punto tal como: ramas,

cortezas de tallo, suelo y raiz tomadas en las parcelas de estudio establecidas.
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Para el andlisis patologico de cada parcela de estudio se tomaron 1 a 3 submuestras de
suelo a orillas de arboles que presentaban los sintomas como exudados y marchitez en
las copas, las muestras se tomaron alrededor del tronco, para el cual se retiro el
horizonte orgéanico y el suelo se recolectd a una profundidad no mayor de 20 cm,
conformando una muestra por sitio. Ademads se colectaron tejidos (corteza del tronco)
que presentaban los sintomas tales como exudados y marchitamientos vasculares
ocasionados por los agentes bidticos asociados al arbolado, asi como también se
tomaron muestras de raices de los arboles que presentaban los sintomas mencionados
anteriormente, ambas muestras tales de corteza y raices se empacaron en bolsas de papel
Graf se etiquetaron y se trasladaron para su debido andlisis a los laboratorios de
Microbiologia y Micologia de la Universidad Nacional Agraria en termos para evitar la

deshidratacion las muestras de tejido vegetal y de suelo.

3.2.3. Frecuencia de colecta de muestras

Las muestras se tomaron en dos épocas (seca y lluviosa), las colectas en la época seca
fueron en el mes de Febrero y las correspondiente a la época lluviosa se realizoé en dos
tomas correspondiente al establecimiento de las primeras lluvias en el mes de Julio y el
segundo muestreo se realizd6 en la época mas lluviosa del invierno en el mes de

Septiembre.

3.2.4. Registro de sintomas en los arboles de roble (Quercus spp)

Los sintomas que se observaban en los arboles de encino de las fincas evaluadas fueron
descritos de manera ordenada en cada visita en campo y en laboratorio. En campo
consistié en la descripcion de sintomas en la parte area y la presencia de exudados en el
fuste. En laboratorio consistid en el levantamiento de datos de cada muestra la cual fue

procesada utilizando diferentes medios de cultivos.



3.2.5. Colecta de insectos en las diferentes parcelas de estudio

3.2.5.1. Trampas embudos para la captura de insecto

Para la captura de las especies de insectos presente en las parcelas de muestreo y en el
ecosistema de bosque de roble y para poder determinar si los especimenes presentes
tenian alguna relacion con la mortalidad de los encinos de la zona. Se utilizaron
trampas de embudos con atrayentes como alcohol puro y aguarrdas (360 ml de cada
atrayente por trampa) las cuales fueron colocadas en cada parcela y monitoreadas cada
ocho dias en dos etapas Iniciando la primera etapa en el periodo de verano en los meses
de abril hasta el mes de junio, y la segunda etapa en el periodo de lluvia iniciando en el
mes de julio hasta el mes de Noviembre. Estas trampas han sido utilizadas en sistemas
agroforestales de pino encino, para la captura de insectos descortezadores (Ips spp y

Dendroctonus spp).

Los insectos colectados se llevaron al Museo Entomolégico de la Universidad Nacional
Agraria, donde se clasificaron segin las caracteristicas morfologicas de los insectos,
seguidamente se prepararon y se montaron con alfileres entomoldgicos para proceder a

su identificacion.

3.2.6. Claves utilizada para la identificacion de los especimenes de insectos

Entre los métodos de identificacion que se utilizaron estan: guias pictdricas (catalogo de
insecto artropodos de Maes 1998), consultas a especialista (docentes del area de
entomologia de la Universidad Nacional Agraria) y comparaciones morfoldgicas con

coleccion de referencia del Museo de Entomologia de la Universidad Nacional Agraria.

3.2.7. Estimacion de Incidencia y severidad de la marchitez de los encinos

Para determinar el porcentaje de encinos que presentaban sintomas o partes de arboles
con sintomas de marchitez, se estim6 la incidencia que refiere al nimero de arboles
enfermos con sintoma de marchitez; entre el total de arboles evaluados, en cada parcela,

expresado en porcentaje, con la siguiente formula:



Numero de arboles enfermos con sintomas de marchitez X 100

Incidencia (I) =
Numero total arboles evaluados

La severidad esta referida al porcentaje o proporcion de tejido del arbol con sintomas de
marchitez en ramas o parte de ella. El célculo de la severidad, se realizd con la

siguiente formula (Martinez, et al 2002)

[ = M +100

IN

I- % de intensidad de ataque del patégeno
(n * v) total de plantas con un grado por su respectivo grado de escala.
N- total de plantas evaluadas

i- Grado méximo de la escala (i =5

La severidad de la marchitez de los encinos, se estimo de manera visual, tomando como

referencia la escala de Starkey ef al (1989), citada por (Alvarado et al 2008), (Anexo 2).
3.2.8. Datos dasométricos y antropogénicos en las parcelas de muestreo

Con la finalidad de conocer la edad de los arboles, pendiente y el uso que de las areas
donde se encuentran establecidos los arboles de encino, se realizaron las siguientes

mediciones:

Dasométricas (m): Medicion de la altura y diametro a cada arbol, con cinta

dasométrica.

Pendiente (%), Medicion del dngulo de inclinacion de la gradiente del suelo, realizada

con Pistola Aga.

Segun la Norma técnica obligatoria Nicaragiiense (NTON) para el manejo sostenible de

los bosques naturales latifoliados y de coniferas, (2004), un bosque joven es el que



presenta alturas promedios mayores a tres metros y diametros promedios menores a 10

cm, Didmetro a la Altura del Pecho (DAP).

Antropogénicas: Se realizaron entrevistas a los duefios de las fincas de las parcelas de
estudio (Anexo 3). Con la finalidad de conocer el estado y uso de cada una de las

parcelas donde se realizaron los muestreo.

3.3. Fase de laboratorio

Considerando que este estudio es preliminar, la fase de laboratorio, se realiz6
considerando los reportes e investigaciones realizadas en la regiéon Centro América y

Norte América en Quercus spp,

El andlisis patoldgico de las muestras de tejido vegetal enfermo y de suelo se realizé en
laboratorios de Microbiologia y Micologia de la Universidad Nacional Agraria ubicada

en km 12 carretera norte en Managua.

