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RESUMEN

En los dltimos afios se ha reportado la incidencia de una nueva plaga en las
plantaciones de pinabete (Abies guatemalensis Rehder), conocida como la enfermedad del
“alga verde”. Se caracteriza por una cobertura verde que crece sobre las hojas y bloquea
la luz solar, causando la muerte de las ramas. De acuerdo con el Instituto Nacional de
Bosques (INAB 2018), la enfermedad es causada por un alga cuya especie ain no ha sido
determinada, por lo que es necesario identificar este y otros microorganismos que puedan

estar relacionados a la enfermedad para poder controlar su dispersion.

En conjunto con personal del Instituto Nacional de Bosques, se visitaron tres
plantaciones de pinabete a lo largo de un afo: la Finca Billeben (Guatemala), Finca Valle
Alto (Chimaltenango) y Finca Buena Vista (San Marcos). Se observé que las hojas méas
jovenes no son infestadas por la cobertura de algas durante los primeros cinco meses, y
que la infestacion inicia en la parte inferior de las ramas. Se colectaron hojas que
mostraran signos de la enfermedad y se identificaron las algas y hongos presentes en las
muestras por medio de microscopia y cultivo in vitro. No fue posible establecer cultivos

puros de las algas debido a la contaminacion causada por hongos presentes en las hojas.

En las muestras de las tres localidades se encontraron cuatro algas: dos filamentosas
del género Klebsormidium, una unicelular de la clase Trebouxiophyceae y una sarcinoide
del género Desmococcus, esta Ultima se encontrd en las tres localidades. Se encontraron
10 hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium (3 especies), Mucor (2),
Trichoderma (3) y Ulocladium sp. (1). Estos hongos son conocidos fitopatdgenos,
saprofitos y benéficos, y se almacenaron en un cepario que esta disponible para futuras

investigaciones.



Se concluyé que la cobertura de algas en las hojas del pinabete es una biopelicula
conformada por varias algas y hongos que pueden variar de acuerdo a la localidad. Se
emitieron recomendaciones para la prevencién y el manejo de la enfermedad en las
plantaciones, tales como el control de sombra, la desinfeccién de herramientas y la
implementacion de un método de monitoreo semicuantitativo. También se sugieren
posibles tratamientos como la aplicacion de pesticidas quimicos y bioldgicos que deben

ser evaluados por medio de ensayos de campo.



ABSTRACT

In the past few years, a new disease has been reported affecting Guatemalan Fir
(Abies guatemalensis Rehder) plantations, known as the “Green Algae” disease. It is
characterized by a green cover that grows over leaves and blocks sunlight, leading to the
death of the branch. According to the National Forestry Institute (INAB, 2018), the
disease is caused by an alga that hasn’t been identified. It is necessary to identify this
algae and other microorganisms that may be related to the disease in order to emit

recommendations for disease management.

Along with personal from the National Forestry Institute, three fir plantations were
visited throughout a year: Finca Billeben (Guatemala), Finca Valle Alto (Chimaltenango)
y Finca Buena Vista (San Marcos). It was found that younger leaves do not show signs of
infestation by the algae cover for the first five months, and that it starts in the underside of
the branches. Leaves that showed signs of the disease were collected and the algae and
fungi present in the samples were identified using microscopy and in vitro culture. It was
not possible to establish pure algae cultures due to persistent contamination caused by

fungi present in the leaves.

Four algae were found in the samples of the three locations: two filamentous of the
Klebsormidium genus, one unicellular of the Trebouxiophyceae class and one sarcinoid of
the Desmococcus genus, this last one was found in all three locations. Ten fungi were
isolated that belong to five genera: Aspergillus, Fusarium (3 species), Mucor (2),
Trichoderma (3) and Ulocladium sp. (1). These organisms are known plant pathogens,
saprophytes and beneficial fungi, and were stored in a ceparium for future research

projects.

Xi



It was concluded that the algae cover on Guatemalan Fir leaves is a biofilm
comprised of several algae and fungi that can vary between locations. Recommendations
were given in order to prevent and manage the disease in plantations, such as shadow
control, tool disinfection and the implementing of a semi quantitative method for
monitoring the disease. Possible treatments are also suggested, such as the application of
chemical and biological pesticides that must be evaluated through field trials.

Xii



I. INTRODUCCION

El pinabete (Abies guatemalensis Rehder) es una especie de conifera endémica de
los bosques frios de alta montafia en México, Guatemala, El Salvador y Honduras.
Debido a sus requerimientos climéticos e historia evolutiva, sus poblaciones se han visto
fragmentadas y reducidas a las cimas de las montafias. La influencia humana constituye
una presion adicional a la especie, el sobrepastoreo, avance de la frontera agricola y la
extraccion de pinabete con fines ornamentales provocan la perdida de habitat y la falta de
regeneracion natural (Aguirre-Planter et al. 2000; Strandby et al. 2006).

En 1998 se establecio la Estrategia Nacional para la Conservacion de Pinabete,
con el objetivo de fomentar el comercio legal de la especie por medio del cultivo en
plantaciones para satisfacer la demanda de arboles durante la época navidefia (CONAP,
2010). En 2006 se reportaba que el cultivo de pinabete estaba reservado para grandes
terratenientes con capacidad de realizar una alta inversion (Strandby et al. 2006). En la
actualidad, tanto los grandes como los pequefios poseedores de tierra tienen acceso al
establecimiento de plantaciones; incluso algunos productores agricolas han reemplazado

el cultivo de plantas anuales por el aprovechamiento forestal de pinabete (Castillo, 2016).

Sin embargo, el crecimiento lento del pinabete y el bajo porcentaje de germinacién
de la semilla puede dificultar su cultivo y desmotivar a los productores. Las semillas se
producen cada dos afios y tienen un porcentaje de germinacion del 15%; ademas, se
requiere de dos afios para trasladar las plantas al exterior y de cinco a siete afios
adicionales para iniciar la venta de arboles (INAB, 2017; Strandby et al. 2008). Las
plagas también afectan la productividad de las plantaciones y provocan pérdidas a los
productores, ya que los arboles pierden su vigor y atractivo estético, reduciendo su valor

en el mercado. El manejo fitosanitario de las plantaciones es una de las principales
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deficiencias en las plantaciones del altiplano occidental, y es esencial fortalecerlo si se
desea asegurar la calidad de los arboles y la sostenibilidad del cultivo de pinabete
(Reynoso, 2008).

Recientemente, el Instituto Nacional de Bosques ha reportado la presencia de una
plaga que esta afectando considerablemente las plantaciones en varios departamentos del
pais: la enfermedad del alga verde del pinabete. Esta enfermedad se caracteriza por la
presencia de una cobertura verde que crece sobre las ramas y hojas del pinabete,
formando una capa densa que bloquea la luz solar y reduce la productividad del arbol
(INAB, 2018). Sin embargo, aun no se conoce la clasificacion taxonomica del “alga
verde”, lo que es necesario para conocer su ciclo de vida y determinar posibles métodos
de control. Aunque no hay informacion detallada acerca de esta enfermedad, existen
abundantes estudios describiendo fendmenos similares en bosques de Europa, Asia y
Sudamérica, en los cuales también se mencionan hongos que viven en simbiosis con las
algas (Lemes-Da Silva et al. 2010; Lin et al. 2012; Poggio, 2002).

Es por esto que el objetivo del presente estudio fue la identificacion de las
especies de algas y hongos presentes en hojas infestadas con la enfermedad del “alga

verde” en plantaciones de pinabete.



II. ANTECEDENTES

A. Pinabete (Abies guatemalensis Rehder)
1. Descripcion

El pinabete, Abies guatemalensis Rehder, es una especie de conifera de la Familia
Pinaceae. Es un arbol de hasta 45 m de alto y tronco de 1 m de didmetro, con copa
piramidal ramas primarias oscuras de color café grisaceo dispuestas casi horizontalmente
y ramas secundarias café rojizo. Con hojas lineares de 1-4.5 cm de largo y 0.1-0.2 cm de
ancho, apice emarginado, color verde claro u oscuro en el haz y grisaceo en el envés con
nervadura elevada, margen recurvado y estomas conspicuos en el envés; con dos canales
resiniferos subepidérmicos. Conos femeninos de 8.5-11.5 cm de largo y 4.5-5 cm de
didmetro, de color parpura y con forma cilindrica, bracteas cuneadas-obovadas de la
mitad o misma longitud que las escamas ovuliferas (Ver Figura 1). Semilla cuneadas-
obovoide de 0.8-1 cm de longitud de color café con ala de 1-1.5 cm de largo y 0.1 cm de
ancho (Parker 2008; Standley y Steyenmark 1958).

FIGURA 1. Ramas (izquierda) y conos femeninos (derecha) de Abies guatemalensis
Rehder.

(INAB 2017)



2. Distribucion

Durante las glaciaciones del Pleistoceno (2.5 millones de afios — 10,000 a.C.), las
poblaciones de coniferas que habitaban en latitudes altas se extendieron hacia los
trépicos, formando poblaciones continuas a lo largo de las montafias de Mesoamérica. En
los periodos interglaciares, cuando la temperatura global aumentd, estas poblaciones
ascendieron en altitud formando poblaciones aisladas en las montafias. Estos periodos de
expansion y contraccion de las poblaciones han influido en la divergencia de las
poblaciones de A. hickelii, A. religiosa y A. guatemalensis. El calentamiento del
Holoceno ha aumentado la aridez en Latinoamérica durante los ultimos 9,000 afios, lo que
ha provocado que los bosques montanos tengan que ascender en altitud, contribuyendo a
la fragmentacion de las poblaciones de pinabete (Aguirre-Planter et al. 2000; Jaramillo-
Correa et al. 2008).

El pinabete se encuentra en el sur de Meéxico, Guatemala, EI Salvador y Honduras,
a una altitud entre 2,400 y 3,500 msnm. En Guatemala se encuentra en diez
departamentos: Jalapa, Chiquimula, Zacapa, Chimaltenango, Solola, Totonicapan,
Quetzaltenango, San Marcos, Huehuetenango y Quiché. Se distribuye generalmente en
bosques mixtos junto con otras coniferas como ciprés (Cupressus lusitanica), aliso (Alnus
acuminata) y varias especies de pino (Pinus ayacahuite, P. hartwegii, P.
montezumae y P. pseudostrobus) (INAB 2017; Reynoso 2008).

3. Ecologia

El pinabete es una especie indicadora de Bosque muy hdmedo Montano
Subtropical, de acuerdo a la clasificacién de zonas de vida de Holdridge (De La Cruz,
1976). La fenologia de la especie puede variar de acuerdo a la region geografica, ya que
se ve afectada por la altitud, humedad y disponibilidad de luz y nutrientes. La especie es
perennifolia, por lo que posee hojas durante todo el afio; en abril y mayo se producen
nuevos brotes por la mayor disponibilidad de agua en la temporada lluviosa. La
produccién de conos ocurre cada dos afios, esta inicia en octubre y termina entre

diciembre y enero con la maduracion de los mismos. Después, los conos caen y las



semillas permanecen en el suelo hasta el inicio de la temporada lluviosa del préximo afio,
cuando ocurre la germinacion y crecimiento de las plantulas (Martinez-Arévalo 2016;
Reynoso 2008).

Las plantulas dependen de otras especies de arbustos que actlan como plantas
nodrizas para la proteccion contra heladas, que suele ser la principal causa de muerte de
los &rboles jovenes; algunas de estas especies son el madron (Arbutus xalapensis), la
salvia (Buddleja sp.) y el arrayan (Myrica serifera) (Martinez-Arévalo 2016). El pinabete
también puede formar relaciones simbidticas con micorrizas en bosques maduros, estas
facilitan el crecimiento de los arboles ya que el hongo provee agua y nutrientes a cambio
de los azUcares que se producen en la fotosintesis (INAB 2017; Reynoso 2008).

4. Amenazas del pinabete y estado de conservacion
a. Pérdida de habitat

La pérdida de habitat es una de las grandes amenazas del pinabete; en los ultimos
70 afios se ha perdido el 95% del bosque natural de pinabete, reduciéndose de 500 mil
hectareas a 27 mil (INAB 2017). Las principales causas son el cambio climatico, los
incendios forestales y el cambio de uso de suelo, principalmente para cultivo de maiz y
hortalizas. Los efectos del cambio climatico afectan a las poblaciones de pinabete debido
a su distribucion en los ecosistemas de alta montafia. El aumento de temperatura global ha
forzado a la elevacién en altitud de las especies, lo que puede aumentar la fragmentacion,
reduccion en las poblaciones o incluso la extincion de las mismas. Las poblaciones de
pinabete en el limite superior de la distribucion (3,500 msnm) se encuentran mas
amenazadas por el cambio climatico, mientras que las del limite inferior (2,400 msnm)
por la expansion de la frontera agricola y la fragmentacion de bosque (INAB 2017
Kollman 2008; Strandby et al. 2008).

b. Falta de regeneracién

El pinabete tiene un crecimiento lento y las semillas, que se producen cada dos

afios, tienen un porcentaje de germinacion menor al 15% (Strandby et al. 2008). Ademas,
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la especie requiere de la formacion de microhabitats por parte de plantas nodrizas para la
germinacion de la semilla y el crecimiento de la planta. Esto provoca que la pérdida de
bosque no pueda ser compensada por la regeneracién natural, la cual también se ve
afectada por actividades humanas como el sobrepastoreo, que reduce la acumulacion de
plantulas en el suelo del bosque (Strandby et al. 2008).

Para promover la regeneracion natural de bosque de pinabete se han
implementado programas de restauracion ecoldgica, sin embargo, estos requieren del uso
de semilla local para su implementacion exitosa (Martinez-Arévalo 2016). De acuerdo
con una prueba de procedencia realizada en Guatemala, la germinacion de la semilla varia
segun el lugar de origen de la misma. Se determiné que las poblaciones en los limites de
la distribucion altitudinal (2,600 y 3,500 msnm) producen semillas con un menor
porcentaje de germinacion y plantulas con una menor altura. Ademas, dos poblaciones
estudiadas de Quetzaltenango (ElI Edén Palestina y Sibilia La Laguna) mostraron un
mayor porcentaje de germinacion y un mayor crecimiento durante los primeros meses

respecto al resto (Strandby et al. 2009).

c. Extraccion de ramillas y arboles

El pinabete se extrae tradicionalmente para la obtencion de carbon, lefia y madera,
y como decoracion en ceremonias Y festividades. El olor es caracteristico de la especie y
es uno de los principales atractivos que tiene para su uso ornamental. Actualmente, el
principal causante de la extraccion de pinabete es la venta de arboles de navidad y
adornos elaborados con ramillas. La extraccion de ramillas provoca que no haya
suficiente produccion de conos y semillas; ademas, se debilita al arbol haciéndolo mas
susceptible a plagas y enfermedades (INAB 2017; Kollman 2008; Strandby et al. 2008).
Se estima que cada afio se extraen miles de ramillas de pinabete de los bosques en el
altiplano occidental. En el afio 2017, en una sola incautacion en San Marcos, se
decomisaron 390 mil ramillas de pinabete valuadas en mas de dos millones de quetzales,
siendo la incautacion mas grande hasta la fecha (Barrera 2017). En el 2019 se incautaron
alrededor de 23 mil ramillas, con un valor de 122 mil quetzales, en los departamentos de

Quetzaltenango y Totonicapan (Longo 2019).
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d. Estado de conservacion

Las amenazas del pinabete han provocado la fragmentacién y reduccién de sus
poblaciones. De acuerdo con el INAB (2017), en los Gltimos 70 afios se ha perdido el
95% de bosque de pinabete, y en la actualidad restan aproximadamente 25 mil hectéareas.
La especie se encuentra en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la IUCN. También
se encuentra en Categoria 1 en peligro de extincion del indice de CONAP, y en el
Apéndice | de la Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas
de Flora y Fauna Silvestres (CITES), por lo que se prohibe el comercio internacional del
pinabete desde 1979. La tala de arboles de pinabete en bosque natural esta prohibida bajo
cualquier proposito. El articulo 4-89 de la Ley de Areas Protegidas establece condenas de
prision de 5 a 10 afios y una multa de Q10 mil a Q20 mil por extraccion y transporte
ilegal de pinabete. El articulo 101-96 de la Ley Forestal, contempla multas de hasta Q50
mil con prision de 1 a 5 afos por delitos asociados (INAB y IARNA-URL 2012).

En 1998 se establecio la Estrategia Nacional para la Conservacion de Pinabete,
donde se autoriza el aprovechamiento de pinabete a través de plantaciones voluntarias.
Desde entonces, el cultivo de pinabete es autorizado por el CONAP y el INAB, las
entidades responsables de regular la venta de arboles por medio de la colocacién de un
marchamo que garantiza la procedencia legal de los mismos. En 2009 se aprobo la
actualizacion que comprende los afios 2008-2017 para la validacion y diagnostico de las
lineas de accion de la estrategia. Algunas de lineas de accion que propone son la
coordinacion de las instituciones involucradas en la educacion y promocion de la especie,

y la generacion de informacion para apoyar la conservacion del pinabete. (CONAP 2010).

B. Plantaciones de pinabete
1. Plantaciones en Guatemala

El establecimiento de areas protegidas no ha resultado como una alternativa
efectiva para reducir la extraccion ilegal de pinabete. En cambio, el aprovechamiento
sostenible a través de plantaciones autorizadas promueve el comercio legal y plantea una

solucidn para la extraccion, ya que se satisface la demanda de arboles y ramillas durante
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la época navidefia y se reduce la presion sobre las poblaciones naturales. El pinabete es
una de las cinco especies amenazadas del pais que son aprovechadas a través de
plantaciones autorizadas, y es priorizado por el INAB para el programa de incentivos
forestales.