De cada muestra colectada de las diferentes parcelas de estudio se realizaron cinco
repeticiones de cada muestra y medios de cultivo en los diferentes medios utilizados. El
total de platos utilizados al procesar las muestras de suelo y tejido vegetal de las seis

parcelas con las tres técnicas fueron 330 platos petri.



3.3.1. Analisis patologico de material vegetativo tomado de las diferentes

parcelas de estudios

3.3.1.1. Medios de cultivos

Los medios utilizados en el aislamiento de patdogenos en tejido vegetal y suelo fueron:

Medios generales

e Agar-Agua (AA) para inducir la esporulacion de estructuras reproductivas del
patogeno.
e Papa dextrosa agar (PDA) medio general para el crecimiento de hongo.

e Agar nutritivo (AN), medios general para el crecimiento de bacteria (Anexo 4).

Medios especificos

e Agar jugoV8 mas antibioticos (Piramicin, Ampicilina, Rifampicin, Benomyl)
medio para el crecimiento de Phythophthora spp.
e Harina de maiz (PARB) mas antibioticos (Piramicin, Ampicilina, Rifampicin,

Benomyl) medio de cultivo para el desarrollo de Phythophthora spp. (Anexo 4)

3.3.2. Técnica de aislamiento de patogenos de tejido vegetal (tallo y raices) en

medios de cultivos

Se tom¢ trozos de raices y corteza, se cortaron en pequefios trozos de tres milimetros, se
enjuagaron por quince segundos en hipoclorito de sodio al 0.005%, se escurrid el
hipoclorito, luego se enjuago en agua estéril por minuto y medio, posterior se seco en
papel toalla. Posterior se sembré en los diferentes medios de cultivos generales: Agar
nutritivo (AN) para bacteria, Agar — Agar (AA) para inducir la esporulaciéon de

estructuras reproductivas del patégeno, Papa dextrosa agar (PDA) para hongo.
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3.3.3. Técnica de aislamiento de Phythophthora spp de corteza de tallo y raices

en medios especificos

Los trozos de raices y corteza de tallo infectados se cortaron trozos de tres milimetro, se
colocaron en hipoclorito de sodio al 0.005% por quince segundos, luego se escurrid y se
enjuago con agua estéril por un minuto y medio, se seco en papel toalla. Finalmente se
sembrd en el medio, una vez listo se colocaron los platos en la incubadora con una

temperatura de 22°C.

3.34. Técnica de aislamiento de patogeno de muestras de suelo tomadas de las

diferentes parcelas de muestreo

3.3.4.1. Técnicas de aislamiento para hongos y bacterias de muestras de suelo

El método utilizado para aislar hongos y bacterias de suelo fue el Método de dilucion de
suelo (Anexo 5). Los medios utilizados fueron Papa dextrosa agar (PDA), y Agar

nutritivo (AN).

3.3.5. Captura de Phythophthora, utilizando como cebo hojas de clavel

Para el aislamiento del genero Phytophthora de muestras de suelo se siguid el
procedimiento de captura empleado por Almaraz — Sanchez et al (2013) con algunas
modificaciones. Se utilizaron recipientes plasticos de 400 ml en los cuales se depositd y
homogenizo una mezcla de 100 gramos de suelo y 300 ml de agua (relacion 1:3). Para
el cebado se utilizaron hojas de clavel que fueron previamente secadas en hornos y
desinfectadas al someterlas a tratamiento con luz ultravioleta antes de ser utilizadas. En
cada recipiente se colocaron veinticinco trocitos de hoja de clavel (5 mm de didmetro
aproximadamente) y se incubaron a 22°C por 72 horas. Transcurrido este tiempo los
trocitos de clavel fueron transferidos a medio V8 agar més antibioticos y posteriormente
al medio (PARB) mas antibioticos.Las colonias puras del patégeno fueron mantenidas

en papa dextrosa agar (PDA).
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Cuando se presentd contaminacion con bacterias se utilizé uno de los métodos
sugeridos por Kaminskyj (2005), al que se le denomina método por superposicion el
cual consistio en realizar el siguiente procedimiento: Se colocd en un plato Petri vacio
trozo de medio con micelio contaminado y sobre el trozo se colocod un tridngulo de

medio limpio.

El micelio crecio al interior del tridangulo de medio limpio y emergid en la superficie de
este libre de bacterias. El medio que se colocd sobre el trozo de medio con micelio
contaminado fue de (PARB) mads antibidticos con la finalidad de obtener un cultivo

puro de Phytophthora spp, para la identificacion de especies.

3.3.6. Técnicas de aislamiento e Identificacion de Oomycetes fitopatégenos

3.3.6.1. Induccion a la formacion de esporangio de especies de Phytophthora

Para la induccion y formacion de esporangios se utilizaron dos técnicas, estas

consistieron:

Se pesd 1.5g de suelo sin esterilizar y se mezcldo en 100ml de agua estéril, se
homogenizod y se vertio en platos Petri en donde se coloco trozos de agar con micelio de
(Phytophthora spp) obtenidos de cultivos puros y se incubo a una temperatura de 22°C.
A las 24 horas de ser incubado se procedido a la mediciéon de esporangios con el
microscopio calibrado en el objetivo de 40 X, las mediciones se realizaron durante 3

dias consecutivos.

La otra técnica consistid, en utilizar una solucion de minerales (Anexo 6), la cual
consistid en tomar micelios, obtenidos de los cultivos puros y se colocaron en caldo de
V8 y se incubo a una temperatura 22°C por 24 horas. EI crecimiento micelial obtenido
a las 24 horas se lavd en agua estéril y se tratd con solucion salina por una hora, se
incubo por 24 horas y se procedio a la medicion de esporangios con el microscopio
calibrado con el objetivo de 40X, de igual manera las mediciones se realizaron durante

3 dias consecutivos (Besoain et al 2005) (Anexo 6).
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3.3.7. Claves utilizada para la identificacion de Phytophthora
Para la identificacion de especies de Phytophthora spp aislado de las muestras

procesadas, se utilizo la clave de Phytophthora (Gallegy et al 2008) y el Programa

electronico Lucid Key elaborado por la Universidad de California (Anexo 7).
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3.3.8. Factores bioticos y abidticos evaluados

Factores bidticos
® [Especies insectiles presente
¢ Fitopatdgenos: Bacteria, Hongos y Oomicetes

¢ Incidencia y severidad de la copa y rama de arboles marchitas

Factores abidticos y dasometricos
e Georreferenciacion de las parcelas de muestreo (pendiente y altitud)
e Caracterizacion de sitios de muestreo
e Altura y diametro de cada especies de roble presente en los sitios de estudio
e Registro de actividades antropogénicas (Entrevistas a propietarios de las fincas y

regente forestal (Anexo 3)
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3.3.9. Analisis de la informacion

Con la informacion obtenida, se analiz6 de manera descriptiva, los resultados de los

datos recopilados en campo y laboratorio durante los tres muestreos realizados.

Con los datos del calculo de incidencia y severidad se calcularon sacando el porcentaje

por muestreo y luego se graficaron los tres muestreo realizado durante el estudio.

Se describio las parcelas de estudio como también el estado fitosanitario de cada arbol

presente en la parcelas de estudio.
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IV. RESULTADO Y DISCUSION

4.1. Etapa de campo
4.1.1. Caracterizacion de las fincas

La poblacion de arboles muestreados en la Reserva Natural Cerro Tomabu fue de 298,
en la cual se determinaron dos especies de encino segun Missouri Botanical Garden
(2013), Quercus segoviensis y Quercus sapotifolia; predominando Quercus segoviensis
con 58% y Q. sapotifolia con 42% (Figura 2), esta informacion ademas sustentada con
las entrevista realizadas al guarda bosque de la zona y encuestas a los propietarios de las
seis fincas donde se colectaron las muestras de suelo, tejido vegetal y captura de

insectos.

70 ~

50 -

30

Porcentaje

10 -

Quercus segoviensis Quercus sapotifolia
Arboles muestreados

Figura 2. Especies de Encino en la Reserva Natural Cerro Tomabu
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Los datos geograficos de cada finca, se muestran en el Cuadro 1. La altitud en que se
encuentran los encinos en la Reserva Natural Cerro Tomabu, oscila desde 1 040 hasta 1
253 msnm, condiciones favorables para el crecimiento y reproduccion de los encinos.
Las parcelas de estudios con pendientes de 14 y 32 %, son las que presentaban suelos
pedregosos y terrenos muy accidentados. En todo los estados y Republica de México

reportan encinares en alturas de 3 100 msnm (Valencia, 2004).

Cuadro 1. Datos geograficos de cada sitio de muestreo en la reserva Natural

Tomabu
Poblado Finca Pendiente Coordenadas Altitud
(%) (msnm)
Llano Redondo  Pedro Valdivia 14 N 13°02°23.9” W 1253
(Wasuyuca) parcela NO. 1 086°18°00.2”
Llano redondo  Pedro Valdivia 30 N 13°02°26.3” W 1198
(Wasuyuca) parcela No. 2 086°17°56.9”
San Antonio Luis 25 N 13°02°39.7 W 1040
Montenegro 086°17°32.1”
parcela No. 3
Las cueva Joaquin Meza 32 N 13°01°31.0” W 1171
parcela No. 4 086°17°16.6”
Las cuevas Joaquin Meza 29 N 13°01°31.2” W 1229
parcela No. 5 086°17°21.47
Las cuevas Roberto Cruz 17 N 13°01°32.4” W 1196
parcela No. 6 086°17°7.8”

Durante el estudio se realizd entrevistas a cada uno de los propietarios de las fincas
donde se establecieron las parcelas de estudio con el propdsito de conocer el uso y

manejo que realiza en su finca.

4.1.2. Descripcion de los sitios muestreados

Parcela de estudio 1, Pedro Valdivia (PV 1)

Presento dos especies de encinos (Quercus segoviensis) y (Quercus sapotifolia). Es un
area transitada por los pobladores que se movilizan de la comunidad de Wasuyuca hacia

Llano redondo, el cual se presume que son ellos el vehiculo de transporte de inoculo del

patdgeno presente en la area de estudio, a otras areas de la Reserva. (Anexo 8)
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Parcela de estudio 2, Pedro Valdivia (PV 2)

Es una de las areas que presentd menor cantidad de arboles de roble, encontrandose
solamente (Quercus segoviensis). Son arboles que se asentaban en suelos altamente

ToCOSO0s.

En sus alrededores se observd poca presencia de arboles, es una area muy abierta en
comparacion con el sitio de muestreo uno. Es un sitio transitado por los pobladores de la
zona, el cual se presume que son ellos el vehiculo de transporte del inoculo a otras areas

de la Reserva (Anexo 8)

Parcela de estudio 3, Luis Montenegro (LM 3)

Present6 menor poblacion de arboles, encontrandose una especie de las que se presentan
en la reserva, siendo (Quercus segoviensis), suelo pedregoso, ademds es un sitio en la
que el duefio de la finca, refiri, con mayor incidencia la mortalidad de los robles ya
que una gran parte, fue utilizada para la siembra de pasto para ganado y potrero (Anexo

8)

Parcela de estudio 4, Joaquin Meza (JM 4)

Fue el segundo sitio con mayor presencia arbdrea, que en su mayoria son de una sola
especie (Quercus sapotifolia), a su alrededor se observo presencia de arboles de pino.
De los seis sitios de muestreo es uno en donde se observd sintomas de chancros o
cancros con exudados negros en el fuste de los arboles (Figura 4). Es un sitio transitado
por los pobladores de la comunidad de las cuevas que se dirigen hacia la parte mas alta
del cerro a colectar lefia, el cual se presume que son ellos el transporte del inoculo a

otras areas de la Reserva (Anexo 8).