El cultivo de pinabete suele estar acompafiado por cultivos anuales como al maiz,
lo que les permite a los agricultores generar ganancias durante los primeros ocho a diez
afios de crecimiento donde no se aprovecha el pinabete. Aunque las primeras plantaciones
se establecieron en los afios 90, la mayoria de ellas han iniciado en los Gltimos diez afios,
por lo que aun estan empezando a recibir ganancias por el cultivo de pinabete (CONAP
2010; Strandby et al. 2008).

En 1999 se reportaban 49 plantaciones abarcando 167 hectareas en cuatro
departamentos, en la actualidad existen 757 plantaciones de pinabete que cubren 323
hectareas en diez departamentos: Jalapa, Guatemala, Sacatepéquez, Chimaltenango,
Solola, Totonicapan, Quetzaltenango, San Marcos, Huehuetenango y Quiché. Se han
establecido plantaciones por medio de incentivos forestales en casi todos los
departamentos donde se cultiva pinabete, la mayoria de las cuales se encuentran en
Huehuetenango (67 ha), Chimaltenango (29 ha) y Quetzaltenango (18 ha) (INAB 2017).
Se han establecido plantaciones en departamentos que estan fuera de la distribucion
natural de pinabete, como Guatemala (Figura 2), Sacatepéquez y Chimaltenango; en este
altimo se establecieron las primeras plantaciones de la especie (INAB 2017; INAB 2018;
Strandby et al. 2008).



FIGURA 2. Plantacion de pinabete en San José Pinula, Guatemala.
Foto tomada por Andrés Villalobos

2. Rodales semilleros

El cultivo de pinabete requiere de tiempo y una alta inversion debido al costo
elevado de la semilla y el bajo porcentaje de germinacion, ademas se requieren de 2 afios
para trasladar las plantulas al exterior y alrededor de 5 a 7 afios para la cosecha de arboles
(INAB 2017). Ademas, las semillas que se colectan de poblaciones lejanas al sitio de
germinacion muestran una menor viabilidad, lo que sugiere que el desarrollo de la semilla
depende de las condiciones ambientales (Strandby et al. 2008). Esto implica que el
desempefio de las plantaciones depende en gran manera del lugar de procedencia de la

semilla, que por lo general se obtiene de rodales semilleros.

Los rodales semilleros son unidades de bosque natural o plantado que se
establecen con el objetivo de obtener una fuente de produccién de semilla confiable con
base en caracteristicas deseables de crecimiento, forma y sanidad. En el Registro
Nacional Forestal se encuentran inscritos seis rodales semilleros que se encargan del
abastecimiento de semillas para las plantaciones y viveros forestales, de los cuales cinco

se encuentran en Quetzaltenango y uno en Huehuetenango. La recoleccion de semilla de
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fuentes no autorizadas es bastante comun; sin embargo, esta practica no garantiza la

obtencion de germoplasma de calidad. (INAB 2017).

Otras especies de Abies también se aprovechan como &rboles de navidad en
Estados Unidos y Europa. Las fuentes semilleras de estas especies han sido ampliamente
estudiadas; se ha evaluado la diversidad genética de las poblaciones, las condiciones
Optimas para la germinacién de la semilla y la resistencia a plagas. Incluso se ha
demostrado que la diversidad genética y el origen de la semilla tienen un efecto sobre la
susceptibilidad al hongo Phytophthora sp. y el pulgén M. abietinus, plagas que ya han
sido reportadas para las plantaciones de Guatemala. (DeHayes 1980; Frampton et al.
2013; INAB 2018; Reynoso 2008).

C. Plagas y enfermedades del pinabete

1. Plagas
a. Taltuzas

En algunas plantaciones de pinabete se han reportado pérdidas a causa de taltuzas,
una plaga que afecta una gran variedad de cultivos. Estos roedores habitan tuneles
paralelos a la superficie de la tierra, tienen cuerpo robusto y encorvado adaptado para
desplazarse en ambientes subterrdneos y pueden alcanzar un tamafio de hasta 10
pulgadas. Las taltuzas cavan tlineles dentro de las plantaciones y se alimentan de las
raices del pinabete, provocando el debilitamiento y la muerte de los arboles, en especial
en individuos jovenes. Las principales formas de control incluyen la colocacion de cebos
a base de maiz o papa mezclados con productos téxicos y el uso de trampas de metal en
las entradas de los tineles (INAB 2018; Reynoso 2008).

b. Gallina ciega

Las larvas de la gallina ciega (Phyllophaga sp.) suelen alimentarse de las raices de
hierbas, sin embargo, cuando estas son escasas puede alimentarse de las raices del

pinabete. A principios de la temporada lluviosa, los ronrones de mayo adultos emergen
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del suelo, se alimentan de plantas de hoja ancha en las cercanias de la plantacion y

regresan para colocar los huevos en el suelo.

Esta plaga suele ser un problema en plantaciones recién establecidas o con menos
de tres afios, y es mads comin encontrarla en terrenos que se utilizaban antes para
actividades agricolas. Se recomienda monitorear la presencia de la plaga previo a
establecer la plantacion, en caso que esta se encuentra se debe aplicar un tratamiento
preventivo a las raices, sumergiendo las plantas en un insecticida preventivo previo al
traslado de las plantas al campo. Si la plaga se encuentra cuando ya esté establecida la
plantacion, se recomienda aplicar al suelo un insecticida granulado, asi como un
fertilizante con alto contenido de potasio y fosforo y bajo contenido de nitrogeno para
estimular el crecimiento de las raices de las plantas afectadas (INAB 2018; Reynoso
2008).

c. Pulgon de la raiz del pinabete

Esta plaga es poco comdn de encontrar, sin embargo, puede ocasionar dafios
significativos en las plantaciones. El pulgén del género Prociphilus se alimenta de la
savia que succiona de la raiz del pinabete, y puede infectar al arbol con patégenos
contenidos en la saliva. Se observa como un cambio en la coloracion de la copa de verde
a amarillo-marron de forma descendente, y puede causar la muerte en unas pocas
semanas. Los pulgones viven en colonias adheridas a las raices, y los adultos emergen del
suelo para iniciar nuevas colonias en otros arboles. Se conoce poco acerca de esta plaga
en Guatemala, aunque se ha estudiado en otros paises donde se reporta como una plaga en
plantaciones de abetos con fines navidefios. Para el manejo del pulgén se recomienda la

aplicacion de insecticidas sistémicos en el suelo (INAB 2018).

d. Pulgédn del pinabete

Existen dos especies de pulgones que afectan al pinabete: Mindarus guatemalensis
y M. abietinus, siendo las principales plagas que afectan las plantaciones. Los pulgones se

agrupan en colonias que se establecen en brotes y ramas tiernas, alimentandose de la
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savia de las hojas y provocando enrollamiento y deformacion de las mismas. Estos
colocan huevos que eclosionan en abril y mayo, son de color negro y dificiles de ver a
simple vista. Las ninfas son de color blanco amarillento cubiertas de lana blanquecina y
cera, maduran rapidamente y se alimentan de hojas nuevas. Estas se convierten en
pulgones alados aproximadamente desde finales de junio hasta mediados de julio, y
colocan huevos en la base de las hojas nuevas para completar su ciclo de vida (INAB
2017; INAB 2018; Reynoso 2008).

Los pulgones tienen depredadores naturales como mariquitas (Coccinellidae) y
crisopas (Chrysophidae), y se ha reportado que las lluvias intensas pueden reducir la
poblacion de la plaga. EI manejo de esta plaga consiste principalmente en el monitoreo y
el uso de pesticidas. Para realizar el monitoreo, poco antes del inicio de la época lluviosa,
se seleccionan aleatoriamente de 10 a 15 arboles por hectarea y se golpean las ramas
externas de la copa sobre un pafio negro. Si se encuentran por lo menos 2 pulgones por
arbol, se recomienda la aplicacion de un insecticida sistémico. Cuando la plaga se
encuentra en una alta incidencia no es recomendable la aplicacién de insecticidas de
contacto porque disminuyen las poblaciones de depredadores naturales; tampoco de
fertilizantes altos en nitrégeno ya que favorecen el crecimiento de las colonias de
pulgones (INAB 2017; INAB 2018; Reynoso 2008).

2. Enfermedades
a. Fumagina

Esta enfermedad inicia con la infestacion de pulgones (Mindarus abietinus y M.
guatemalensis), que se alimentan de la savia de la planta y excretan una sustancia con
azucares de la cual se alimenta el hongo Capnodium sp. Las esporas del hongo son
transportadas por el viento y se depositan sobre las excreciones, formando una capa
oscura con aspecto de costra. El crecimiento del hongo sobre las hojas impide el
desarrollo normal de las funciones de respiracion y fotosintesis de las hojas, produciendo
un debilitamiento general de la planta. La principal medida de manejo es la aplicacién de

insecticidas para combatir el ataque de los pulgones, asi como la aplicacion de fungicidas
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a base de oxicloruro de cobre; para reducir la infestacion con fines estéticos, incluso se

recomienda lavar el follaje con agua a presion (INAB 2017; INAB 2018).

b. Pudricién de la raiz

La pudricién de la raiz es causada por un hongo del género Phytophthora que
crece en las raices del pinabete, aunque también puede encontrarse en tallos. El hongo
ocasiona pudricion severa de las raices del pinabete, y los sintomas incluyen la
decoloracion de las hojas de verde a amarillo marron y muerte de las ramas en la base del
arbol, lo que puede ocasionar retardo en el crecimiento e incluso la muerte de los arboles.
Este hongo crece en terrenos inundables con mal drenaje o textura muy arcillosa, y puede
originarse en vivero y trasladarse al campo cuando se trasplantan los arboles. Cuando
ocurre un brote se recomienda arrancar las plantas y quemarlas fuera de la plantacion,
aplicar cal al suelo y resembrar en la siguiente temporada. Se debe tener cuidado de
retirar todos los restos de plantas enfermas ya que las esporas del hongo pueden
permanecer en el suelo por mas de un afio y reiniciar la infeccion en la temporada lluviosa
(INAB 2017; INAB 2018).

¢. Podredumbre blanca

Esta enfermedad es causada por el hongo Armillaria sp., que afecta los tejidos
conductivos del arbol (xilema y floema), cortando el suministro de agua y nutrientes al
arbol y provocando la muerte. Se identifica por la presencia de hojas amarillentas
(cloroticas) y la defoliacion del arbol, al realizar un corte transversal en la base o las
raices del arbol se pueden encontrar masas blanquecinas dentro de los tejidos de
conduccion. EI hongo puede aparecer en terrenos que no han sido preparados para el
cultivo, donde se encuentran tocones viejos que constituyen los focos primarios de la
infeccién. En arboles adultos puede ocasionar la muerte en algunos meses, mientras que
en arboles jovenes ocurre en menor tiempo. Las medidas de manejo incluyen remover los
arboles infectados, realizar una zanja de 30 centimetros de profundidad alrededor del

brote para cortar las raices y aplicar cal al suelo (INAB 2018).
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d. Tizon interno de la hoja

Esta enfermedad es ocasionada por un complejo de hongos de los géneros
Alternaria, Cladosporium y Pestalotia, que causan la decoloracién y defoliacién de las
ramas internas del pinabete. En casos extremos puede afectar también las ramas externas,
provocando una defoliacion severa que causa el debilitamiento general del arbol e incluso
la muerte. La enfermedad suele afectar arboles a los que se les ha aplicado la poda de
formacion y tienen la copa cerrada con poca ventilacién e iluminacién, ya que las
condiciones de humedad pueden favorecer el crecimiento de hongos. Las medidas de
manejo de la enfermedad incluyen la desinfeccién de herramientas, el manejo de drenajes
para evitar inundaciones y la aplicacion de fungicidas sistémicos o de contacto como
Captan o Clorotalonil de manera quincenal hasta que se reduzca la infeccion (INAB
2017; INAB 2018).

e. Enfermedad del alga verde

Esta enfermedad estd causada por un alga verde que aun no ha sido identificada.
La infeccion inicia en la parte interior de la copa y se extiende hacia fuera, lo que sugiere
que la sombra y la humedad favorecen el desarrollo del alga. Cuando esta se extiende a
las hojas, se reduce la actividad fotosintética y conforme el dafio avanza, las hojas mueren
y caen. Las recomendaciones para su prevencion incluyen el manejo de la sombra y evitar
plantar arboles donde haya estancamiento de agua. El Unico tratamiento recomendado
hasta el momento que ha dado buenos resultados en campo es la aplicacion de un
fungicida a base de sulfato de cobre (INAB 2018).

D. Algas terrestres
1. Diversidad

Las algas conforman un amplio grupo de organismos que llevan a cabo
fotosintesis oxigénica, compuesto por varios linajes evolutivos de distinto origen, tanto
procariotas como eucariotas (Cavalier-Smith 2016). En este grupo suelen clasificarse a las

cianobacterias (Cyanobacteria), algas verdes o clorofitas (Chlorophyta, Charophyta),
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algas rojas (Rhodophyta), glaucofitas (Glaucophyta) algas verde-amarillas, pardas,
doradas, crisofitas y diatomeas (Heterokontophyta); aunque los filos que se incluyen
pueden variar de acuerdo a la clasificacién que se utilice. EI nimero de especies de algas
descritas es alrededor de 40,000, aunque algunas estimaciones del numero total de
especies pueden ascender hasta 8 millones (Guiry 2012). La base de datos AlgaeBase
contiene 157,000 registros de especies de algas, incluyendo especies de euglenas,
dinoflagelados y coanoflagelados (AlgaeBase 2019).

Los ecosistemas marinos y de agua dulce suelen ser el habitat principal de las
algas, que tienen tamafios variables que van desde unos pocos micrometros en algas
unicelulares hasta varios metros en algas marinas, aunque la mayoria son microscopicas
(microalgas). Algunos linajes de algas desarrollaron mecanismos para tolerar la
desecacion, alta intensidad de luz ultravioleta y los cambios abruptos de temperatura, lo
que les permitio crecer en la tierra. Se estima que alrededor de 800 especies de algas se
encuentran en habitats terrestres, la mayoria de las cuales son cianobacterias o algas
clorofitas. Existe poca informacion disponible acerca de la diversidad de microalgas
terrestres, en especial para los tropicos, ya que la mayor parte de estudios se han llevado a
cabo en regiones templadas. Las condiciones climaticas mas estables y la amplia
diversidad bioldgica en los trépicos sugiere una diversidad de microalgas mucho mayor
de la que ha sido inventariada en estas regiones (Freystein y Reisser 2010; Lopez-Bautista
et al. 2007).

2. Taxonomia y sistematica

Existen cuatro grupos de algas que han podido colonizar ecosistemas terrestres:
Cyanobacteria, Heterokontophyta, Chlorophyta y Streptophyta; de los cuales
Cyanobacteria es procariota y el resto son eucariotas. En Cyanobacteria se agrupan una
gran variedad de algas procariotas en una sola clase: Cyanophyceae. Estas pueden tener
morfologia unicelular o filametntosa, y los géneros mas comunes son Microcystis,
Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria y Spirulina (Hodkinson et al. 2011; Leliaert et
al. 2011).
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En el filo Heterokontophyta se encuentran dos clases con habitats terrestres:
Bacillariophyceae (diatomeas) y Xanthophyceae (algas verde-amarillas). Los principales
eucariotas fotosintéticos se agrupan en Chloroplastidia, que se divide en dos grandes
grupos que divergieron hace aproximadamente mil millones de afios: Chlorophyta y
Streptohyta (ver Figura 3). A su vez, Chlorophyta se divide en tres clases principales:
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae y Ulvophyceae; dentro de este clado también se
encuentra Prasinophytes, aunque este es un grupo polifilético y las relaciones
filogenéticas dentro de este aln no han sido resueltas (Hodkinson et al. 2011; Leliaert et
al. 2011).

La mayor cantidad de especies de algas terrestres del filo Chlorophyta se
clasifican en Trebouxiophyceae, que incluye a varios géneros ampliamente distribuidos
como Chlorella, Myrmecia, Prasiola, Stichococcus y Trebouxia, el género de algas mas
comun presente en liquenes terrestres (Wehr y Sheath 2015). En Chlorophyceae se
encuentran principalmente algas de agua dulce, aunque también otros géneros de algas
terrestres como Bracteacoccus y Chlorococcum; y en Ulvophyceae se encuentran algas
verdes marinas, con dos Ordenes terrestres: Trentepohliales y Cladophorales (Hodkinson
et al. 2011).
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FIGURA 3. Filogenia de Chlorophyta y Streptophyta.

(Leliaert et al. 2011)

En Streptophyta se agrupan las plantas superiores (Embryophyta) y seis clases de
algas: Charophyceae, Chlorokybophyceae, Coleochaetophyceae, Klebsormidiophyceae,
Mesostigmatophyceae, Zygnemophyceae; de las cuales todas pueden encontrarse en
habitats terrestres, a excepcion de Charophyceae (Hodkinson et al. 2011). Chlorokybus

atmophyticus Geitler es la Unica especie de la clase Chlorokybophyceae, de igual manera

gue Mesostigma viride Lauterborn es el inico miembro de Mesostigmatophyceae.

En Coleochaetophyceae se encuentran los géneros Chaetosphaeridium con seis

especies y Coleochaete con 20; en Klebsormidiophyceae también se encuentran dos:
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Entransia y Klebsormidium, siendo este Gltimo uno de los grupos mas ampliamente
distribuidos en habitats terrestres (Archibald et al. 2017; Hodkinson et al. 2011).