Parcela de estudio 5, Joaquin Meza (JM 5)

Es el tercer sitio con mayor cantidad de arboles, encontrandose solamente (Quercus
sapotifolia). Es una de las areas que ha sido intervenida por los lefiadores de la zona, en

sus alrededores se observé arboles de encino incluyendo a los pinos (Anexo 8).
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Parcela de estudio 6, Roberto Cruz (RC6)

Segun los pobladores de Las Cuevas, en este sitio, se observaron las primeras muertes
de los robles, es una de las areas que presentd menor cantidad de arboles, encontrandose

las mismas especies de encino en suelos pedregosos.

En esta area, se observd y se reportd por el productor, la mayor mortalidad de los
encinos, al igual que los otros sitios de muestreo es el drea mayor transitada por los
pobladores, el cual se presume que son ellos el vehiculo de transporte de inoculo del
patogeno presente en la area de estudio a otras areas de la Reserva. En las partes donde
han muerto los arboles de encinos, ya son utilizadas para el cultivo de pasto y como

pastoreos. (Anexo &)

En las seis fincas muestreadas no se realizan ningun tipo de manejo por parte de sus
propietarios ni por las autoridades encargadas del cuido y proteccion de esta area
protegida. Segun informacion obtenida de las entrevistas a los propietarios, los arboles
muertos que se encontraban en sus parcelas con sintomas de marchitez avanzada fueron
talados para uso propio en sus hogares asi como también utilizados para cercas en sus

propias fincas y viviendas.

4.1.3. Registro de actividades antropogénicas

Los espacios donde alguna vez crecieron los robles no estan siendo reforestados, debido
a que no existe en la zona un plan de reforestacion, manejo fitosanitario y viveros con
las especies de Quercus, que se reportan en Nicaragua. Estas areas vacias presente en
las fincas estdn siendo utilizadas por los propietarios para la siembra de pasto para

alimento de ganado y uso de potreros.
Entre los factores abidticos mas importantes que se presentaron durante el estudio

fueron el de pale realizado por los propios pobladores, asi como también las bajas

precipitaciones que se presentd durante todo el afio 2 014.
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4.1.4.

Analisis de la informacion de medicion dasometrica en encinos

Con la finalidad de conocer la edad de la poblacion de Quercus. Segiin la Norma técnica

obligatoria Nicaragiliense para el manejo sostenible de los bosques naturales latifoliados

y de coniferas (NTON, 2004) y los datos tomados durante el estudio reflejan que el

bosque de Quercus en parcelas de estudio son arboles jovenes y en desarrollo (Anexo

15)

La cantidad de arboles muestreados y arboles muertos por parcela se muestran en el

Cuadro 2, el porcentaje de encinos muertos durante el periodo de estudio fue de 5.7 %,

en estudios realizados en otras especies de Quercus spp en México no informan el

porcentaje de mortalidad de encinos.

Cuadro 2: Nimeros de encinos y arboles muertos en las parcelas de estudio

Parcela de I Muestreo verano II Muestreo invierno IIT Muestreo invierno
Estudio Febrero Julio Septiembre
Total de Encinos Total de Encinos Total de Encinos Total de
encinos muertos encinos muertos encinos muertos encinos
muestreados muestreados muestreados muertos
Pedro 147 2 145 3 142 4 9
Valdivia
(PV1)
Pedro 28 2 26 0 26 0 2
Valdivia
(PV 2)
Luis 21 0 21 0 21 0 0
Montenegr
o (LM 3)
Joaquin 46 2 44 0 44 0 2
Meza (JM
4)
Joaquin 36 0 36 0 36 0 0
Meza (JM
5)
Roberto 20 4 16 0 16 0 4
Cruz (RC
6)
Total 298 10 288 3 285 4 17
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4.1.5. Descripcion de sintomas en los arboles de Quercus en campo asociados a la
marchitez

Al realizar las colectas de muestras en las plantaciones, los sintomas observados en los
arboles fueron puntas de las ramas laterales secas de igual manera en la copa; y
coloracion amarillas rojizas en las hojas. En dafios severos los arboles se mostraban
completamente sin hojas. En este estudio el patdégeno Phytophthora, se aislo en el

laboratorio en tejido vegetal y suelo en muestras obtenidas de las parcelas de estudio.

De igual forma en los fustes de los arboles se observaron chancros con exudados negros
en sus alrededores, que al raspar la corteza, se observan grietas en el floema de color
café-oscuro siendo en las parcelas de estudio cuatro y cinco de Joaquin Meza la de

mayor nimero de encinos con exudados negros en el fuste (Figura3).
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Figura 3: Numero de arboles de encinos con sintomas de chancros exudados
negros, en las parcelas de estudios

Estas parcelas del propietario Joaquin Meza son las que presentaban la mayor cantidad
de Quercus sapotifolia con sintomas de chancros con exudados negros en fuste, con un

total de 26 encinos, la cual predomino también en sus alrededores.
De las dos especies presente en la Reserva Natural, Quercus sapotifolia presentd mayor

manifestacion de sintomas de ramas laterales secas y marchitez en la copa; asi también

coloracion amarilla rojiza en las hojas y chancros con exudaciones en fuste.
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De acuerdo a la literatura citada no existen estudios que revelen que la especies Quercus

sapotifolia sea susceptible al patégeno Phytophthora.

Tainteret al (2007), refieren en estudio realizado en otras especies de encinos en
Meéxico, que los arboles afectados por P. cinnamomi, muestran sintomas en la copa, y
ademds grietas en la corteza de la que salen exudaciones negras; este sintoma es
conocido como enfermedad de la “tinta”. Al remover la corteza que esta por debajo de
la exudacion se revela un cancro en el floema, el cual tiene un color distintivo que
puedes ser rojizo, café anaranjado a color vino tinto, considerados signos de la

enfermedad.

Estos mismos autores argumentan que la declinacion general del arbol, mortalidad de
las ramas, o mortalidad completa y rapida de la copa, pueden ocurrir en un periodo de

crecimiento anual o demorar varios afios para su completa manifestacion patolédgica.