Zygnematophyceae es la clase con la mayor cantidad de especies e incluye dos
ordenes: Desmidiales y Zygnematales; Zygnematales incluye las familias Zygnemataceae
con mas de 800 especies y Mesotaeniaceae con 100 especies, aunque se ha demostrado
que estas familias no son monofiléticas. Desmidiales incluye contiene mas de 3,500
especies divididas en cuatro familias: Closteriaceae, Gonatozygaceae, Peniaceae Yy
Desmidiaceae (Archibald et al. 2017). Aln no se conoce con seguridad cual de estos
grupos estd mas emparentado con las plantas superiores. Por un tiempo se considerd a
Charophyceae como el grupo hermano de las plantas, aunque estudios recientes basados
en secuencias de ADN sugieren que Zygnematophyceae podria ser el mas relacionado
(Ver Figura 4) (De Vries y Archibald 2018).
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FIGURA 4. Diagrama con los principales grupos de algas eucariotas que cuentan con
especies terrestres y sus tipos de habitat.
(De Vries y Archibald 2018)
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La clasificacion taxonomica de algas se ha basado principalmente en
caracteristicas morfoldgicas, ya que no es posible aplicar la definicion biologica de
“especie”: un conjunto de organismos que pueden reproducirse entre si y tener
descendencia fértil. Esta definicién ha ido cambiando producto de los avances en analisis
genético. Se ha encontrado que algunas caracteristicas son convergentes (homoplasicas)
entre linajes diferentes de algas, lo que ha provocado rearreglos a niveles taxonémicos
altos, incluso a nivel de filo o clase. En algunos géneros como Chlorella, Chlorococcum,
Neochloris y Trebouxia se han incluido especies que pertenecen a diferentes clases, por lo
que se les considera a estos géneros polifiléticos. En los Gltimos afios, el analisis de
secuencias de ADN ha permitido confirmar las relaciones entre los principales grupos de

algas y clasificar nuevas especies (Guiry 2012).

3. Habitat y ecologia

La mayoria de especies de algas terrestres viven en el suelo, aunque algunas
pueden colonizar superficies por encima del suelo (subaéreas); estas obtienen agua y
nutrientes de la lluvia y el aire, por lo que dependen de microhabitats especificos que se
forman en una gran variedad de superficies. Las algas subaéreas pueden crecer sobre
rocas (epiliticas), plantas (epifitas), hongos (epimicoéticas) y animales (epizooicas);
incluso sobre estructuras o edificaciones de metal, cemento, o madera, donde forman
coberturas densas que provocan la degradacion de las superficies a largo plazo (Das y
Gupta 2015; Videv et al. 2017). Incluso se ha reportado el crecimiento de algas epifitas

sobre insectos no voladores en bosques tropicales (Hoffman 1989).

Algunas algas también pueden ser parasitos de plantas, como es el caso del género
Cephaleuros; mientras que otras solo utilizan la planta como soporte, como el género
Klebsormidium (Ver Figura 5). Las algas que crecen sobre la corteza se denominan
epifloicas, mientras que las que crecen sobre las hojas se les llama epifilicas (Brooks et
al. 2015).
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FIGURA 5. Cobertura algal de Klebsormidium crenulatum sobre la corteza de un arbol

en Inglaterra.
(Nichols 2014)

Algunos grupos de algas terrestres pueden formar simbiosis con otros organismos,
proveyendo productos de la fotosintesis a cambio de poder colonizar sitios donde no
podrian vivir por si solas. Las cianobacterias y clorofitas pueden vivir en mutualismo con
hongos basidiomicetos o ascomicetos para formar liquenes, que suelen ser los primeros
macroorganismos en una sucesion. Otras algas también pueden formar simbiosis con
vertebrados de manera muy especifica, como el alga Oophila amblystomatis, y la
salamandra Ambystoma maculatum. Esta alga crece sobre la capa exterior de los huevos
de la salamandra y después coloniza el interior de las células del embridn; también se
encuentran en los oviductos de los adultos y se transmiten a los huevos durante la puesta
(Kerney et al. 2011).

Algunos géneros pueden vivir bajo temperaturas extremas, como Cylindrocystis
que forma coberturas sobre rocas en el desierto, Chroococcus que crece cerca de aguas
termales, o Chlamydomonas que puede crecer sobre la nieve y el hielo, tolerando
temperaturas por debajo del punto de congelacion durante largos periodos. Las algas
también pueden tolerar condiciones de extremas de acidez, encontrandose Chaetophora
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en manantiales carsticos (resurgencias) o Euglena en rios acidos con valores de pH de 2 a
5 (Wehr y Sheath 2015).

4. Morfologia

Existen tres tipos de morfologia para las microalgas subaéreas: unicelular,
sarcinoide y filamentosa. La morfologia unicelular es la méas comun, y se encuentra
presente en varios géneros: Bracteacoccus, Chlorella, Chlorococcum, Muriella,
Myrmecia, Stichococcus, Tetracystis y Trebouxia. La morfologia sarcinoide o cocoide es
menos comun, presente en los géneros Apatococcus, Chlorokybus, Chlorosarcina,
Desmococcus y Prasiococcus. Los filamentos uniseriados se encuentran principalmente

en tres grupos: Rosenvingiella, Prasiola y Klebsormidium (Lopez-Bautista et al. 2007).

5. Métodos de identificacion

Debido a su reducido tamafio y tipo de habitat, algunas algas pueden confundirse
facilmente con hongos, liquenes o incluso musgos, por lo que se requiere de la
examinacion microscopica de las algas para su identificacion. La microscopia y el cultivo
in vitro son los principales métodos que se han utilizado para la identificacion de algas. A
partir de muestras de campo se aislan las algas en medio de cultivo y se observan los
cultivos bajo microscopio (Brooks et al. 2015; Kuhl y Lorenzen 1964). Se ha descubierto
que algunas caracteristicas morfoldgicas son convergentes (homoplasicas) entre los
diferentes grupos de algas, lo que puede resultar en la identificacion erronea de algunas
especies. Ademas, algunas caracteristicas de un alga pueden variar de acuerdo a factores
ambientales o condiciones de cultivo in vitro, y algunos géneros han sido descritos
Unicamente a partir de material cultivado en laboratorio. La homoplasia y plasticidad de
las caracteristicas morfoldgicas muestran que la morfologia no es suficiente para
determinar la especie de un alga; es por esto que, en la mayoria de casos, se requiere
llevar a cabo un andlisis genético para la identificacion del alga hasta el nivel de especie

de forma certera (Hodkinson et al. 2011).

Para realizar un analisis genético en la mayoria de casos es necesario el

aislamiento y cultivo del alga previamente, y una vez obtenido un cultivo puro, se
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procede a realizar un andlisis genético utilizando marcadores de ADN. Por medio de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es posible aislar y secuenciar regiones
marcadoras como ITS o 28S. Estas regiones se encuentran en el ADN nuclear; ITS
(Internal Transcribed Spacer) corresponde a la region espaciadora entre los genes de
ARN ribosomal de la subunidad grande (60S) y pequefia (40S) del ribosoma en
eucariotas, mientras que la regién 23S codifica para un componente de la subunidad
pequefa (30S) del ribosoma en procariotas (LOpez-Bautista et al. 2007; Hodac 2015).

Otros métodos mas recientes trabajan directamente con muestras de campo, sin
necesidad del cultivo de las algas, lo que hace posible la identificacién de organismos que
no son faciles de aislar y cultivar en laboratorio. Esto puede realizarse por medio de la
extraccion de ADN de una muestra ambiental, y la amplificacion y clonacion de
fragmentos generados por PCR (amplicones) e insertados en plasmidos. Estos plasmidos
son insertados en bacterias para su multiplicacion y luego extraidos y secuenciados, lo
que permite el analisis de mualtiples amplicones diferentes. Ademas de utilizar métodos de
analisis genético, conocer el habitat y la ecologia de las algas es esencial para su
identificacion, ya que hay géneros o especies que suelen encontrarse unicamente en

ciertos ecosistemas 0 ambientes (Hoffman 1989; Suutari et al. 2010).

6. Cultivo in vitro

Para la identificacion de algas se requiere trabajar con un cultivo puro, el cual
puede establecerse por medio del aislamiento de una sola especie de alga a partir de una
muestra colectada en campo, que puede contener hasta cientos de microorganismos
diferentes. Se debe trabajar en condiciones asépticas para prevenir la contaminacion por
hongos y bacterias, que suelen ser las principales fuentes de contaminacion en el cultivo

de algas.

El problema mas importante en el cultivo de algas es asegurar un adecuado
suplemento de carbono. Este se obtiene a partir del diéxido de carbono del aire o puede
suplementarse en el medio en forma de glucosa, aunque esta puede facilitar el crecimiento

de otros microorganismos. La contaminacién en cultivos de algas puede observarse
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afiadiendo peptona al 0.1% vy glucosa al 1%, lo que promueve més el crecimiento de
bacterias que el de algas. Esto puede solucionarse aireando el cultivo con una mezcla de
aire y dioxido de carbono, en una proporcion de 95:5 o de hasta 99:1, en cuyo caso no se
necesita suplementar glucosa (Hodac 2015; Kuhl y Lorenzen 1964).

Otros aspectos importantes para el cultivo de algas son la temperatura,
iluminacién y el suplemento de aire-CO> y nutrientes en el medio. Los cultivos deben
mantenerse a temperatura ambiente y con iluminacion artificial, puede utilizarse una
lampara fluorescente para la iluminacion del cultivo y este no debe estar expuesto a la luz
directa del sol. Se debe mantener el cultivo en constante agitacion para evitar la
sedimentacion del alga utilizando un motor de bombeo de aire. Se debe transferir el alga
en medio cada 6-8 semanas para suplementar los nutrientes necesarios, y se debe
visualizar el cultivo bajo un microscopio antes de la inoculacion en otros recipientes, para
evaluar las caracteristicas morfologicas del alga y asegurarse de transferir inicamente una
especie. Es necesario mantener la morfologia y fisiologia de los cultivos, los cuales
pueden ser afectados por la exposicion a radiacion ultravioleta (UV). Si se desea
mantener un cultivo de algas durante tiempo prolongado, se deben inocular en tubos de

cultivo con medio solidificado con agar al 1% (Kuhl y Lorenzen 1964).

E. Hongos fitopatogenos
1. Diversidad

Se han descrito mas de 144,000 especies de hongos, agrupadas en 886 familias
taxondmicas. En los Gltimos diez afios se han descrito 350 familias nuevas; cada afio se
describen alrededor de 2,000 especies y se estima que mas del 90% de las especies de
hongos aun no han sido estudiadas. Los hongos son un grupo altamente diverso en su
anatomia, bioquimica, genética, tipos de habitat y simbiosis; aunque los hongos
verdaderos (Reino Fungi) comparten la caracteristica de tener paredes celulares de
quitina, también se han agrupado junto a otros eucariotas que se reproducen por esporas y

carecen de clorofila. Se estima que los primeros hongos evolucionaron hace mil millones
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de afios, con la transicion a la tierra ocurriendo hace 700 millones de afios (Gaya et al.
2018; Thorn y Lynch 2007).

2. Taxonomia y sistematica

La teoria de Cavalier-Smith se describi6 en la década de los 90, donde propuso la
clasificacion de los hongos basandose en caracteristicas como el tipo de células moviles,
la composicién quimica de la pared celular, rutas biosintéticas de la lisina y secuencias de
ADN del ARN ribosomal 5S. Posteriormente, utilizando secuencias de ARN ribosomal
18S se encontrd que los verdaderos hongos forman un grupo monofilético, compuesto
por: Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota (Ver
Figura 6).

Los mohos mucilaginosos celulares (Acrasiomycota, Myxomycota) y los
oomicetos (Oomycota) no se consideran verdaderos hongos debido a diferencias en su
morfologia y ciclo de vida, y se encuentran dentro del linaje de las algas pardas y
diatomeas (Manoharachary et al. 2010; Thorn y Lynch 2007). De todos los filos antes
mencionados, en cuatro se encuentran organismos fitpatdgenos: Oomycota, Zygomycota,

Ascomycota y Basidiomycota.
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FIGURA 6. Filogenia de los principales grupos de Eukarya. En color rojo se muestran
los filos de hongos verdaderos (Fungi) y en morado se encuentran los pseudohongos.
(Thorn'y Lynch 2007).

a. Oomycota

Los oomicetos no son verdaderos hongos. Estos se reproducen sexualmente por
medio de oosporas, que se originan por la unién del oogonio y el anteridio. Su
reproduccion asexual se da por medio de esporas flageladas denominadas zoosporas;

estas se producen en esporangios que se encuentran sobre esporangi6foros. En este grupo

25



se encuentran los géneros Phytophthora, Phytium, Bremia, Plasmopara y Peronospora
(Manoharachary et al. 2010).

b. Zygomycota

Los zigomicetos producen esporas asexuales no méviles contenidas en cuerpos
fructiferos llamados esporangios, y se reproducen sexualmente por medio de meiosporas
Ilamadas zigosporas. En este grupo se incluyen los géneros Rhizopus, Pilobolus, Mucor y
Rhizomucor (Manoharachary et al. 2010).

c. Ascomycota

Los hongos superiores se agrupan en tres clases: Ascomycota, Basidiomycota y
Deuteromycota. El filo Ascomycota es uno de los grupos mas amplios de hongos,
incluyendo algunos champifiones, trufas, levaduras unicelulares (Saccharomyces, Pichia
y Candida). También se encuentran una gran variedad de hongos filamentosos saprofitos,
parasitos y simbiontes mutualistas como Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps,
Botrytis, Alternaria, Pestalotia, Phomopsis, Taphrina, Sclerotinia y Monilinia. Estos se
caracterizan por tener micelio septado, y se reproduccion sexuales se da a través de

ascosporas que se producen dentro de sacos Ilamados ascas 0 ascocarpos.

Los ascocarpos pueden encontrarse en forma libre o contenidas en cuerpos
fructiferos que, de acuerdo a su estructura, pueden ser apotecios, peritecios o
cleistotecios. Su reproduccién asexual es a través de conidios, que pueden estar solitarios
0 agrupados en conidiocarpos; muchas especies de ascomicetos se reproducen Unicamente
de forma asexual (especies anamorficas). Este es el filo mas amplio de hongos con mas de
90,000 especies descritas (Gaya et al. 2018; Manoharachary et al. 2010; Stewart y Globig
2011).

d. Basidiomycota

Los basidiomicetos se caracterizan por tener micelio septado, y se reproducen

sexualmente mediante la produccion de basidioporas, que son producidas en una
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estructura llamada basidio. Se han descrito alrededor de 30,000 especies de
basidiomicetos, incluyendo hongos patégenos de plantas y animales y descomponedores
de hojas y madera. En este grupo se incluyen la géneros fitopatdgenos como Claviceps,
Puccinia, Armillaria, Rhizoctonia, Moniliophthora, Ravenelia y Cynodon (Gaya et al.
2018).

En este grupo también se encuentran hongos formadores de ectomicorrizas, que se
asocian a las raices de las plantas para el intercambio de nutrientes. Esta asociacion suele
encontrarse mas seguido en ecosistemas templados, alpinos y borales; ya que en
ecosistemas tropicales hay una mayor presencia de micorrizas arbusculares
(endomicorrizas), formadas por hongos del filo Glomeromycota. Los basidiomicetos son
el segundo filo més grande de hongos, con mas de 50,000 especies (Gaya et al. 2018;
Manoharachary et al. 2010).

3. Identificacion

La identificacion de hongos se ha apoyado principalmente en la observacion
microscopica de los hifas, esporas o estructuras reproductivas. Las caracteristicas mas
utilizadas son el tamafo, forma, color, y estructura de las esporas; o la presencia de
septos, ramificaciones y pigmentacion de las hifas. Sin embargo, la morfologia puede no
ser suficiente la identificacion debido a la convergencia en caracteristicas morfologicas
entre linajes diferentes. Por ejemplo, la trufa negra (Tuber melanosporum) del filo
Ascomycota suele ser confundida con la falsa trufa (Melanogaster tuberiformis), del filo

Basidiomycota, debido a la similitud en la morfologia de sus estructuras reproductivas.

Esto ha provocado cambios en la taxonomia desde el nivel de especie hasta el
nivel de filo, y la clasificacién de una misma especie puede variar de acuerdo a los
autores. Para la identificacion correcta de hongos es necesaria la utilizacion de
caracteristicas morfoldgicas, informacion genética y tipo de habitat (Gaya et al. 2018;
Thorn'y Lynch 2007).
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Una de las técnicas mas utilizadas para la identificacion de hongos es el
barcoding, que consiste en el andlisis de secuencias de ADN que se comparten entre la
mayoria de grupos del reino Fungi. La region ITS es la mas utilizada para el barcoding en
hongos, la cual contiene dos subregiones: ITS1 e ITS2. Estas se encuentran a ambos lados
de la regién conservada de ARN ribosomal 5.8S, y pueden analizarse de forma
independiente o en conjunto. Por medio de secuenciacion de nueva generacion, es posible
identificar varias especies de hongos a partir de una muestra ambiental. Esto ha
contribuido a la ampliacion de la taxonomia de hongos y la redefinicion de las relaciones
evolutivas entre los principales grupos (Badotti et al. 2017; Thorn y Lynch 2007).