Otro estudio realizado por Alvarado et al, (2008), describe los sintomas por
Phytophthora cinnamomi, como: 1. Secado de ramas tiernas en un corto tiempo; 2.
Secado en follaje maduro; 3. Cancros con exudado oscuro en la corteza de los troncos;

5. Dafio por manchones y dispersion radial a partir del foco de infeccion.

La especie ramorum, se ha reportado también como el causante de chancros y presencia
de gotas de color marrdn rojizo oscuro sobre la corteza (sangrado), mostrando en su
parte interior una cancrosis de color marrén oscuro bordeado por una linea de tono

oscuro (NPDN, s.f)

En las especies de los encinos en la Reserva Natural Cerro Tomabu la secuencia de
sintomas en los arboles se observaron: marchitamiento en las copas de los encinos de
arriba hacia abajo, marchitamiento en las ramas laterales tantos en las ramas de la parte
bajera como en las ramas intermedias, en algunos arboles, chancros con exudados
negros en la parte del fuste a sus alrededores, estos exudados se presentaban en la parte
inicial del fuste hasta cincuenta centimetro de altura (Figura4, Anexo 9). En raices
colectadas de cada una de las parcelas de estudio se observaron coloraciones café¢ oscura
en la parte interna al realizar cortes transversal; estos sintomas se presentaban con

mayor frecuencia en la especie de Quercus sapotifolia (Figura4)
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Figura4: Encinos con sintomas de chancros con exudados negros en el fuste y
marchitez en las ramas, Reserva Cerro Natural Tomabu Esteli Nicaragua., Foto
UNA.

4.1.6. Incidencia y Severidad de la marchitez de los arboles de encinos

Durante los tres muestreos realizados durante el estudio se observo en el tercer muestreo
una mayor incidencia de 88.3 % con respecto a los dos muestreos anteriores (Figura)).
Resultando un total de 216 encinos con sintomas de marchitez, en el muestreo de

febrero, 210 arboles en el mes de julio y 279 en el mes de septiembre.

La incidencia promedio registrada por especies, con sintomas de marchitamiento de
ramas y copa de los arboles, en las seis parcelas de estudio fue de 99 % en Quercus
sapotifolia (Figura6). En el tercer muestreo en comparacion con los anteriores, fue en el
mes de septiembre, que se presentd mayor precipitacion en el afio 2014, esto evidencia

que la marchitez no obedece a un estrés hidrico.
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La severidad promedio de la marchitez de los encinos, durante los dos primeros

muestreos realizados fue 25.7 % y 28.2% en el ultimo muestreo (Figura?7).

De acuerdo escala de Starkey (1989), la severidad de la marchitez de ramas laterales

oscild entre 0 -10 %, que representa el grado 1 de dicha escala (Anexo 10).
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(2014)
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4.2. Etapa de laboratorio

4.2.1. Analisis patologico de suelo

Los analisis realizados a las diferentes muestras de las parcelas de estudio se encontr6d
con mayor frecuencia a los patdégenos de Phytophthora spp y Fusarium spp en medio
(PDA), en el primero y segundo muestreo realizado. (Figura8). El medio de cultivo V8
mas antibiotico es un medio especifico para el crecimiento de Phytophthora spp sin

embargo, este no funciono en la técnica de dilucion de suelo.
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Figura8: Numero de unidades formadoras de colonia de patogenos en dilucion de

suelo en los diferentes medios

4.2.2. Captura de Phytophthora utilizando como cebo hoja de clavel

Con esta técnica de captura, se encontr6 mayor numero de crecimiento micelial del
género Phytophthora en el primer muestreo (Figura 9), no obstante en los aislados
obtenidos de este patdgeno, en el primer muestreo, fue dificil su purificacion para la
obtencion de cultivo puro e identificacion de especies, debido a la gran cantidad de
crecimientos bacterianos, aun utilizando 5 diferentes antibioticos. La identificacion de

las especies de Phytophthora se realiz6 a partir del segundo muestreo.
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El aislamiento y la obtencion de cultivo puro, de este patdogeno, presenta muchas
dificultades, por lo cual las especies de Phytophthora no son reconocidas ampliamente

como agentes causales de muchas enfermedades, siendo atribuidas a otros

microorganismos aislados facilmente en medios de cultivos (Tsao, 1983, citado por

Almaraz — Sanchez et al (2013)).
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Figura9: Numero de colonias miceliales de Phytophthora, utilizando la técnica de

captura con hojas de clavel

4.2.3. Analisis patologico de tejido vegetal (corteza y raices)

En las muestras procesadas de material vegetativo de raices y corteza de los troncos de
los encinos, se encontraron ambos patogenos: Fusarium y Phytophthora, en el primer

muestreo. Phytophthora, fue aislado con mayor nimero de frecuencia en el medio de

cultivo V8 (Figura 10)
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Figural0: Numero de colonias Phytophthora, en los diferentes medios

Al género Phytophthora, le favorece las condiciones de mucha humedad, esta condicion
fue obtenida por las lluvias que prevalecieron en el afio 2013, por tal razén, en el primer
muestreo, se aislo el mayor niimero de colonias de estos patogenos. En el afio 2014, se
presentd un afio prolongado de sequia y las lluvias se establecieron hasta en el mes

octubre, contrario al afio 2013 (Anexo 1)

Durante el proceso de procesamiento y aislamiento de los patégenos de muestras de

suelo y tejido vegetal, la bacteria Pseudomona fluorescens crecid en todas los aislados,

considerandose esta de caracter antagdnico.
4.2.4. Identificacion del género y especie de Phytophthora

4.2.4.1. Caracteristicas macro y micro morfolégica

De acuerdo a la clave de Gallegl ef a/ (2008), las caracteristicas observadas en el
microscopio de los aislados de los cultivos puros tomadas de las muestras de campo son
del género Phytophthora spp. El micelio observado de este patégeno en medio de V8,
es de color café, hifas cenociticas y apariencia coraloides. Los esporangios son ovoides

de 19 micras de largo y 14 micras de ancho (Anexo 11).
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De acuerdo a la clave de Gallegl et al (2008) y el Programa de Lucid Key, para la
identificacion de especies, las caracteristicas observadas en el microscopio,
corresponden a la especie cinnamomi. Las estructuras sexuales observadas, de esta
especie fueron oogonio de 15.6 de largo y 16.2 ancho y anteridios anfigenos rodeando

al oogonio (Anexo 11).