F. Biopeliculas de microorganismos
1. Definicion

Las biopeliculas son asociaciones entre diferentes tipos de microorganismos
autotrofos o heterétrofos, como algas, hongos, cianobacterias y bacterias, que se forman
sobre una superficie solida o liquida (Ver Figura 7) (Freystein y Reisser 2010). Estos
microorganismos que conforman las biopeliculas a menudo producen compuestos
quimicos que forman una matriz extracelular que les provee proteccion, y puede atraer la

colonizacion de otros microorganismos similares.

FIGURA 7. Diagrama de una biopelicula de algas sobre la corteza de un arbol; A =
algas, F = hongos, PM = particulas de suelo.

(Freystein y Reisser 2010)
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En ambientes bajo condiciones extremas, como desiertos o montafias nevadas, las
biopeliculas representan la mayor parte de biomasa en estos ecosistemas. Se ha
encontrado que la estructura de estas depende principalmente de factores abidticos, tales
como la disponibilidad de luz, la humedad ambiental y la presencia de nutrientes.
También puede afectar el material, la textura y el pH de la superficie donde se forma la

biopelicula (Stifterova y Neustupa 2015).

2. Biopeliculas en bosques de coniferas

En varios paises de Europa se ha reportado la incidencia de una cobertura de algas
que se forma sobre las hojas de Picea abies y algunas especies de Abies que también se
aprovechan como arboles de navidad. Este fendmeno se ha descrito en Escandinavia,
Alemania, Polonia, Suecia, Noruega, Dinamarca y el Reino Unido; y presenta un
problema para las plantaciones de arboles con fines ornamentales. La cobertura esta
conformada por varias algas pertenecientes a los géneros Protococcus, Apatococcus,
Desmococcus, Coccomyxa y un alga filamentosa que no fue identificada. Esta alga
filamentosa es un colonizador tardio que se encontr6 en los arboles de algunas
localidades. (Poggio 2002; Sochting 1997).

Algunas de las algas reportadas viven en simbiosis con hongos formando liquenes,
y en la cobertura también pueden encontrarse otros hongos y bacterias. La colonizacion
de las algas comienza en la parte inferior del tronco y continda de forma vertical hacia la
copa, luego avanza de forma horizontal desde las ramas viejas hacia las ramas mas
jovenes, y forma pequefias colonias en la superficie de las hojas (Ver Figura 8). El
crecimiento de las algas sobre las hojas reduce la disponibilidad de luz para fotosintesis,
reduciendo la productividad del arbol. Incluso pueden crecer cerca o dentro de los
estomas de la planta, afectando también el intercambio gaseoso (Poggio 2002; Sochting
1997; Sochting y Sutton 1997).

La colonizacion de las algas inicia al final del primer afio de una hoja nueva, a
finales de otofio, y continta por los proximos cuatro afios. Durante el siguiente afio las
algas se propagan y forman una cobertura gruesa en la superficie de las hojas de dos afios
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de edad. Las hojas de tres afios pueden estar cubiertas en el envés, y en esta etapa un
porcentaje de las algas en la cobertura han muerto. En 2002 se realizd en estudio
detallado acerca de la biomasa de esta cobertura de algas en Suecia, concluyendo que un
arbol de 20 afios de edad con 16 kilogramos de hojas puede contener 200 gramos de
algas. Segun esta medida, se estim6 que un rodal de 20 afios puede contener hasta 375
kilogramos de cobertura de algas por hectarea (Sochting 1997; Poggio 2002).

FIGURA 8. Biopelicula de algas epifilicas en hojas de Picea abies en Suecia
(Poggio 2002).

Se ha demostrado que la incidencia de estas algas en particular esta relacionada a
factores ambientales. A pesar de ser organismos fotosintéticos, las algas tienen un mayor
crecimiento bajo sombra debido a que la luz directa ocasiona una mayor desecacion. La
humedad ambiental también es un factor importante ya que estas obtienen agua por medio
de vapor de agua; y la deposicién de nitrégeno y amonio atmosférico promueven el
crecimiento de las algas. Sin embargo, no existe un solo factor ambiental que pueda
predecir adecuadamente la distribucion del alga, que también puede darse por causas

antropogénicas como la contaminacion del aire (Sochting 1997; Poggio 2002).
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Las algas que forman la biopelicula pueden ser parasitadas por el hongo
necrotrdfico Scolecotheca cornuta Sochting & B. Sutton; la infestacion del hongo es tan
extensa como la del alga, este ha sido reportado en Dinamarca, Polonia, Suecia y el Reino
Unido. El micelio infecta las células de las algas y causa necrosis, formando parches
grises en la cobertura que le da un aspecto manchado a las ramas. Al realizar un muestreo
de 2500 hojas se encontré que el 65% de estas estaban infectadas con el hongo, y se
encontro la presencia de otro hongo Capronia epiphylla ined. y los liquenes Fellhanera
subtilis (Vézda) Diederich & Sérus y Scoliciosporum curvatum Sérus (Sochting y Sutton
1997).

3. Biopeliculas en bosques de angiospermas

Se han realizado varios estudios caracterizando las biopeliculas de algas y hongos
en bosques de hoja ancha en Europa, Asia, Africa y América. Lin y colaboradores (2012)
evaluaron la diversidad de algas epifilicas en un bosque mixto de Chamaecyparis obtusa
y Eurya crenatifolia en Taiwan; se identificaron las algas por medio del cultivo in vitro y
la caracterizacion genética por PCR y secuenciacion de la region 23S. En total se
encontraron seis especies de clorofitas y una especie de cianobacteria; de las cuales
Klebsormidium flaccidum, Rosenvingiella radicans y Leptolyngbya presentaban
morfologia filamentosa, y Chloroidium saccharophilum, Ettlia pseudoalveolaris,

Prasiococcus calcarius y Trebouxia sp. presentaban morfologia unicelular o sarcinoide.

En otro estudio realizado en Brasil se caracterizaron las algas epifloicas de un
bosque semideciduo; se encontraron nueve especies de algas repartidas en tres clases:
Trebouxiophyceae (1), Charophyceae (1) y Ulvophyceae (7). Las especies mas comunes
fueron Desmococcus olivaceous, Printzina effusa, Klebsormidium flaccidum vy
Trentepohlia abietina, siendo esta Gltima la mas abundante en el bosque (Lemes-Da Silva
et al. 2010). Estas clases suelen encontrarse en habitats terrestres alrededor de todo el
mundo, sin estar restringidos a alguna region en especifico. Un estudio extenso en
Singapur encontrd 57 especies de algas en un bosque; se aislaron las algas y se cultivaron
in vitro para su examinacion microscopica, y se utilizd un analisis de escalamiento no-

métrico multi dimensional (NMDS) para comparar la composicion de especies entre
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localidades y tipo de hébitat. Se concluyé que las algas Dictyochloropsis sp.,
Pseudomarvania aerophytica, Printzina effusa y Printzina lagenifera eran las especies
mas comunes creciendo sobre corteza de arboles. Se encontraron 12 especies de
cianobacterias, cinco especies del filo Heterokontophyta y 40 especies del filo
Chlorophyta (Neustupa y Skaloud 2010).
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111. JUSTIFICACION

Los bosques naturales de pinabete se han reducido en un 95% debido a la
demanda de pinabete como arbol de navidad, la cual ha sido suplida las ultimas décadas
por plantaciones en varios departamentos del pais. Las plantaciones de pinabete han
demostrado ser esenciales para la conservacion de la especie, ya que han reducido la
presion sobre los bosques naturales y presentan una oportunidad para la generacion de
ingresos. En la actualidad existen 757 plantaciones de pinabete en diez departamentos,
que cubren alrededor de 323 hectareas (INAB, 2017); incluso los pequefios poseedores de
tierra pueden hacer rentable el cultivo de pinabete por medio de la obtencién de

incentivos forestales.

Aun asi, estas plantaciones deben afrontar desafios para su sostenibilidad, uno de
los principales es la alta incidencia de plagas y enfermedades. Las plagas pueden
provocar decoloracion y caida de las hojas, pudricion de las ramas o raices y
debilitamiento general de la planta, reduciendo la productividad y vigorosidad del
pinabete. También afectan la calidad estética de los arboles y reduce su valor en el
mercado, poniendo en riesgo la rentabilidad del cultivo de pinabete, la estabilidad

econdmica de los productores y la conservacion de la especie.

En los Gltimos afios se ha reportado una nueva plaga que estd afectando
significativamente las plantaciones: la enfermedad del alga verde del pinabete. De
acuerdo con el Instituto Nacional de Bosques (2018), la enfermedad esta causada por un
alga verde que aun no ha sido identificada. La infeccion inicia en la parte interior de la
copa y se extiende hacia fuera, lo que sugiere que la sombra y la humedad favorecen el
desarrollo del alga. Las recomendaciones para su tratamiento incluyen el manejo de la

sombra y evitar el estancamiento de agua en la plantacion. La aplicacién de un fungicida
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a base de cobre ha dado buenos resultados en campo, lo que sugiere que los hongos estan
relacionados con la enfermedad. Sin embargo, para determinar formas mas efectivas de
tratar la enfermedad, es necesario identificar los microorganismos asociados a esta para
implementar métodos efectivos de control. Esto se realizara en conjunto con personal del
INAB, que ha expresado su apoyo para investigar este fendmeno en conjunto con la

Universidad del Valle de Guatemala para encontrar soluciones a corto y largo plazo.

En la literatura cientifica existen numerosos ejemplos de algas terrestres creciendo
sobre arboles, incluso se reportan coberturas de algas y hongos sobre algunas especies de
Abies nativas de Europa que también se aprovechan como arboles navidefios. Hasta la
fecha, ningan fendmeno similar ha sido reportado para las plantaciones o bosques
naturales de A. guatemalensis en Guatemala. Este sera el primer estudio abordando la
identificacion de especies de algas asociadas a la enfermedad del alga del pinabete, asi

como el posible rol de los hongos en el desarrollo de la enfermedad.
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1V. OBJETIVOS
A. General

- Caracterizacion de microorganismos presentes en muestras de pinabete con signos
de la enfermedad del alga verde provenientes de tres localidades en Guatemala.

B. Especificos

- Aislamiento y cultivo de algas y hongos presentes en muestras de pinabete con
signos de la enfermedad del alga verde.

- Identificacion de algas y hongos aislados a partir de muestras de pinabete con
signos de la enfermedad por medio de microscopia y analisis genético.

- Comparacion de las especies de algas y hongos aislados entre las tres localidades.
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V. HIPOTESIS

Ha: La enfermedad del alga verde estd compuesta por las mismas especies de

algas en las tres localidades estudiadas.

Ho: La enfermedad del alga verde esta compuesta por diferentes especies de algas

en las tres localidades estudiadas.
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VI. METODOLOGIA

A. Area de estudio

Se visitaron tres plantaciones de pinabete donde ya fue reportada la enfermedad del

alga verde: la finca Billeben, finca Valle Alto y finca Buena Vista (Ver Figura 9).

1. Finca Billeben

Esta ubicada en el municipio de San Jose Pinula, Guatemala; a una altitud de 2295 msnm.
Esta se encuentra en la zona de vida Bosque Hiumedo Montano Bajo Tropical (bh-MBT),
de acuerdo a la clasificacion de zonas de vida de Holdridge (De La Cruz, 1976) En la

finca se cultiva pinabete y hortalizas.

2. Lafinca Valle Alto

Se encuentra en San Andrés Iztapa, Chimaltenango, a una altitud de 2390 msnm; también
se encuentra en la zona de vida Bosque Himedo Montano Bajo Tropical (De La Cruz,
1976). En la finca se cultiva inicamente pinabete y tienen ganado, en los alrededores hay

plantaciones de flores ornamentales.

3. Lafinca Buena Vista
Esta ubicada en el Municipio de Tacana a una altitud de 2850 msnm, en la zona de vida
Bosque Muy Humedo Montano Subtropical (De La Cruz, 1976). En la finca se cultiva

pinabete, hortalizas y tienen crianza de aves.

En la Figura 9 se observa la ubicacion de las tres plantaciones de pinabete

muestreadas.
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Fuente: Elaboracion propia

FIGURA 9. Mapa de la ubicacion de sitios de muestreo de con incidencia de la
enfermedad del alga verde

B. Colecta de muestras

Las visitas se realizaron con acompafiamiento de personal del INAB para
confirmar la presencia de la enfermedad. Se documentaron las observaciones en campo
por medio de fotografias de los arboles. Se seleccionaron tres arboles de pinabete con
una altura de 1.5 a 2 metros de alto y que mostraran signos de la enfermedad, en cada
arbol se seleccionaron tres ramas que se encontraran a la altura del pecho. Estas se
cortaron con tijeras podadoras y se almacenaron en bolsas plasticas, se limpiaron las
tijeras con desinfectante Virkon entre cada arbol para evitar la contaminacion cruzada de
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las muestras. EI material colectado fue transportado en cadena de frio y luego almacenado
en refrigeracion a 4°C. Las muestras fueron procesadas en el Herbario UVAL del Centro
de Estudios Ambientales y de Biodiversidad (CEAB) y el Laboratorio de Proteccion
Vegetal del Centro de Estudios Agricolas y Alimentarios (CEAA) de la Universidad del

Valle de Guatemala.

C. Identificacion de algas

1. Aislamiento y cultivo in vitro
a. Preparacion del medio de cultivo

Se cultivaron las algas tomando como base las metodologias de Videv y
colaboradores (2017), y se utiliz6 un medio de cultivo desarrollado por Kuhl y Lorenzen

(1964). La receta utilizada se presenta en el Cuadro 1.

CUADRO 1. Receta de preparacion de medio de cultivo para microalgas
Reactivo Peso (mg) Concentracion

(moles/L.itro)

KNO3 1011.10 1*107?
NaH2PO4 * 1 H.0 621 45*103
Na;HPO4 * 2 H.0 89 0.5*103
MgSQO4 * 7 H20 246.5 1*103
CaCl. * 2 H.0 14.7 1*10%
FeSO4 * 7 H20 6.95 (1 ml de solucién de Hierro-EDTA) 2.5*10°
ZnSO4 * 7 H20 0.287 1*10°
MnSO4 * 1 H20 0.169 1*10°
H3BO3 0.061 1*10°
(NH4)sM07024 * 4 H,O  0.01235 1*10°
CuSO4 * 5 H20 0.00249 1*10°8
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Se prepard una solucion de Hierro-EDTA (la fuente de hierro en el medio de
cultivo) disolviendo 0.69 g de FeSO4 * 7 HO y 0.93 g de EDTA disddico en 80 ml de
agua destilada hirviendo, se enfrio a temperatura ambiente y luego se aforé a 100 ml.
Luego se prepar6 el medio de cultivo disolviendo los macro y micronutrientes en un litro
de agua destilada estéril. En total se prepararon dos litros de medio que se almacend en
dos frascos de vidrio, uno para medio liquido y uno para medio sélido; a este ultimo se le
agregd 1% de agar (10 g.) y se dejo solidificar durante una hora.

b. Desinfeccion del alga

Se prepararon 150 ml de una solucion desinfectante para eliminar hongos y
bacterias que se encuentraron en la biopelicula. La receta utilizada se presenta en el
Cuadro 2.

CUADRO 2. Receta de preparacion de solucion desinfectante para microalgas

Compuesto Concentracion Cantidad
Gentamicina 50 mg/L 7.5 mg
Estreptomicina 100 mg/L 15.1 mg
Carbendazim 64 pg/mL 9.6 mg

En el Cuadro 2 se muestra la composicion de la solucion utilizada para desinfectar
las algas previo a su inoculacién en el medio de cultivo. La solucion estd compuesta por

dos antibioticos (Gentamicina, Estreptomicina) y un antifungico (Carbendazim).

Se seleccionaron tres hojas de una rama de pinabete que mostrara signos de la
enfermedad y se raspd la cobertura de algas utilizando un bisturi estéril. Se colect6 el
polvo en un frasco de vidrio, se agregaron 30 ml de la solucion desinfectante y se agitd
constantemente durante 5 minutos. Después, se filtré la solucién al vacio en un embudo
Buchner a través de papel filtro 0.2 estéril, la biopelicula que quedd en el papel filtro se
raspé con una espatula estéril y se inocularon en el medio de cultivo liquido y so6lido
(Lemes-Da Silva et al. 2010; Neustupa y Skaloud 2010; Smith y Stephenson 2007).
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c. Siembra y mantenimiento

1) Medio liquido

Después de haber inoculado el alga, se prepard el sistema de aireacion para cada
recipiente. Este consiste en una manguera que bombea aire utilizando un motor para
pecera, y otra manguera que bombea diéxido de carbono a razén de 45-60 burbujas por
minuto. Se monitore6 el cambio de pH del medio utilizando un recipiente control al cual
se agregd 1.5 mg rojo de fenol como indicador. Este permite que, en caso de un descenso
del pH, el medio cambie de color naranja a amarillo (Andersen 2005; Kuhl y Lorenzen
1964).

2) Medio sdlido

Se inocularon las algas y cerraron los frascos de vidrio con papel Parafilm, se
realizaron agujeros en la tapadera plastica para permitir el intercambio gaseoso y se

cubrieron los agujeros con algodon estéril.

Todos los cultivos fueron sometidos a un fotoperiodo 12 horas luz, con lamparas
fluorescentes; se revisaron diariamente para evaluar el crecimiento del alga y la presencia

de contaminacion (Andersen 2005; Kuhl y Lorenzen 1964).

2. Microscopia

Las mismas ramas que se utilizaron para el cultivo in vitro se seleccionaron para
realizar montajes de microscopio. Se raspo la cobertura de algas sobre un portaobjetos
utilizando un bisturi estéril, se agregdé una gota de agua destilada y se cubrié un con un
portaobjetos para su observacion en microscopio Optico Leica. Se observaron los
montajes bajo aumentos de 100 a 400X, se midié el tamafio de las células y se tomaron
fotografias de estructuras vegetativas y reproductivas. Las algas fueron identificadas a
nivel de género con base en descripciones de literatura publicada (Archibald et al. 2017,

Freystein y Reisser 2010; Graham y Wilcox 2000; John y Rindi 2014) y la clasificacion
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taxondmica actual de acuerdo con las bases de datos AlgaeBase e Index Nominum
Algarum (AlgaeBase 2019).

D. Identificacion de hongos
1. Aislamiento y cultivo in vitro
a. Camara humeda

Se selecciond una rama con signos de la enfermedad y se corté un segmento con
hojas de 3 a 5 cm de largo, un segmento sin hojas de 3 a 5 cm de largo y tres hojas de 3 a
5 cm. Estos se colocaron en una caja Petri con un disco de papel mojado con agua
destilada estéril, como se muestra en la Figura 10. La caja se incub6 durante una semana a
temperatura ambiente y se realizaron montajes de los hongos que crecieron sobre la rama
para su identificacién por microscopia (Funnell-Harris et al. 2013; Krug 2004).

FIGURA 10. Disposicion de las muestras en la camara himeda que contenia una rama
con hojas, una rama sin hojas y tres hojas de pinabete
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b. Directo en agar

Se seleccionaron cuatro hojas de pinabete con signos de la enfermedad y se cortd
un pedazo de 3 a 5 cm de largo, estos se colocaron en una caja Petri con medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA). En el otro extremo de la caja se realizd un raspado de la

cobertura de las hojas con un bisturi estéril, asi como se muestra en la Figura 11.

Los cultivos se incubaron a 28°C de 5 a 7 dias; después se aislaron los hongos que
hayan crecido sobre el material vegetal por medio de la resiembra en medio de cultivo
PDA hasta obtener un cultivo puro, que se utiliz6 para la identificacion por microscopia y

analisis genético (Smith y Stephenson, 2007).

FIGURA 11. Disposicion de las muestras en la caja Petri con agar que contenia las hojas
de pinabete y el raspado de las hojas.
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2. Microscopia

Los hongos que crecieron en la camara himeda y en el medio PDA fueron
identificados por medio de microscopia. Se realizaron montajes utilizando un asa
micoldgica, se colocd una asada del hongo en un portaobjetos y se realiz6 una tincion con
una gota de azul de lactofenol, que sirve para la observacion de estructuras hialinas. Se
observaron los montajes en microscopio Leica bajo aumentos de 100x, 250x y 400x, y se
tomaron fotografias de los cultivos, el micelio, las esporas y/o estructuras reproductivas.
Los hongos se identificaron a nivel de género con base en caracteristicas morfoldgicas
observadas, tomando como referencia descripciones y claves dicotdmicas de literatura
(Archibald et al. 2017; Phillips y Burdekin, 1992).

3. Analisis genético

Cinco hongos aislados se identificaron hasta el nivel de especie con base en
andlisis genético de dos regiones de ADN nuclear de ADN: EF e ITS (Manoharachary et
al. 2010)

a. Extraccion de ADN

Se realizd la extraccion de ADN de un cultivo de hongo crecido durante una
semana en medio PDA utilizando un protocolo con amortiguador CTAB (Murray y
Thompson, 1980). Se rasparon los cultivos y se pesé de 100 a 300 mg de micelio en un
tubo Eppendorf de 1.5 ml, al cual se agregd 600 ul de buffer de extraccion CTAB (2%
CTAB, 1% polyvinylpyrrolidone [PVP], 100mM Tris-HCI, pH 8.0, 1.4M NaCl, 20mM
EDTA y 0.2% 2-mecaptoetanol) precalentado a 65°C. Luego se macero el tejido durante
30 a 60 segundos con un palillo o un macerador automatico, se incubd la muestra a 65°C
durante 15-30 minutos y dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregaron 500 ul de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld en un vértex por 10 segundos, luego se

centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo.
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Después se le agreg6 al sobrenadante 1 volumen (500 ul) de Isopropanol frio y
1/10 de volumen (50 ul) de acetato de amonio 7.5M, se mezclo por inversion y se incubd
a -20°C por un minimo de 20 minutos. Se centrifug6 la muestra a 13,000 rpm por 10 min.
y se descarto el sobrenadante, luego se lavé el precipitado con 150 ul de etanol 70% frio
y se centrifug6 a 13,000 rpm durante cinco minutos. Se descartd el sobrenadante y se secd
el precipitado al aire por 45 min o en el horno a 30°C durante 10 a 20 min. Finalmente,
se resuspendid el pellet en 50 pl de buffer TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA)
precalentado a 65°C, y se almaceno en refrigeracion a 4°C por uno a cinco dias.

b. Cuantificacion de ADN

El ADN extraido se cuantifico por medio de espectrofotometria UV/VIS. Se
realizaron diluciones 1:100 de los extractos de ADN y se agregd en una celda de
espectrofotometro 5 pl de la dilucién de ADN y 495 pl de buffer TE. Luego se midi6 la
absorbancia a tres longitudes de onda (260, 280 y 320 nm) utilizando un
espectrofotometro y se determind la concentracion en ng/ul y la razén de absorbancia
260/280 y 260/230. Las muestras con una concentracion de ADN igual o mayor a 200

ng/ul fueron utilizadas para el analisis con marcadores moleculares.

c. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se amplificaron las regiones ITS y EF por medio Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La receta de la PCR y el programa del termociclador se encuentran en
la seccion de Anexos. Se comprobd la amplificacién de los marcadores por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 50X (40mM Tris-HCI, 2mM EDTA,
20mM acido acético glacial) tefiido con GelRed (0.1%).

El gel se corri6 durante 40 minutos a 85 voltios y se visualiz6 en un
transiluminador UVP GelDoc-It. El producto de PCR se envié en triplicado al laboratorio
de Macrogen en Corea para determinar la secuencia de pares de bases por medio de

secuenciacion Sanger.
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d. Analisis de secuencias de ADN

Se realizd el alineamiento de las secuencias obtenidas usando la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la base de datos de NCBI. Para cada
secuencia se determiné el porcentaje de cobertura, que corresponde al nimero de pares de
bases que se alinean con la secuencia de referencia, y el porcentaje de identidad, que
corresponde a la similitud entre las pares de bases la secuencia alineada y la secuencia de
referencia (Funnell-Harris et al. 2013; Madden, 2002).

4. Cepario

Los hongos aislados se almacenaron en un cepario en el Laboratorio de Proteccion
Vegetal de la Universidad del Valle de Guatemala. Una vez los hongos fueron
identificados a nivel de género o especie, se seleccionaron cultivos que tuvieran esporas
al observarlos en los montajes bajo microscopio. Se cortaron dos segmentos de un mismo
cultivo con un tamafio de un centimetro y se sembraron en un tubo de ensayo con medio

de cultivo PDA inclinado (en slant).

Los cultivos se incubaron a 28°C de 5 a 7 dias, posteriormente se realizaron
montajes bajo microscopio de cada uno para confirmar la presencia de esporas. Después
se agregaron 20 ml de una solucion de glicerol al 15% estéril hasta llenar el tubo y se
sellaron con papel Parafilm. Los cultivos se rotularon con el nombre cientifico y la fecha

de aislamiento del hongo, y se almacenaron a temperatura ambiente.

E. Comparacion entre localidades
1. Estudio descriptivo

Se realizd un estudio de tipo descriptivo, que se caracteriza por medir la presencia,
caracteristicas o distribucion de uno o varios fendmenos en una poblacién en un
determinado momento en el tiempo. Este tipo de estudios puede utilizarse para describir

la presencia de una determinada enfermedad en una poblacion sin necesidad de establecer
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relaciones causales con otros factores (Veiga et al. 2008). En este caso se realiz6 una
comparacion de las especies de algas y hongos que se aislaron en funcion de la localidad.
Esto se utilizd6 como base para determinar si los organismos asociados a la enfermedad
del “alga verde” del pinabete varian de acuerdo al sitio de estudio. No se realiz6 un
analisis estadistico debido a que no fue posible cuantificar de forma precisa la incidencia

de las algas e hongos en cada localidad.
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VII. RESULTADOS

A. Observaciones en campo

1. Finca Billeben, Guatemala

En las figuras 12-14 se observa material colectado en la Finca Billeben.

FIGURA 12. Pinabetes infestados con la enfermedad del alga verde en la finca Billeben
(Guatemala) A) Rama con infestacion ligera B) Rama con infestacién severa C) Rama
con cobertura de algas D) E) F) Troncos de pinabete con biopelicula de algas.
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En la Figura 12 se muestran arboles de pinabete infestados con la enfermedad del
alga erde en la Finca Billeben en Guatemala. En la Figura A) se muestra una rama con
infestacion ligera, con una cobertura polvosa que atn no cubre la mayoria de la superficie
de las hojas. En la Figura B) se observa una rama con infestacion severa, se observa una

cobertura verde grisacea que cubre casi por completo la superficie de las hojas.

Vo A5 ‘. - IGUR" ol

FIGURA 13. Vista bajo estereoscopio de ramas infestadas la enfermedad del alga verde

colectadas en la finca Billeben (Guatemala). A) B) Aumento 6.3x C) D) Aumento 10x E)
Aumento 20x F) Aumento 30x.

En la Figura 13 se muestran fotografias bajo estereoscopio de las ramas con
infestacion severa a diferentes aumentos, colectadas en la finca Billeben (Guatemala). En
todas las figuras se observa una cobertura verde de algas con parches blancos que
corresponden a hongos. En la Figura B) se observa un liquen folioso creciendo sobre las

hojas del pinabete cubiertas por la biopelicula de algas. En la Figura E) se observa un
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filamento de color verde oscuro que corresponde a musgo creciendo sobre una rama

cubierta por la biopelicula.

FIGURA 14. Vista bajo estereoscopio de hoja de angiosperma con biopelicula de algas y

hongos, colectada en la finca Billeben (Guatemala). A) Aumento 6.3x B) Aumento 10x
C) Aumento 15x D) Aumento 30x.

En la figura anterior se muestran fotografias bajo estereoscopio de una hoja seca
encontrada sobre la copa de un pinabete infestado con la enfermedad del alga verde. La
hoja seca es de un arbol que se encontraba junto al pinabete. Se hallaron varias hojas
iguales sobre otros tres pinabetes que también presentaban la biopelicula de algas, con
parches color verde y gris en la superficie de la hoja. En la figura C) se observa un
filamento de color verde oscuro que corresponde a musgo creciendo sobre la hoja como

parte de la biopelicula, similar a como se encontré en la rama de pinabete.
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2. Finca Valle Alto, Chimaltenango

En la Figura 15 se observan ramas de pinabetes infestados con la enfermedad del
alga verde en la finca Valle Alto (Chimaltenango)

FIGURA 15. Pinabetes infestados con la enfermedad del alga verde en la finca Valle
Alto (Chimaltenango) A) B) Rama con infestacion ligera C) D) E) F) Ramas con
infestacion severa

En la Figura 15 se muestran ramas de pinabetes infestados con la enfermedad del
alga verde, colectadas en la finca Valle Alto (Chimaltenango). En las figuras A) y B) se
observan ramas con infestacion ligera, donde la cobertura de algas no abarca la mayoria
de la superficie de las hojas. En el resto de figuras se observan ramas con infestacion

severa, donde la biopelicula cubre por completo las hojas del pinabete.
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En la Figura 16 se observan ramas de pinabete con brotes de la temporada,

colectadas en la finca Valle Alto (Chimaltenango).

FIGURA 16. Ramas de pinabete mfestadas con Ia enferme ad del alga verde con brotes
de temporada

En la Figura 16 se muestran ramas de pinabetes infestados con la enfermedad del
alga verde, colectadas en la finca Valle Alto (Chimaltenango). Las ramas presentan brotes
de temporada; las observaciones se realizaron en agosto del 2019, por lo que estos brotes
se originaron a partir de mayo con el inicio de la temporada lluviosa. Como se observa en
las figuras A) y B), los brotes aun no han sido colonizados por la biopelicula, a pesar de
que las partes més viejas de la rama presentan una infestacion severa con una cobertura

casi completa de la superficie de las hojas.

En la Figura 17 se muestran vistas bajo estereoscopio de ramas y hojas de pinabete
infestadas con la enfermedad del alga verde, colectadas en la finca Valle Alto

(Chimaltenango).
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FIGURA 17. Vista bajo estereoscopio de ramas infestadas la enfermedad del alga verde
colectadas en la finca Valle Alto (Chimaltenango). A) Aumento 6.3x B) C) Aumento 10x
D, E) Aumento 20x F) Aumento 45x.

En la Figura 17 se muestran observaciones bajo estereoscopio de las ramas con
infestacion severa de la enfermedad del alga verde a diferentes aumentos. En la figura A)
y B) se muestran ramas con la biopelicula de algas En las figuras C) y D) se muestran
hojas bajo aumentos de 10x y 20x. En la Figura E) se observa la biopelicula sobre una

hoja, con una parte de color verde y una parte necrotica de color café.
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3. Finca Buena Vista, San Marcos

En la Figura 18 se observan ramas de pinabetes infestados con la enfermedad del
alga verde en la finca Buena Vista.

FIGURA 18. Pinabetes infestados con la enfermedad del alga verde en la finca Valle
Alto (Chimaltenango) A) Rama con infestacion ligera B) Rama con infestacion severa C)

D) Parte inferior de ramas de pinabete E) F) Tronco con biopelicula de algas y hongos

En la Figura 18 se observan ramas de pinabetes infestados con la enfermedad del
alga verde, colectadas en la finca Buena Vista (San Marcos). En la figura A) se muestran
ramas con infestacion ligera de la biopelicula y un liquen folioso. En la figura B) se
muestra una rama con infestacion severa, donde la biopelicula de algas y hongos cubre

por completo las hojas. En la figura C) y D) se observa la parte inferior de ramas de
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pinabete cubiertas por la biopelicula. En la figura E se muestra la corteza de un pinabete

con infestacion ligera, y en la figura F) corteza con infestacion severa.

En la Figura 19 se observa la parte superior e inferior de una rama de pinabete con
infestacion leve de la enfermedad del alga verde, colectada en la finca Buena Vista (San
Marcos).

iy

U

FIGURA 19. Rama de pinabete con infestacion leve de la biopelicula de algas. A) Parte

superior de la rama. B) Parte inferior de la rama.

En la Figura 19 se muestra la parte superior e inferior de una rama de pinabete con
infestacion ligera de la enfermedad del alga verde. Como se muestra en la figura A), la
parte superior de la rama no presenta la biopelicula, mientras que en la parte inferior (B)

se observa una cobertura de color verde y gris que cubre toda la rama.
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En la Figura 20 se muestran dos fasciculos de pino (Pinus sp.) cubiertos por la

biopelicula de algas, colectados en la finca Buena Vista (San Marcos).

FIGURA 20. Fasciculos de pino (Pinus sp.) cubiertos por biopelicula de algas y hongos,
colectada en la finca Buena Vista (San Marcos). A) Aumento 1x B) Aumento 6.3x C)

Aumento 1x D) Aumento 6.3x.

En la Figura 20 se muestran dos fasciculos de pino cubiertos por la biopelicula de
algas y hongos, en aumento 1x (A-B) y en aumento 6.3x (C-D). Estas se encontraron
sobre la copa de pinabetes infestados con la enfermedad del alga verde, similar al
hallazgo de la finca Billeben en Guatemala. Las aciculas de pino que se encontraban en el

suelo alrededor de los pinabetes no mostraban infestacion de la biopelicula.
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En la Figura 21 se muestran vistas bajo estereoscopio de ramas de pinabete

infestadas con la enfermedad del alga verde, colectadas en la finca Buena Vista.

FIGURA 21. Vista bajo estereoscopio de ramas infestadas la enfermedad del alga verde
colectadas en la finca Buena Vista (San Marcos). A) Aumento 6.3x B) C) Aumento 10x
D, E) Aumento 20x F) Aumento 45x.

En la Figura 21 se muestran observaciones bajo estereoscopio de las ramas con
infestacion severa de la enfermedad del alga verde a diferentes aumentos. En las figura A)
y B) se muestran ramas con la biopelicula de algas a aumentos de 6.3 y 10x,
respectivamente. En las figuras C) y D) se muestran hojas bajo aumento 10x. En la
Figura E) se observa la biopelicula de algas sobre una hoja que corresponde a algas,
mientras que en la Figura F) se observd una cobertura necrotica de color gris que

corresponde a hongos.
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B. Observaciones de la biopelicula bajo microscopio

En la Figura 22 se observan montajes de microscopio de los raspados de la

biopelicula de las hojas de pinabete colectadas en las tres localidades.

FIGURA 22. Montajes de microscopio del raspado de la biopelicula de hojas de pinabete
colectadas en la finca Billeben (A, B), finca Valle Alto (C, D) y la finca Buena Vista (E,

F). A) Filidios de una hepética y materia organica, Aumento 100x B) Algas, esporas y

materia organica, Aumento 400x C) D) Algas, estructura de hongos y esporas y materia
organica, Aumento 400x E) F) Micelio de un hongo junto a algas unicelulares, Aumento
400x.
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En la Figura 22 se observan montajes de microscopio de los raspados de la
biopelicula de hojas de pinabete colectadas en las tres localidades. En la figura A) se
observan filidios de un musgo bajo aumento de 100x, y en la figura B) se muestran algas
y materia organica bajo aumento de 400x, ambas colectadas en la finca Billeben
(Guatemala). En las figuras C y D se muestran algas, estructuras de un hongo y esporas
bajo un aumento de 400x, de hojas colectadas en la finca Valle Alto (Chimaltenango). En
las figuras E) y F) se observa micelio de un hongo rodeado por algas unicelulares en hojas
colectadas en la finca Buena Vista (San Marcos).