Besoain, ef al, (2005), en estudio realizado en Aguacate (Persea americana Mill), en la
enfermedad de marchitamiento causado por Phytophthora cinnamomi, el tamafio de los
esporangios, encontrados fueron de 63,9 x 39,4 micras estos difieren del tamafio

encontrado en los aislados en Quercus.

En estudio realizado en Tecoanapa, Guerrero, México, Alvarado et al., (2008).En sus
aislados encontraron micelios turulosos, coraloides y las dimensiones de sus

esporangios fueron de (48.24x31.47 um) tipicos de Phytophthora cinnamomi.

La Clave de identificacion de especies de Gallegl e al (2008), refiere que el tamafio de
los esporangio es de 60 x 34 y 85 x 3 5 y la medicion de los oogonios de 40 micras. El
tamafio de los esporangios y oogonios difieren en los estudios anteriormente sefiala dos
en relacion a la identificacion de la especie de cinnamomi; al igual manera las

condiciones climaticas y especies de Quercus spp y hospederos.

En otros estudios realizados por Pérez et al (2011), argumenta que Phytophthora
ramorum fue descrita en Europa como una nueva especie asociadas con ramitas y la
enfermedad del tizon foliar en Rhododendron y Viburnum, plantas en Alemania y en los
paises bajos. En América del Norte, P. ramorumes responsable de la mortalidad de las
especies de California Quercus agrifolia, Q. kelloggiiy (Lithocarpus densiflorus), con la

enfermedad cominmente conocido como muerte subita del roble.
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4.2.5. Identificacion de especies de insectos encontrados en las parcelas de estudio

4.2.5.1.

Los monitoreo y colectas

Especies de insectos encontrados

que se realizaron durante el estudio con las trampas de

embudo Lindgren en los seis sitios de estudio se encontraron las siguientes ordenes

Cuadro 3.

Cuadro 3: Especies de insectos encontrados en durante el monitoreo en encinos,
Reserva Natural, Cerro Tomabu, Esteli, 2014.

Orden Nombre cientifico Rol ecoldgico Habitad o cultivos
que ataca
Coleoptera Conoderus sp Plaga Ataca cultivos de
cereales y bulbos
Hymenoptera Sceliphron sp Benéfico Depredador de
aranas
Diptera Lespesia sp Benéfico Depredador y
parasitoide de otros
depredadores
Dermaptera Dorus hinearis Benéfico Depredador de otros
artrépodos
Orthoptera Blotella sp Descomponedor de Cucaracha de la
materia orgénica madera
Hemiptera Apiomeris sp Benéfico Depredador de otros
artrépodos
Hemiptera Arilus sp Benéfico Depredador de otros
artropodos
Coleoptera Ips sp plaga Descortezador
Hymenoptera Polistes sp Depredador y policultivos
polinizador
Coleoptera Dendroctonus plaga Descortezador

La presencia de Isp spp y Decdroctonus spp colectados en las trampas establecidas en

las parcelas de estudio se debe a que en la reserva Natural Cerro Tomabu predominan,

bosque entre mezclados de pino-encino, y también se relaciona a los atrayentes

utilizados en las trampas eran especificos para los descortezadores de pino,

considerados plagas de importancia econdmica, pero no asi en las especies de Quercus.
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Figura 11: Nimero de especimenes de insectos por orden en las parcelas de
estudio, Reserva Natural, Cerro Tomabu, 2014

Se encontraron cinco Ordenes, de los cuales Hemiptera y Coleoptera son los mas
representativos, pero es el orden Hemiptera quien predomina con 150 especimenes

sobre los demas.
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Figura 12: Familias de insectos encontradas en las parcelas de estudio, Reserva
Natural, Cerro Tomabu, 2014

Es el orden Coledptera quien presento mayor numero de familia. Entre las familias
identificadas ninguna es de interés econdomico la mayoria son benéficas depredadores,

polinizadores, descomponedores y parasitoides. No se logré encontrar especies de
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insectos como Orgyasp y Eutachyptera psidii reportadas como de foliadores de los

encinos.

4.2.6. Relacion insecto patégeno en la marchitez de los encinos

Las especies de insecto encontradas e identificadas se consideran de naturaleza benéfica
y no se asocian a la mortalidad de los encinos, la literatura consulta no refiere estudios

relacionando vectores del patégeno Phytophthora en encinos.

Pérez et. al (2011), refiere el sintoma del sangrado de la cancrosis causado por
Phytophthora, puede estrangular al arbol y hacer que las hojas cambien a un color
marron y ocasionar la muerte de la copa del arbol encino. Después de haber contraido
la infeccion inicial, los arboles pueden morir en varios meses y/o varios afios. Los
arboles infectados pueden atraer a Monarthrum scutellare y M. dentiger y pueden ser

colonizados por el hongo putrefacta (Hypoxylon thouarsianum).
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V. CONCLUSIONES

El patogeno Phytophthora cinnamomi Rands, se aislé de suelo, raices y corteza,
asociandose a la marchitez de los encinos en las seis parcelas de estudio. La especie de
0. sapotifolia mostr6 mayor porcentaje de sintomas de chancros con exudados negros

en el fuste relaciondndose al patdogeno.

Las especies de insectos colectados en las trampas en las parcelas de estudios son

considerados de naturaleza benéfica, estos no se asocian a la mortalidad de los encinos.

La incidencia de la marchitez de los encinos, se registré en el mes de septiembre con
88.3 %. La especie de Q. sapotifolia con un 99 % de incidencia. La mortalidad de
encinos registrados durante el estudio fue de 17 arboles que representa el 5.7 % de

encinos muertos.