En la Figura 23 se observa un alga filamentosa rodeada por micelio de un hongo,
hallado en los montajes de la biopelicula de hojas colectadas en la finca Billeben.

FIGURA 23. Alga filamentosa rodeada por hifas de un hongo del raspado de la

biopelicula de hojas de pinabete colectadas en la finca Billeben, Aumento 400x.
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En la Figura 23 se muestra una de las algas observadas en la biopelicula de las
hojas de pinabete colectadas en la finca Billeben (Guatemala), bajo un aumento de 400x.
En las Figuras A) - F) se observan los filamentos del alga que se encuentran rodeados por
hifas de un hongo. En la figura C) se observan también esporas de dos hongos diferentes
junto a los filamentos del alga. Esto indica que los hongos se desarrollan de forma
cercana a las algas y también conforman la biopelicula que se encuentra en las hojas del
pinabete.

C. Identificacion de algas

Se encontro un total de cuatro morfotipos de algas en las tres localidades: tres en
la finca Billeben (Guatemala), dos en la finca Valle Alto (Chimaltenango) y uno en la
finca Buena Vista (San Marcos), como se muestra en el Cuadro 3.

CUADRO 3. Identificacion de algas encontradas en las tres plantaciones de pinabete

Localidades
Morfotipo Clase/Género Finca Billeben  Finca Valle Alto Finca Buena Vista
Guatemala Chimaltenango San Marcos
1 Desmococcus sp. X X X
2 Trebouxiophyceae X
3 Klebsormidium spl X
4 Klebsormidium sp2 X

En el Cuadro 2 se observan los morfotipos de algas identificados con su
clasificacién taxondémica a nivel de clase o género, y las localidades en las que se
encontré cada una. Uno de los morfotipos se encontré en comin en las tres localidades,
este se identificd hasta el género Desmococcus, (Clase Trebouxiophyceae) (Ver Figura
24). También se identificé un alga unicelular de la clase Trebouxiophyceae presente en
hojas de pinabete de la finca Billeben Unicamente (Ver Figura 25). Ademas, se
encontraron dos especies diferentes de algas filamentosas del género Klebsormidium
(Clase Klebsormidiophyceae), una en la finca Billeben y otra en la finca Valle Alto (Ver
Figuras 26 y 27).

63



En la Figura 24 se observa el alga Desmococcus sp., que estaba presente en hojas

de pinabete de las tres localidades de estudio.

FIGURA 24. Alga del género Desmococcus, hallada en la biopelicula de las hojas de
pinabete de la finca Billeden (A, B), finca Valle Alto (C, D) y la finca Buena Vista (E, F)

En la Figura 24 se observa el alga Desmococcus sp., presente en las hojas de
pinabete en la finca Billeben (A, B), la finca Valle Alto (C, D) y la finca Buena Vista (E,
F). En las figuras A) C) y E) se muestran montajes de microscopio bajo un aumento de
400x. En las figuras B), D) y F) se muestra la imagen anterior ampliada. El alga presenta
una morfologia sarcinoide con arreglos de células en paquetes.
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En la Figura 25 se observa un alga unicelular de la clase Trebouxiophyceae,

presente en hojas de pinabete de la finca Billeben, Guatemala.

FIGURA 25. Alga de la clase Trebouxiophyceae, encontrada en hojas de pinabete en la

finca Billeben, Guatemala.

En la Figura 25 se muestra un alga unicelular perteneciente a la clase
Trebouxiophyceae, encontrada en la biopelicula sobre hojas de pinabete colectadas en la
finca Billeben, Guatemala. En las figuras A) C) y E) se muestran montajes de
microscopio bajo un aumento de 400x. En las figuras B), D) y F) se muestra la imagen

anterior ampliada.
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En la Figura 26 se observa un alga filamentosa del género Klebsormidium,

presente en las hojas de pinabete en la finca Billeben, Guatemala.

FIGURA 26. Alga del género Klebsormidium, encontrada en hojas de pinabete en la
finca Billeben, Guatemala. A) Aumento 100x B — F) Aumento 400x

En la Figura 26 se observa el alga filamentosa Klebsormidium sp., presente en la
biopelicula sobre hojas de pinabete en la finca Billeben, Guatemala. En la Figura A se
observa el alga a un aumento de 100x, mientras que en el resto de figuras B — F) se
observan a un aumento de 400x. El alga presenta filamentos no ramificados y no presenta

constriccién entre las células.
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En la Figura 27 se observa un alga filamentosa del género Klebsormidium,
presente en las hojas de pinabete en la finca Valle Alto, Chimaltenango.

FIGURA 27. Alga del género Klebsormidium, encontrada en hojas de pinabete en la

finca Valle Alto, Chimaltenango. A) Aumento 100x B — F) Aumento 400x

En la Figura 27 se observa el alga filamentosa Klebsormidium sp., presente en la
biopelicula sobre hojas de pinabete en la Valle Alto, Chimaltenango. En las figuras A),
B), C) y E) se muestran montajes de microscopio bajo un aumento de 400x. En las figuras
D) y F) se muestra la imagen anterior ampliada. El alga presenta filamentos no
ramificados, con un tamafio de células de 5-10 pum.
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D. Identificacién de hongos

Se aisl6 un total de 10 especies de hongos de las hojas de pinabete colectadas en
las tres plantaciones. No se encontré ninglin género que estuviera en comun en las tres
localidades; los géneros Mucor y Trichoderma se encontraron en dos de las tres

localidades, como se muestra en el Cuadro 4.

CUADRO 4. Especies de hongos encontrados en las tres plantaciones de pinabete

Localidades

Finca Billeben  Finca Valle Alto Finca Buena
Especie Guatemala Chimaltenango  Vista San Marcos
Aspergillus sp. X
Fusarium equiseti* X
Fusarium graminearum* X
Fusarium sp. X
Mucor sp. X
Mucor hiemalis* X
Trichoderma koningiopsis* X
Trichoderma viride* X
Trichoderma sp. X
Ulocladium sp. X

* Especie identificada por medio de andlisis genético

En el Cuadro 4 se representan las diez especies de hongos aisladas en cada una de
las tres localidades. En la finca Billeben se encontraron tres especies de géneros
diferentes, Aspergillus sp., Trichoderma sp. y Ulocladium sp. En la finca Valle Alto se
aislaron cuatro especies de Fusarium (F. equiseti, F. graminearum y Fusarium sp.) y una
especie del género Mucor. En la finca Buena Vista se aislaron tres especies, Mucor

hiemalis, Trichoderma koningiopsis y T. viride.

Cinco de los hongos aislados se identificaron a nivel de especie por medio de PCR
y secuenciacion. Para cada secuencia se determind el porcentaje de cobertura y de
identificacion, los cuales se muestran en la seccion de Anexos. El porcentaje de cobertura
de las secuencias obtenidas varié de 86.88% a 99.57%, a excepcidn de la secuencia ITS

de T. koningiopsis con un 19.23%. El porcentaje de identidad fue alto en todos los casos,
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de 93.55% a 100%. Los resultados fueron consistentes entre la region EF y la regién ITS,
ya que se obtuvo la misma identificacion con ambos marcadores para cada uno de los
hongos. Esto confirma la especie de los hongos y sustenta el uso de ambos marcadores
para la identificacion por andlisis genético.

En las figuras 28-30 se muestran los hongos aislados a partir de hojas de pinabete
de la finca Billeben, Guatemala.

FIGURA 28. Hongo del género Aspergillus, aislado de hojas de pinabete de la finca
Billeben, Guatemala. A) Cultivo B) C) Conidioforos, Aumento 250x. D-F) Conidioforos,
Aumento 400x.

En la Figura 28 se observa el hongo Aspergillus sp., aislado a partir de hojas de

pinabete colectadas en la finca Billeben, Guatemala. En la figura A) se observa el cultivo
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del hongo con colonias de aspecto polvoso de color verde oscuro. En las figuras B-F) se

muestran conidioforos hialinos con la doble pared caracteristica del género.

FIGURA 29. Hongo del género Trichoderma, aislado de hojas de pinabete de la finca
Billeben, Guatemala. A) Cultivo B-D) Micelio y conidiéforos, Aumento 250x E)
Esporas, Aumento 250 F) Esporas, Aumento 400x.

En la Figura 29 se observa un hongo del género Trichoderma, aislado a partir de
hojas de pinabete colectadas en la finca Billeben, Guatemala. En la figura A) se observa
el cultivo del hongo, el micelio vegetativo es blanco y maduro presenta coloracion gris.
En las figuras B - D) se muestra un micelio septado y conidiéforos ramificados bajo
aumento de 250x. En la figuras E-F) se observan conidios hialinos, elipsoidales con borde
liso.
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FIGURA 30. Hongo del género Ulocladium, aislado de hojas de pinabete de la finca
Billeben, Guatemala. A) Cultivo B-C) Micelio y esporas, Aumento 250x D) Micelio y
esporas, Aumento 400x E-F) Esporas, Aumento 400x.

En la Figura 30 se observa un hongo del género Ulocladium, aislado a partir de
hojas de pinabete colectadas en la finca Billeben, Guatemala. En la figura A) se observa
el cultivo del hongo, con colonias de aspecto costroso de color negro. En las figuras B-D)
se muestra un micelio hialino y septado. En las figuras E-F) se observa el detalle de las

esporas multicelulares pigmentadas (dictioconidios).
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En las figuras 31-34 se muestran los hongos aislados a partir de hojas de pinabete

de la finca Valle Alto, Chimaltenango.

FIGURA 31. Fusarium equiseti aislado de hojas de pinabete de la finca Valle Alto,
Chimaltenango. A) Cultivo B-C) Micelio, Aumento 250x D-E) Micelio, Aumento 400x
F) Esporas, Aumento 400x.

En la Figura 31 se observa el hongo Fusarium equiseti, aislado a partir de hojas de
pinabete colectadas en la finca Valle Alto, Chimaltenango. En la figura A) se observa el
cultivo del hongo, con colonias de color rosado con aspecto filamentoso. En las figuras B-
E) muestra un micelio septado a diferentes magnificaciones y en la figura F) se muestran
macroconidios, que son esporas asexuales con forma de canoa, hialinas y septadas.
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FIGURA 32. Fusarium graminearum aislado de hojas de pinabete de la finca Valle Alto,
Chimaltenango. A) Cultivo B-C) Micelio, Aumento 250x D-E) Micelio, Aumento 400x
F) Conidios, Aumento 400x.

En la Figura 32 se observan estructuras de Fusarium graminearum, aislado a
partir de hojas de pinabete colectadas en la finca Valle Alto, Chimaltenango. En la figura
A) se observa el cultivo del hongo, con micelio filamentoso de color amarillo y
produccion de pigmento rojo difusible al medio. En las figuras B-E) se muestra micelio a
diferentes magnificaciones, y en la F) se muestra una monofidlide con microconidias en

masa, hialinas y ovoides.
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FIGURA 33. Fusarium sp. aislado de hojas de pinabete de la finca Valle Alto,
Chimaltenango. A) Cultivo B-C) Micelio, Aumento 250x D-E) Micelio, Aumento 400x
F) Conidios, Aumento 400x.

En la Figura 33 se observa un hongo del género Fusarium, aislado a partir de
hojas de pinabete colectadas en la finca Valle Alto, Chimaltenango. En la figura A) se
observa el cultivo del hongo con micelio de color amarillo crema. En las figuras B-E) se
observa un micelio hialino y septado a diferentes magnificaciones, y en la figura F) se
observan dos tipos de conidios: macroconidios hialinos septados y microconidios

ovoides, ambos corresponden a las esporas asexuales del hongo.



FIGURA 34. Mucor sp. aislado de hojas de pinabete de la finca Valle Alto,
Chimaltenango. A) Cultivo B-C) Micelio y esporangi¢foros, Aumento 100x D) Micelio y
esporangioforos, Aumento 250x E) Esporangioforo, Aumento 400x. F) Esporangio y

esporas, Aumento 400x

En la Figura 34 se observa un hongo del género Mucor, aislado a partir de hojas
de pinabete colectadas en la finca Valle Alto, Chimaltenango. En la figura A) se observa
el cultivo del hongo, con colonias de aspecto filamentoso de color amarillo grisaceo. En
las figuras B-D) se muestra micelio con hifas hialinas, sin septos y esporangi6foros
hialinos, sosteniendo esporangios globosos. En la figura E) se observa un esporangio con
el detalle de la pared y en la F) un esporangio y esporangiosporas bajo aumento de 400x.
No se muestran rizoides en la ramificacion del esporangio, lo que es caracteristico del

género.
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En las Figura 35-37 se muestran los hongos aislados a partir de hojas de pinabete

de la finca Buena Vista, San Marcos.

FIGURA 35. Mucor hiemalis aislado de hojas de pinabete de la finca Buena Vista, San
Marcos. A) Cultivo B-C) Micelio y esporangios, Aumento 250x D-F) Micelio y

esporangioforos, Aumento 400x.

En la Figura 35 se observan estrucuras de Mucor hiemalis, aislado a partir de
hojas de pinabete colectadas en la finca Buena Vista, San Marcos. En la figura A) se
observa el cultivo del hongo de color amarillo con aspecto velloso algodonoso. En las
figuras B-C) se muestra micelio bajo aumento de 250x. En las figuras D-F) se observa
micelio cenocitico (aseptado) con hifas hialinas y esporangios globosos. No se observan

rizoides en la ramificacion del esporangio, lo que es caracteristico del género.
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FIGURA 36. Trichoderma koningiopsis aislado de hojas de pinabete de la finca Buena
Vista, San Marcos. A) Cultivo B) Micelio, Aumento 100x C) Micelio, Aumento 250x D)
E) Micelio y conidioéforos, Aumento 400x F) Conidios, Aumento 400x.

En la Figura 36 se observan estructuras de Trichoderma koningiopsis, aislado a
partir de hojas de pinabete colectadas en la finca Buena Vista, San Marcos. En la figura
A) se observa el cultivo del hongo de color verde con filamentos blancos. En las figuras
B-E) se muestra micelio septado con conidi6foros hialinos a diferentes magnificaciones.

En la Figura F) se observan conidios (esporas asexuales) hialinos y ovoides.
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FIGURA 37. Trichoderma viride aislado de hojas de pinabete de la finca Buena Vista,
San Marcos. A) Cultivo B) Micelio, Aumento 100x C-D) Micelio y conidios, Aumento
250x E-F) Micelio y conidios, Aumento 400x.

En la Figura 37 se observa el hongo Trichoderma viride, aislado a partir de hojas
de pinabete colectadas en la finca Buena Vista, San Marcos. En la figura A) se observa el
cultivo del hongo, el micelio vegetativo es blanco y maduro se torna de color verde
oscuro, que es en donde se encuentran esporas. El crecimiento se observa en forma de
circulos concéntricos. En las figuras B-F) se muestra micelio hialino septado con
conidioforos hialinos, ramificados y masas de conidios unicelulares ovoides a oblongos

con coloracién verde o hialinas.
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E. Cultivo in vitro

Se utilizaron hojas de pinabete de dos localidades para el aislamiento y cultivo de
algas: la finca Billeben y la finca Valle Alto. No fue posible cultivar las algas in vitro
debido a la presencia de contaminacion causada por hongos, tanto en los cultivos sélidos
como en los liquidos. No se observo crecimiento de las colonias de algas a lo largo de una
semana, posteriormente se observaron hongos que crecieron alrededor de las colonias
inoculadas en el medio de cultivo. Al resembrar estos hongos en medio de cultivo PDA,
se observé que crecieron las mismas especies de hongos aislados a partir de las hojas de
pinabete. En el caso de los cultivos de algas de la finca Billeben crecieron los hongos
Trichoderma sp. y Ulocladium sp., mientras que en los cultivos de algas de la finca Valle
Alto crecieron Fusarium graminearum y F. equiseti (Figura 38).

FIGURA 38. Hongos aislados a partir de algas contaminadas después del cultivo in vitro

de muestras de la finca Valle Alto, Chimaltenango.

En la Figura 38 se muestran hongos que crecieron en medio de cultivo PDA una
semana después de haber inoculado las algas que mostraron contaminacién en los cultivos
in vitro. En ambas muestras se encontré F. graminearum y en una se encontr6 también F.

equiseti.

79



Al mantener los cultivos por una semana hubo una reduccién del pH del medio de
cultivo debido a la adicion de diéxido de carbono, lo que se observé como un cambio de
color en el medio de naranja a amarillo en el envase control. Ademas, se observé que no
habia un bombeo constante de diéxido de carbono, ya que la presion varié de forma
considerable conforme se vacio el tanque de plastico. Las algas se sedimentaron en el
fondo del recipiente debido a que no habia una adecuada circulacion en el medio de
cultivo liquido, a pesar de que si habia bombeo de aire y didxido de carbono.

F. Comparacion entre localidades

En el Cuadro 5 se muestran todas las algas y hongos aislados a partir de hojas de
pinabete en las tres localidades.

CUADRO 5. Comparacion de grupos de algas y hongos encontrados en las plantaciones

de pinabete

Localidades
Clasificacion Finca Billeben  Finca Valle Alto  Finca Buena Vista
Guatemala Chimaltenango San Marcos

Algas

Desmococcus spp. X X X
Klebsormidium spp. X X

Trebouxiophyceae X
Hongos

Aspergillus sp. X
Fusarium equiseti

Fusarium graminearum

Fusarium sp.