El mayor porcentaje de severidad de la marchitez de los encinos, se registro en el mes
de septiembre con 28.2 %. El 84 % de la poblacion de encinos en las seis parcelas de

estudio la severidad de la marchitez se encuentra entre 0 a 10 %.

Los encinos de la Reserva Natural Cerro Tomab se desarrollan en suelos pedregosos
pendientes altas y altitudes arriba de los mil metros sobre el nivel del mar. Los datos
dasometricos, revelan que predominan los arboles jovenes, en las parcelas de estudio,

pero la mortalidad de los encinos se asocia a arboles jovenes y adultos
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VI. RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de los factores asociados (bioticos y abiodticos) a la mortalidad
de los encinos mediante el uso de parcelas de monitoreo permanente, que permitan la

toma de datos biologicos, climaticos y edaficos, durante las dos épocas del afio.
Realizar pruebas con semillas y plantas de vivero de las diferentes especies de Quercus

existentes en Nicaragua para determinar la susceptibilidad a las mismas a los patogenos

encontrados durante el presente estudio como es Phytophthora cinnamomi.
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Anexo 2: Escala de Severidad de marchitez de las arboles de encinos (Quercusspp)

(Starkeyet al., 1989)

Grados Porcentaje muerte Descripcion de sintomas

regresiva de marchitez
en ramas

1 0-10% Trazas de muerte regresiva

2 11-33 % Ligero

3 34 -66 % Moderado

4 67 —-98 % Severo

5 100 Muerto
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Anexo 3: Hoja de entrevista
Preguntas orientadoras

1. Cual es el uso que usted le da a su finca dentro del area protegida de la reserva
natural cerro Tomabu (agricola, potrero)

2. Que beneficio les brinda su finca

3. Que uso le dana los arboles secos, que se encuentran en su finca

4. Realizan algun tratamiento a los arboles dentro de su finca

5. Lleva usted recuento de la mortalidad de los arbolesen su finca

6. Ha reforestado su finca

7. Siempre han existido arboles de roble en su finca

8. Desde hace cuanto ha venido observando la muerte de losrobles en su finca
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Anexo 4: Preparacion de medios de cultivos

Agar-Agua (AA) (Castaio-Zapata, 1986)

Agua............... 1 000 ml

Empleado para inducir, la esporulacion de estructuras fructiferas sobre la raiz, tallo y
ramas.

Papa dextrosaagar(PDA) (Castaiio-Zapata, 1986)

Agua.............o.e 1000 ml

Medio general para hongo.

Agar nutritivo (AN) (Castafio-Zapata, 1986)

Medio general para bacterias.

Cultivo Vg (Castaiio-Zapata, 1986)

Aguadestilada........................... 1000 ml
Agar......oooiiiiiiiiii el 17
Carbonato de calcio (CaCO3)......... 1.5g

Jugo V8. o 100ml
B- sistoterol............ooooiii 0.05¢g
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Adicionar a un litro de Jugo V8:

Antibioticos Stock Use
Ampicillin 25 mg/ml 10.0 ml
Rifampicin 10 mg/ml 1.0 ml
Piramicin 20 mg/ml 1.0 ml
Vancomycin 50 mg/ml 4.0 ml
Benomil 10 mg7ml 2.0 ml
Polymicin B 50 mg7ml 1.0 ml
Cultivo PARC
H20. . 1000 ml
Harinade Maiz.....................ooee 15¢
Agar. ..o, 17¢g
Adicionar a un litro de Harina de maiz con Agar
Antibioticos Stock Use
Ampicillin 25 mg/ml 10.0 ml
Rifampicin 10 mg/ml 1.0 ml
Piramicin 20 mg/ml 1.0 ml
Vancomycin 50 mg/ml 4.0 ml
Benomil 10 mg7ml 2.0 ml
Polymicin B 50 mg7ml 1.0 ml
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Anexo 5: Método de dilucion de suelo (Castafio-Zapata, 1986)

Procedimiento:

1. Remover el suelo pesar 1g poner en 99 ml H,O estéril. Se deja su reposo 5 min.
(dilucién 1:10-2).

2. 1 ml de la dilucién 10-* se transfiere asépticamente al tubo con 9 ml de agua estéril
(10 ~?). Se mezcla bien el indculo golpeando el tubo con el dedo indice.

3. De manera analogica se transfiere al tercer tubo hasta la dilucién 10 ~*

4. De la diluciéon 10 ~* sembrar 0.2 ml en PDA y de la dilucién 10 ~ ¢ sembrar 0.2 ml

en medio AN y se distribuye por toda la superficie con espatula Drigalski.
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Anexo 6: Solucion salina para la induccion a esporangios Phytophthora

Preparacion por litro

CaNO; 2.36 g/
KNOs3 0.5g/L
MgSO4 1.0 g/L
KOH 7.5 g/L
FeSO,4 24.5 g/LL
EDTA Iml/L
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& LucidPiayer (UNRECTS

Key Features Entities View Window Help

y—
=
—

AECIEY

GelEs LBz RRIs 2444

Available: 20

@ Enfities Remaining: 1

aplerotic plerctic
[=+-Chlamydaspares, Hyphae, and Culture Growth

Chlamydospores

- Z|P. cinnamonmi

Chlamydospores

- ¥ present

- Hyphal swellings

“ | present
[;]”-Cullure growth habit

m

- E|P. boehmeriae
- ZIP. bofryosa

- E|P. cactorum

- Z|P. cambivora

- E|P. capsici

- E|P. ciicola

- E|P. citraphthora
- E|P. clandestina
P. colocasiae
- E|P. eryplogea

- E|P. drechsleri
- 2P enthroseptica
- [E|P. fragariae

- ¥]present
0 P -
Features Chosen: 3 @ Entities Discarded: 53
— | | 2P ani .
- E|P. andina

= Trees | E LiStS‘

T Trees | E Lists | =

ooa
oo

Images|

Morpholagical Characters/Chlamydospores, Hyphae, and Culture Growth/Temperature optima/moderate: 22-28 C

S [~ [—

47




Anexo 8: Parcelas de muestreo

Parcela de estudio 1, Pedro Valdivia
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. Parcela de estudio 3, Luis Montenegro