Mucor hiemalis X
Mucor sp. X

Trichoderma koningiopsis X
Trichoderma viride X
Trichoderma sp. X

Ulocladium sp. X

X X X
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En el Cuadro 5 se observan los géneros de algas y hongos encontrados en hojas de
pinabete de las tres plantaciones. En este caso se muestra la clasificacion a nivel de
género para realizar la comparacion entre localidades, junto con el nimero de especies

gue se encontraron para cada género.

Se encontré que el alga del género Desmococcus esta presente en hojas de
pinabete de las tres localidades. El género Klebsormidium estd presente en dos
localidades, en la finca Billeben y en la finca Valle Alto, aunque en cada una se
encuentran diferentes especies. EI morfotipo de la clase Trebouxiophyceae se encontr6

Unicamente en la finca Billeben.

En el caso de los hongos, no se encontré un género que estuviera presente en
muestras de las tres localidades. El género Mucor se encontré en la finca Valle Alto y la
finca Buena Vista, mientras que el género Trichoderma se encontro en la finca Billeben y
la finca Buena Vista. Los géneros Aspergillus, Fusarium, y Ulocladium se encontraron
Unicamente en una localidad. Esto indica que los hongos que se encuentran en la

biopelicula también pueden variar de acuerdo a la localidad.
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VIII. DISCUSION

A. Observaciones en campo

Tanto en la finca Billeben (Guatemala) como en la finca Buena Vista (San
Marcos), se encontraron sobre los pinabetes hojas caidas de arboles cercanos de otras
especies que presentaban la biopelicula de algas, como se muestra en las figuras 14 y 20.
La presencia de la biopelicula de algas en hojas de otras especies de plantas demuestra
que ésta no se forma unicamente sobre los arboles de pinabete. Sin embargo, ya que las
algas no se encontraron en otros arboles cercanos se concluye que estas hojas fueron
colonizadas debido a su proximidad con las ramas de pinabete infestadas, no porque otras
especies estén siendo afectadas por la enfermedad del “alga verde”. De acuerdo con
Hoffman (1989), el crecimiento de algas epifitas estd mas controlado por factores fisicos
(temperatura, iluminacion, humedad) que por la planta hospedera. Aun asi, otros factores
como el pH de la corteza y la especie del arbol influyen en la colonizacién de algas (Alwi
et al. 2015; Stifterova y Neustupa 2015), por lo que los arboles de pinabete podrian

presentar caracteristicas que facilitan el crecimiento de estas.

Se observé que los nuevos brotes de hojas tardan un tiempo en ser colonizados
(Ver Figura 16). Debido a esto, es necesario realizar un monitoreo de los nuevos brotes
para determinar el tiempo de colonizacion de la biopelicula, lo que permitiria conocer los
meses Optimos para la aplicacidén de pesticidas. En un estudio con Picea abies realizado
por Poggio (2002), se encontré que las nuevas hojas empiezan a ser colonizadas seis
meses después de haber brotado, y que las ramas mas viejas tienen una biopelicula mas
densa. Esto apoya las observaciones del INAB (2018), ya que la enfermedad avanza de la

parte interna de la copa (con ramas viejas) a la parte externa (con ramas nuevas). También
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se ha observado una mayor abundancia de hongos conforme aumenta la edad de las ramas
de coniferas (Carroll 1977; Terhonen et al. 2011).

Se observd también que los arboles que se encontraban bajo sombra presentaban
una mayor infestacion de la enfermedad del alga verde. EI INAB (2018) menciona que la
sombra y la humedad favorecen el crecimiento de algas, lo cual es apoyado por
numerosas referencias (Hoffmann 1989; Hodkinson 2011; Holzinger y Karsten 2013;
Sochting 1997) Las algas terrestres dependen de la humedad ambiental para obtener agua,
y son propensas a desecacion si se exponen directamente a la luz solar. Tomando esto en
consideracion, la falta de podas y raleo en las plantaciones de pinabete podrian favorecer
el desarrollo de la enfermedad, ya que disminuyen la iluminacion en la copa del arbol
(INAB, 2018).

Ademas, se encontré que la biopelicula crece primero en la parte inferior de las
ramas y luego se extiende a la parte superior, como se muestra en la Figura 19. De
manera similar, Bernstein y Carroll (1977) reportaron una mayor infestacion de
microorganismos en la parte inferior de las hojas de Pseudotzuga menziesii. Esto puede
deberse a que la parte inferior estd menos expuesta a la luz solar, lo que favorece el
crecimiento de algas y hongos (Schnurr y Allen 2015; Vides y Archibald 2017). Esto
deberd ser tomado en cuenta para disefiar un monitoreo de la enfermedad, ya que es
necesario revisar también la parte inferior de las ramas para confirmar la presencia de la

enfermedad.

B. Observaciones de la biopelicula bajo microscopio

Al observar bajo microscopio los raspados de las hojas de pinabete se encontraron
algas, hongos, briofitas y liquenes (Ver Figura 22), los cuales son componentes comunes
de las biopeliculas de microorganismos que crecen sobre la corteza y hojas de arboles
(Belnap y Lange 2001; Budel 2002; Hoffman 1989). Las briofitas y liquenes no se
identificaron debido a que no se encontraron frecuentemente en la biopelicula sobre las
hojas de pinabete, por lo que deberdn ser abordados en futuras investigaciones.
Adicionalmente, se encontraron acaros, diatomeas y restos de insectos en menor cantidad.
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Las observaciones indican que las algas y los hongos se encuentran estrechamente
relacionados en la biopelicula (Ver Figura 23), y que estos también tienen un rol en el
desarrollo de la enfermedad del alga verde del pinabete. En los raspados de muestras de la
finca Billeben se observaron esporas e hifas de un hongo alrededor de un fragmento del
alga filamentosa Klebsormidium sp., lo que demuestra que existe una relacion entre
ambos organismos (Ver Figura 23). Este y otros géneros de algas filamentosas producen
polisacaridos que componen una matriz extracelular a la que se pueden adherir otras
algas, cianobacterias y hongos (Warren et al. 2019). Ademas, las hifas de los hongos se
adhieren a otros componentes de la biopelicula como particulas de suelo para agregarlos y
compactarlos (Belnap y Lange 2001).

Es necesario llevar a cabo mas estudios abordando la relacion simbiodtica que
existe entre las algas y los hongos de la biopelicula. Se ha demostrado que puede haber
intercambio de nutrientes entre microorganismos autotrofos y heterotrofos de una
biopelicula (Schnurr y Allen 2015). Los productos de la fotosintesis de algas se han
encontrado en los cuerpos fructiferos de algunos basidiomicetos, comprobando que estos
pueden formar relaciones mutualistas similares a liquenes con varios grupos de algas
como Desmococcus y Klebsormidium (Mukhin et al. 2016; Mukhin et al. 2018). Smith y
Stephenson (2007) encontraron varios generos de cianobacterias (Chroococcus y
Apathonece) y algas (Chlorococcum) en una biopelicula de musgos y mohos
mucilaginosos formada sobre troncos de Picea rubens. Los autores mencionan que los
mohos y musgos estaban estrechamente asociados a las algas y que podrian estar

recibiendo nutrientes de estas, como nitrégeno.

De forma contraria, existen casos de hongos que parasitan las algas, infectando el
interior de las células y causando necrosis (Raghukumar 1987; Sochting 1997). El hongo
Scolecotheca cornuta parasita las algas Apatococcus lobatus y Desmococcus viridis de la
biopelicula que se forma sobre las ramas de Picea abies, y le da un aspecto grisaceo y
manchado a las ramas del arbol. Hoppert y colaboradores (2010) encontraron que un

hongo del género Fusarium parasita la biopelicula del alga filamentosa Zygogonium
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ericetorum. Realizaron tinciones con rojo de rutenio y observaron que las hifas del hongo
se adhieren a las paredes celulares de las algas, se introduce en los espacios intercelulares
y después invaden el interior de las células. Dadas las observaciones de parches grises en
la biopelicula sobre las ramas de pinabete (Ver Figuras 13 y 17), es posible que algunos
hongos estén parasitando las algas, aunque esto deberd ser confirmado en futuras

investigaciones por medio de cortes histologicos y tincion de células.

C. Identificacion de algas

Se identificaron 4 morfotipos de algas (Ver Cuadro 3), aunque es posible que se
esté subestimando este nUmero debido a que la identificacion se realizo directamente de
raspados de la biopelicula sin aislar y cultivar las algas, y es posible que se hayan pasado
por alto otras especies de menor tamafio y abundancia (Glaser et al. 2018).

El alga del género Desmococcus se encontrd en las tres localidades, esta se
caracteriza por tener una morfologia sarcinoide con las células agregadas en paquetes
(Lopez-Bautista et al. 2007). Las especies del género presentan una distribucion
cosmopolita, y han sido aislada a partir de habitats terrestres como paredes, estructuras
metélicas y corteza de arboles (Das y Gupta 2015; Rindi y Guiry 2004; Stifterova y
Neustupa 2015). Estas producen una matriz extracelular de polisacaridos y forman una
biopelicula que ayuda a la retencién de humedad y protege a las células de radiacion
excesiva (Gustavs et al. 2015). Este género también se encontr6 en la cobertura de algas
sobre hojas de Picea abies, que afectd plantaciones de arboles ornamentales en Europa
(Sochting 1997)

Dos de las algas encontradas son filamentosas no ramificadas; de acuerdo con
Lopez-Bautista y colaboradores (2007), los filamentos uniseriados se encuentran
principalmente en tres géneros de algas subaéreas: Klebsormidium, Rosenvingiella y
Prasiola. Estos dos ultimos géneros se encuentran principalmente en costas marinas
donde crecen en rocas al quedar expuestas cuando baja la marea, aunque también han
sido encontrados en ciudades creciendo sobre paredes (Holzinger y Karsten 2013; Rindi y
Guiry 2004). Existen otros géneros de algas que presentan una morfologia y habitat
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similar, como Zygogonium, Zygnema, Ulothrix y Oedogonium, aunque este Gltimo
encuentra en cuerpos de agua dulce y no ha sido reportado en hébitats terrestres (Reddy
2001).

Las algas filamentosas se identificaron con el género Klebsormidium, aunque en
las dos localidades (Finca Billeben y Finca Valle Alto) se encontraron diferentes especies.
Este género tiene una distribucion cosmopolita y es uno de los grupos mas comunes de
algas filamentosas terrestres. Este ha reportado en zonas templadas como Europa y
Norteamérica, y en zonas tropicales como Africa y Sudamérica (Samolov et al. 2018;
Stifterova y Neustupa 2015). Esta alga prolifera mas en un pH bajo y en condiciones
ambientales favorables produce una biopelicula a la que pueden adherirse otros
organismos (Glaser et al. 2018; Warren et al. 2019). No han habido reportes de esta alga

como parésito o causante de enfermedades en plantas.

Una de las algas se identifico de la clase Trebouxiophyceae, la cual se encontrd
Unicamente en una localidad, la finca Billeben. En esta clase se agrupan la mayoria de
especies de algas unicelulares y sarcinoides que conforman las biopeliculas que se forman
sobre los arboles (Novakova y Neustupa 2015). En un estudio realizado en el sudeste
asiatico se encontré que en bosques con dosel abierto y mayor intensidad de luz habia una
mayor abundancia de algas del orden Trentepohliales y cianobacterias, mientras que en
bosques de dosel cerrado con mas sombra se encontraron mas algas de la clase
Trebouxiophyceae (Neustupa y Skaloud 2008). La identificacion del alga se realizé hasta
el nivel de clase debido a la falta de caracteristicas diagndsticas observables. Esta alga
podria pertenecer al género Chlorella, aunque en este grupo se encuentran especies con
una amplia variacién morfologica (Guiry 2012), por lo que la identificacion debera ser

confirmada en futuras investigaciones.

En general, las algas identificadas en este estudio pertenecen a géneros que se han
descrito como organismos formadores de biopeliculas fotosintéticas en superficies
naturales y artificiales como suelos, plantas, rocas y construcciones (Grbic et al. 2010;

Rindi y Guiry 2004; Stifterova y Neustupa 2015). Esto indica que las algas no son
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organismos paréasitos del pinabete, sino que lo utilizan como soporte de manera similar a
liguenes 0 musgos, favoreciéndose su crecimiento por la sombra y humedad que provee la
copa del arbol (Neustupa y Albrechtova 2003). Sin embargo, la formacion de una densa
biopelicula de algas reduce la incidencia de luz sobre las hojas y puede promover la
proliferaciéon de otros microorganismos que si son patdgenos, en este caso hongos
(Reuther et al. 1978; Sochting 1997).

D. Identificacién de hongos

Se aislaron diez hongos a partir de las hojas de pinabete infestadas con la
enfermedad (Ver Cuadro 4), pertenecientes a cinco generos (Aspergillus, Fusarium,
Mucor, Trichoderma y Ulocladium), los cuales ya se han encontrado previamente en
biopeliculas de microorganismos y en hojas de arboles. En un estudio realizado por Grbic
y colaboradores (2010), se aislaron 23 especies de hongos de una biopelicula de algas
formada sobre un monumento histérico de piedra. Entre ellas, se encontraron dos especies

del género Mucor, dos especies de Aspergillus y una de Fusarium.

En la finca Valle Alto se encontraron hongos de los géneros Aspergillus,
Ulocladium y Trichoderma. El género Aspergillus se encuentra cominmente en hojarasca
y materia en descomposicion, y ha sido reportado en bosques de Abies alba y otras
coniferas (Aoki et al. 1992; Zamora et al. 2008). El género Trichoderma se caracteriza
por actuar como antagonista de hongos fitopatbgenos como Fusarium y Phytium,
mientras que Ulocladium es un hongo saprofito y patdgeno que puede causar necrosis en
hojas encinos, y varias familias de hierbas, pero no ha sido reportado para coniferas
(Esfahani 2008; Vannini y Vettraino 2000).

En las muestras colectadas en la finca Valle Alto (Chimaltenango) se encontraron
tres especies de Fusarium (F. equiseti, F. graminearum y Fusarium sp). Fusarium
equiseti puede causar mal de talluelo (“damping-off”) en coniferas de Norteamérica y
Africa (Gordon et al. 2015). Esta enfermedad también ha sido reportada para el pinabete,

afecta las plantulas en vivero y es causada por hongos de los géneros Phytophthora,
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Pythium, Rhizoctonia y Fusarium (Sanchez 2013). No se observaron sintomas de
pudricién o marchitamiento por Fusarium en las hojas del pinabete infestadas con la
enfermedad del alga verde, por lo que la presencia de esta especie puede deberse a la

acumulacion de esporas en la biopelicula.

Por otra parte, Fusarium graminearum es un hongo pardsito que causa la
fusariosis de la espiga en maiz y trigo. Sin embargo, esto no sugiere que esta especie esté
afectando al pinabete, ya que se encuentra reportada Gnicamente para gramineas (Miller
et al. 2007). En un estudio realizado por Malaissi (2016), se aislaron ésta y otras seis
especies de Fusarium (incluyendo F. equiseti) a partir de hojas de 14 familias de
angiospermas, y se hallaron diez especies de plantas no gramineas como hospedantes
alternativos de F. graminearum. Se encontro que estas plantas actian como una fuente de
indculo del hongo, ya que las esporas se acumulan en las hojas y flores donde pueden
permanecer incluso por varios afios. Tomando esto en consideracion, el hongo
probablemente provenga de plantaciones de maiz aledafias, un cultivo ampliamente
distribuido en Guatemala que suele mezclarse con pinabete en sistemas agroforestales
(INAB 2018). Se recomienda realizar estudios posteriores para monitorear la incidencia
de Fusarium en esta localidad, ya que puede ocasionar enfermedades en el pinabete y en

otras especies cultivadas en el area.

En la finca Buena Vista se aislaron las especies Mucor hiemalis, Trichoderma
viride y Trichoderma koningiopsis, las cuales ha sido ampliamente reportadas en hojas de
coniferas. Hayes (1965) investigd la descomposicion de hojarasca de Abies grandis, y
encontré que en hojas recién caidas se encontraban las especies Aspergillus fumigatus y
Penicillium frequentans, mientras que en hojas mas viejas habia una mayor abundancia
de Mucor hiemalis y Trichoderma viride. Los estudios de Aoki y colaboradores (1992) y
Brandsberg (1969) obtuvieron resultados similares, aislando M. hiemalis y T. viride a
partir de hojas en descomposicion de Abies alba y A. grandis, respectivamente. En otros
estudios mas recientes también se han aislado M. hiemalis y T. viride a partir de hojas en
descomposicidn de otras especies de coniferas (Hanackova et al. 2015; Vandegrift et al.

2007; Zamora et al. 2008). La presencia de hongos saproéfitos en las hojas de pinabete
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puede explicarse también por la acumulacion de hojas secas y materia en descomposicion
en la copa de los &rboles. Esto resulta en una mayor deposicion de esporas en las hojas, lo
que contribuye a una mayor infestacion de hongos en la biopelicula (Carroll et al. 1977;
Dix y Webster, 1995).

En general, se encontraron hongos patdgenos, saprofitos y benéficos en la
biopelicula formada sobre las hojas de pinabete. Los hongos patégenos como Fusarium y
Mucor pueden adherirse a la biopelicula e infectar los tejidos de la planta. Es posible que
estos hongos infecten las algas de la biopelicula y sean la causa de la formacion de
parches necrdticos (Hoppert et al. 2010), aunque esto debera ser confirmado en futuras
investigaciones. Los hongos sapréfitos como Aspergillus, Trichoderma y Ulocladium se
encuentran generalmente en el suelo y en hojarasca (Farr et al. 1989), y se encontraron en
las hojas del pinabete probablemente debido a la presencia de particulas de suelo y

materia organica en descomposicion en la biopelicula.