Parcela de estudio 4, Joaquin Meza
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Parcela de estudio 5, Joaquin Meza
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Anexo 9: Caracterizacion de sintomas Aéreos

Figura 1Sintoma Inicial Figura 3Muerte

Figura 4 Exudados en el fuste —




Anexo 10: Grados de Severidad de 1a marchitez de los encinos en cada parcela de estudio

Parcela de I Muestreo verano Febrero II Muestreo invierno Julio III Muestreo invierno
Estudio Septiembre
Grados de severidad Grados de severidad Grados de severidad
Numero de encinos por escala Numero de encinos por escala Numero de encinos por escala
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Pedro Valdivia 69 15 7 1 2 66 |15 6 0 82 46 11 0
(PV1)
Pedro Valdivia 14 5 0 0 2 13 |6 0 0 13 11 2 0
(PV 2)
Luis Montenegro | 14 4 0 1 0 14 |4 0 1 15 3 2 0
(LM 3)
Joaquin Meza 30 3 0 0 2 30 |4 0 0 32 4 0 0
(JM 4)
Joaquin Meza 24 2 0 0 0 24 |2 0 0 23 12 0 0
(JM5)
Roberto Cruz 3 5 6 0 4 2 5 6 0 5 1 0 1
(RC 6)

1) 0 a10%, 2) 11 a 33%, 3)34 2 66%, 4) 67 2 99%, 5) 100%
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Anexo 11: Estructuras de Phytophthora cinnamomi

Hifas coraloides

Esporangios no papilado
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QOogonios

Oogonio

Anteridio anfigeno
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Anexos 12: Tabla de identificacion de PhytophthorasppSpecies ID Worksheet

Name:

Morphological Identification

Asexual Structures Sexual Structures Chlamydospores,
hyphae, culture
characteristics

Sporangia Reproductive behavior Chlamydospores

Papillate Homothallic Present

Semipapillate Heterothallic Absent

Nonpapillate

Antheridia Hyphal Swellings

Number apices Amphigynous Present

One Paragynous Absent

more than one

Qogonia Size Culture growth habit

Caducous <30 um rosette

Yes >30-40 um not rosette

No >40-50 um

>50 Culture growth rate

Pedicel Length slow

short - up to 5 um Oogonium features not slow

medium - up to 10 um ornamented
Temperature

long - up to tapered base Optimum
low <22 C

Sporangium shape Qospore size moderate 22-28 C

spherical <20 um high > 28 C

ellipsoid 20-30 uim

ovoid >30 um

obpyriform >40 um

obturbinate

obovoid Qospores

distorted plerotic

aplerotic

Sporangium base

tapered

not tapered

Sporangium length/breadth

ratio

<1.6

>1.6
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PhytophthoraSpecies ID Worksheet ctd.

Asexual Structures Ctd.

Sporangium length

less than 45 um

45-75 um

>75 um

Sporangiophore features

sympodia compound

sympodia simple

long irregular

umbellate

internal proliferation

basal swelling

intercallary swelling

clumps
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Anexo 13:Hoja de recuentos de datos para parcelas

Fecha Finca Parcela
Tipo de bosque Altitud
Numero
Numero de %
Muestreo | de Encino | Roblon | Altura | DAP | Pendiente | Coordenada Sintoma Insedencia | Severidad
Aéreo 11 Fuste

Aéreo | Etapa
Etapa |Invierno
verano

2

3

4

5

6

7
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Anexo 14: Fotos de insectos encontrados en la Reserva Natural Cerro Tomabu

Orden: Hemiptera Orden: Orthoptera
Familia: Reduviidae Familia: Blattellidae
Género: Apiomeris Género:Blatella
Orden: Coleoptera Orden: Hemiptera
Familia: Elateridae Familia: Reduvidae
Género: Conoderus Género: Arlius
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Orden: Coleoptera
Orden: Coleoptera Familia:Cerambycidae
Familia:Elateridae Género: Chloridasp
Género: Chaecolepidi

Orden: Hymenoptera Orden: Dermaptera
Familia: Sphecidae Familia: Forficulidae
Género: Sceliphron Género: Dorushinearis
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Anexo 15: Promedios de altura y diametro de fuste (DAP) de cada encino presente
en las parcelas de estudios

Muestreo DAP Altura

Parcela de estudio 1, pedro Valdivia
(PV) 10 11

Parcela de estudio 2, pedro Valdivia
(PV) 24 17

Parcela de estudio 3, Luis Montenegro
(LM) 38 20

Parcela de estudio 4, Joaquin Meza
(JM) 13 11

Parcela de estudio 5, Joaquin Meza
(IM) 13 11

Parcela de estudio 6, Roberto Cruz
(RO) 34 14
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Anexo 16: Listas de materiales utilizados durante el estudio

Lista de materiales utilizado en campo

Cintas platicas biodegradable

Espray Amarrillo

Espray Negro

Machetes

Cinta métrica de 50 m

Palines

Hacha pequefia (casadora)

Serrucho

GPS etrex

Lima plana

Tablas de campo

Bolsas plasticas de 5 libra

Bolsa de papel kraf

Trampas de embudo

Aguarras

Alcohol al 90%

Termos

Lista de materiales utilizado en laaboratorio

Platos Petri desechable

Platos Petri de vidrio

PDA 500 g

Jugo V&

Agar 500 g

Antibioticos: Rifampicina, Ampicilinas, Piramicina, Benomil, Bancomicina

Papel aluminio

B- sistoterol 10 mg

Carbonato de calcio ACS 500 g

Alcohol al 90%

Hipoclorito

Agua destilada

Arina de maiz

Bisturi

Azas

Acidolactico

Agar Nutriente

Biker

Elenmeyer

Tubos de ensayo

Parrillas

Rotor

Hot play
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Auto clave

Horno microonda

Hojas de clavel

Caja entomologica

Alfileres

Pliegue de poroplas

Alfileres de cabezuela

Viales

Insecticida Baygon

Papel tualla
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