E. Cultivo in vitro

No fue posible obtener cultivos puros de las algas que conforman la biopelicula.
Los hongos, bacterias y diatomeas suelen ser contaminantes comunes en cultivos de
algas, en especial si se establecen a partir de muestras colectadas en campo (Andersen
2005). En este caso, no se le afadid glucosa al medio de cultivo para reducir la
contaminacién por hongos y bacterias (Kuhl y Lorenzen 1964). Aun asi, todos los
cultivos presentaron contaminacion por hongos, por lo que es necesario optimizar el

método de cultivo de las algas asociadas a la enfermedad del alga verde del pinabete.

Los hongos crecieron alrededor de las colonias de algas, lo que sugiere que la
contaminacidn se dio a causa de microorganismos presentes en el material sembrado en el
medio y no por contaminacion ambiental del laboratorio. Ademas, las observaciones bajo
microscopio indican que los hongos crecen junto a las algas en la biopelicula, por lo que
al realizar los raspados para inocular las algas en el medio de cultivo también se

afladieron hifas y esporas de estos mismos hongos. Esto indica que la metodologia de
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desinfeccion de las algas no fue efectiva para eliminar los hongos presentes en la

biopelicula.

Existen varios métodos para aislar algas y establecer cultivos puros, uno de ellos
consiste en realizar un proceso de desinfeccion previo a inocularlas algas en el medio de
cultivo, asi como se realiz6 en este caso. Se le agregd un fungicida de amplio espectro
(Carbendazim) a la solucion desinfectante; este ha sido indicado para la inhibicién de
Fusarium, por lo que es probable que se requiera de una mayor concentraciébn o mas
tiempo de exposicion a los hongos. En este caso solo se utilizé un tratamiento, por lo que
se recomienda evaluar varias concentraciones y combinaciones de antibidticos vy
antifangicos, asi como diferentes tiempos de desinfeccion que puedan eliminar hongos y

bacterias sin afectar el crecimiento las algas.

En caso no sea posible desinfectar las algas por completo, también se recomienda
agregar antibioticos y antifingicos al medio de cultivo para inhibir el crecimiento de
bacterias y hongos. Los antibioticos mas comunes en el cultivo de algas son penicilina,
estreptomicina sulfato y gentamicina, siendo este Gltimo el mas utilizado. Sin embargo,
las cianobacterias y algunas algas eucariotas son sensibles a los antibioticos, por lo que la
exposicion por varios dias puede reducir o incluso inhibir su crecimiento (Andersen 2005;
Holm-Hansen 1964).

Otro método efectivo para el aislamiento de algas consiste en realizar una dilucion
seriada, partiendo de una solucion a una determinada concentracion de células y
diluyéndola varias veces previo al estriado en agar. Esto permite reducir la posibilidad de
contaminaciéon debido a la menor cantidad de microorganismos que se inoculan en el
medio de cultivo (Holm-Hansen 1964). También es posible separar las algas de otros
microorganismos utilizando filtros de membrana, con un tamafio de poro que permita el
paso de bacterias y esporas de hongos, manteniendo las algas de mayor tamafio (Andersen
2005).

91



Se recomienda utilizar un medio de cultivo Bold Basal (BBM) o BG-11, ya que
promueven especialmente el crecimiento de algas y han sido los més utilizados (llavarasi
et al. 2011). El desarrollo de un protocolo de cultivo in vitro permitird establecer cultivos
puros de las algas y facilitara la identificacion de un nimero mayor de especies que

conforman la biopelicula.

F. Comparacion entre localidades

Se encontrd que la composicion de especies de algas y hongos en la biopelicula de
las hojas del pinabete pueden variar de acuerdo a la localidad. Esta variacion puede
deberse a la madurez y la edad de la cobertura sobre las hojas. Se ha demostrado que
existe una sucesion en las biopeliculas de microorganismos similar a la que sucede en los
bosques, ya que la abundancia y riqueza de especies de algas varia de acuerdo al tiempo.
Las algas unicelulares y sarcinoides suelen ser los primeros organismos en formar y
adherirse a la biopelicula; posteriormente se adhieren algas filamentosas, que suelen ser

colonizadores tardios (Schnurr y Allen 2015).

El alga del género Desmococcus se encontrd en las tres localidades, lo que sugiere
que esta especie es un colonizador temprano de la biopelicula, asi como sugieren varios
autores (Schnurr y Allen 2015; Sochting 1997). Se recomienda evaluar mas plantaciones
para confirmar si esta especie se encuentra en todas las localidades con incidencia del
alga. En dos de las localidades se encontraron algas filamentosas (la finca Billeben y
finca Valle Alto), lo que implicaria que estas tienen pinabetes que presentan una
biopelicula mas desarrollada. La edad de los arboles era similar en las tres localidades (8-
10 afios), por lo que esta variacion puede deberse a factores ambientales que varian entre

las localidades.

El pH, la humedad, la iluminacion o la concentracién de nutrientes también
pueden afectar la riqueza de especies de algas en una biopelicula. Se ha demostrado que a
mayor pH de la corteza y a mayor humedad la riqueza de especies de algas aumenta
(Stifterova y Neustupa 2015), aunque seria necesario medir estas variables para asegurar

que estan afectando la riqueza de especies entre localidades. La intensidad de manejo de
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un bosque también puede afectar las especies de una biopelicula, con una mayor riqueza

en regiones con poca cobertura de dosel y alta intensidad de luz (Glaser et al. 2018).

G. Manejo de la enfermedad en las plantaciones

Es necesario tomar en cuenta varias medidas fitosanitarias para realizar un buen
manejo de la enfermedad en las plantaciones de pinabete. Las algas terrestres se dispersan
por medio de fragmentos o células que se transportan a través del viento, agua y animales,
llegando a recorrer largas distancias (Belnap y Lange 2001; Stifterova y Neustupa 2015).
En este caso, los fragmentos de algas pueden transportarse facilmente entre arboles, que
suelen estar a una distancia de dos metros entre si en las plantaciones (INAB 2018).
Ademas, la falta de desinfeccion de herramientas utilizadas para la poda representa una
forma de dispersion directa de la enfermedad entre individuos, transportando fragmentos
de algas y esporas de hongos entre arboles. Tal como lo ha resaltado el INAB (2018),
también es importante realizar un adecuado manejo de la sombra en la plantacién, ya que

la falta de podas y raleos puede incrementar la infestacion de algas y hongos.

La concentracion de nitrégeno se ha estudiado ampliamente como factor limitante
en el crecimiento de algas (Novakova y Neustupa 2015; Poggio 2002). Ismail (2012)
demostro que la aspersion de nitrégeno a diferentes niveles de oxidacion, en forma de
nitrato (NOz") y amonio (NH.*), aumenta la proliferacion de algas epifitas e incrementa la
riqueza de especies en la biopelicula. Estos compuestos estan presentes en los principales
fertilizantes nitrogenados (Ruiz 1999), lo que sugiere que la aplicacion de fertilizantes
foliares podria representar una fuente de nutrientes para las algas. Esto debera ser tomado
en cuenta para el manejo fitosanitario de las plantaciones, y podria ser evaluado como

factor que afecte la infestacién de algas en los arboles.

Es necesario diagnosticar el nivel de infestacion de la enfermedad en las
plantaciones, por lo que se debe cuantificar el crecimiento de la biopelicula con el
objetivo de determinar cudles son los arboles mas afectados. ES por esto que se
recomienda establecer una escala semicuantitativa de infestacion de 0 a 3, con categorias

diferenciables en campo que permitan diagnosticar el estado de la enfermedad los arboles.
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Esta misma metodologia ha sido utilizada por otros autores para medir la biopelicula de
algas en varias coniferas de Europa (Sochting 1997, Neustupa y Albrechtova 2003;
Novakova y Neustupa 2015). Si se forma una cobertura densa de algas también es posible
medir la biomasa pesando hojas individuales antes y después de remover la biopelicula.
En el estudio de Sochting (1997) en Picea abies se muestrearon 100 hojas de 2 afios de
edad por arbol y se determin6é que la cobertura de algas representaba en promedio el
11.6% del peso de cada hoja.

Una vez se haya establecido una metodologia para el monitoreo en las
plantaciones, se recomienda realizar ensayos de campo con pesticidas para evaluar su
efectividad en el control de las algas y hongos. El Instituto Nacional de Bosques (2008)
reporta que el sulfato de cobre ha dado buenos resultados, este es un componente del
caldo Bordelés, un fungicida y alguicida ampliamente utilizado en la agricultura organica
(Reuther et al. 1978). El sulfato de cobre reduce la produccion e inhibe la germinacion de
esporas y compromete la integridad de la membrana celular de los hongos. Ademas, los
iones de cobre catalizan la produccion de radicales libres que causan estrés oxidativo en

las células (Oziengbe y Osazee 2012).

El polisulfuro de calcio (“lime sulfur”) también es efectivo para el control de
liguenes y algas, esta compuesto por hidroxido de calcio y azufre acuoso y su pH es
altamente alcalino (alrededor de 11). Este no debe aplicarse directo al follaje por lo que
no es recomendado para arboles perennifolios como el pinabete. El uso de fungicidas de
amplio espectro también puede reducir la infestacién de hongos en la biopelicula, aungque

estos podrian no afectar a las algas (Beckerman 2008; Reuther et al. 1978).
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IX. CONCLUSIONES

La enfermedad del alga verde del pinabete es causada por una biopelicula de algas
y hongos que se forma sobre el tronco, ramas y hojas, se encontraron en total
cuatro especies de algas y diez especies de hongos en las fincas Billeben, Valle
Alto y Buena Vista.

Se identificaron cuatro especies de algas: dos filamentosas del género
Klebsormidium, una sarcinoide del género Desmococcus y una unicelular
perteneciente a la clase Trebouxiophyceae.

Se identificaron diez especies de hongos: Aspergillus sp., Fusarium sp., F.
graminearum, F. equiseti, Mucor sp., M. hiemalis, Trichoderma sp., T. viride, T.
koningiopsis, Ulocladium sp., aislados a partir de hojas infestadas con la
biopelicula.

En la finca Billeben (Guatemala) se encontraron tres especies de algas
(Desmococcus sp., Klebsormidium sp. y Trebouxiophyceae) y tres especies de
hongos (Aspergillus sp., Trichoderma sp. y Ulocladium sp.)

En la finca Valle Alto (Chimaltenango) se encontraron dos especies de algas
(Desmococcus sp., Klebsormidium sp.) y cuatro especies de hongos (Fusarium
graminearum, Fusarium equiseti, Fusarium sp. y Mucor sp.)

En la finca Buena Vista (San Marcos) se encontré una especie de algas
(Desmococcus sp.) y tres especies de hongos (Mucor hiemalis, Trichoderma
koningiopsis y Trichoderma viride)

El alga Desmococcus sp. fue la Unica especie que se encontré en comin en las tres
localidades, por lo que podria ser un colonizador temprano de la biopelicula

No se encontrd ningun género de hongos que estuviera presente en todas las
localidades, los géneros Mucor y Trichoderma se encontraron en dos de las tres
plantaciones.

95



No fue posible realizar cultivos in vitro de las algas debido a la contaminacion por
hongos presentes en la biopelicula de las hojas del pinabete.

La infestacién de las ramas inicia en la parte inferior de la rama y luego se
extiende a la parte superior, probablemente debido a que la sombra favorece el
crecimiento de algas y hongos.

Las hojas recién brotadas no presentan crecimiento de la biopelicula, por lo que se

asume que la infestacidn inicia, por lo menos, a partir de los cinco meses.
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X. RECOMENDACIONES

Metodologia

Evaluar mas localidades para determinar si comparten las especies de algas y
hongos identificados en este estudio.

Registrar la secuencia del cambio de coloracion de la biopelicula de verde a gris, y
asociarla con el cambio en la riqueza de algas y hongos para establecer una
sucesion de especies.

Elaborar un protocolo de cultivo in vitro de las algas asociadas a la enfermedad
del alga verde del pinabete, optimizando el método de purificacion de las algas
por medio de la adicidn de antifingicos de amplio espectro en el medio de cultivo,
dilucion seriada o filtracion a través de membranas.

Una vez se hayan realizado cultivos in vitro de las algas, realizar un analisis
genético por medio de marcadores moleculares para confirmar la identificacion a
nivel de especie.

Comparar la riqueza de especies de algas en funcion de la edad de las hojas, para
establecer si las hojas mas viejas tienen una diferente composicion de
microorganismos.

Evaluar factores ambientales que puedan estar afectando la riqueza de especies de
algas de la biopelicula, estableciendo una correlacion con variables como la
sombra, humedad, pH de la corteza y la deposicion de nitrogeno.

Determinar si existe una relacién simbidtica de mutualismo o parasitismo entre las
algas y los hongos identificados por medio de tinciones y técnicas de cultivo in

vitro.
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Manejo de la enfermedad en las plantaciones

Segun las especies de hongos identificados, realizar ensayos in vitro para evaluar
el potencial de inhibicion de ciertos pesticidas, previo a realizar ensayos en
campo.

Desarrollar una escala de infestacion de la enfermedad de 0 a 3 con el objetivo de
diagnosticar los arboles y facilitar el monitoreo de la enfermedad en las
plantaciones.

Complementar el monitoreo de infestacion de la enfermedad midiendo la biomasa
de la biopelicula, pesando las hojas de pinabete antes y después de remover la
cobertura de algas.

Monitorear la incidencia de enfermedades en cultivos aledafios ya que los hongos
patogenos pueden acumularse en la biopelicula de algas sobre las hojas del

pinabete.

Una vez establecido un método de monitoreo de la enfermedad, realizar ensayos
en campo con diferentes pesticidas (sulfato de cobre, Mancozeb) para evaluar su

efectividad en el control de las algas y hongos identificados.

Registrar la estacionalidad de la enfermedad por medio del monitoreo de brotes
nuevos para identificar los meses de colonizacion de la biopelicula, lo que
permitird conocer el periodo 6ptimo para la aplicacion de pesticidas.

Resaltar la importancia de las podas y el raleo en las plantaciones de pinabete, ya
que la falta de estas disminuye la iluminacion y aireacién en la copa del arbol,
favoreciendo el desarrollo de la enfermedad.

Elaborar un manual con la informacion béasica de la enfermedad del alga verde y
recomendaciones para su manejo, con el objetivo de apoyar a los productores de
pinabete en la identificacion, monitoreo y tratamiento de la enfermedad en las

plantaciones.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Informacién de los marcadores utilizados para la identificacién de hongos

Marcador Secuencia de los cebadores (direccion 5°- 3”) | Tamafo esperado (pb)

EF F: CACGGTTGCAAGCTTTGTCC

1070

R: TTGAATGACGATCGCGGGTGC

ITS F: ATGGCCGAGGTCGCTCACAA

1250

R: ATACTCGCCTGCTTGAACGCG

Anexo 2. Receta de PCR para la amplificacion de marcador EF

Reactivo Cantidad (uL) 1 reaccion | Cantidad (uL) 12 reacciones
H20 17.7 212.4

Buffer 10x, MgCl, 256mM | 2.5 30

dNTP’s 25mM 1 12

Primer (forward) 10mM 1.3 15.6

Primer (reverse) 10mM 1.3 15.6

Taq polimerasan 5U/uL 0.2 2.4
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Anexo 3. Receta de PCR para la amplificacion de marcador ITS

Reactivo Cantidad (pL) 1 reaccion | Cantidad (uL) 12 reacciones
H20 17.7 212.4

Buffer 10x, MgCl, 25mM | 2.5 30

dNTP’s 25mM 1 12

Primer (forward) 10mM 1.3 15.6

Primer (reverse) 10mM 1.3 15.6

Taq polimerasan 5U/uL 0.2 2.4

Anexo 4. Programa de termociclador para la amplificacion de marcador EF

Repeticiones Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial | 95 15 minutos

35 ciclos Desnaturalizacion 94 30 segundos
Anillamiento 52 90 segundos
Extension 72 1 minuto
Extension final 60 30 minutos

Anexo 5. Programa de termociclador para la amplificacién de marcador ITS

Repeticiones Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial | 95 15 minutos

35 ciclos Desnaturalizacion 94 30 segundos
Anillamiento 56 90 segundos
Extension 72 1 minuto
Extension final 60 30 minutos




Anexo 6. ldentificacion de hongos aislados de hojas de pinabete con base en las
secuencias de regiones amplificadas EF e ITS

Muestra Marcador Identificacion Porcentaje de Porcentaje de
cobertura identidad
1 EF Fusarium graminearum 93.00% 96.00%
FVRRES
ITS Fusarium graminearum isolate 99.00% 100.00%
PAK-14
2 EF Fusarium equiseti strain 92.97 % 96.04 %
Salicorn 8
ITS Fusarium equiseti isolate Anna6 99.57 % 100.00 %
3 EF Trichoderma viride strain 94.54 % 97.95 %
GJS89-127
ITS Trichoderma viride strain 90.78 % 94.23 %
CTCCSJ-A-SD33116
4 EF Mucor hiemalis f. hiemalis 87.23 % 93.55%
ITS Mucor hiemalis isolate 99.31 % 99. 65%
SL71 64a Y2
5 EF Trichoderma koningiopsis 86.88 % 96.14 %
isolate XXTF7
ITS Trichoderma koningiopsis strain 19.23 % 100.00%
NECC30678




