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RESUMEN 

 
 

La teca (Tectona grandis L.f.) es una de las especies maderables más cultivadas alrededor del mundo. 

Conforme la producción de cultivo maderable ha aumentado, también ha tomado relevancia una 

enfermedad conocida como muerte descendente de la teca, de la cual se informan niveles de incidencia 

del 13% en las plantaciones de teca en Costa Rica. Esta investigación se realizó en plantaciones 

comerciales de teca de las zonas de Parrita y Pococí, en donde se realizaron inspecciones fitosanitarias 

y la recolección de muestras de tejido vascular de ramas de árboles con la sintomatología de la muerte 

descendente. El diagnóstico de los agentes causales de la enfermedad se llevó a cabo basado en análisis 

morfológicos y moleculares. Asimismo, se determinó la patogenicidad de los hongos mediante los 

postulados de Koch y la severidad de las lesiones en árboles inoculados con los potenciales patógenos. 

Luego de realizar las inspecciones fitosanitarias en las plantaciones de teca, se determinaron niveles 

de incidencia de la enfermedad de 15.18% y 14.29% en plantaciones de Parrita. Para las plantaciones 

de Pococí, se encontraron niveles de incidencia de 6.63%, 9.64% y 7.83%. A partir de los aislamientos 

de hongos obtenidos de muestras de tejido vascular de ramas de teca, se identificaron 

morfológicamente hongos de la familia Botryosphaeriaceae y el análisis molecular de la región del 

espaciador transcrito interno (ITS) permitió identificar a Neofusicoccum parvum en una de las 

plantaciones de Parrita y varios hongos del género Lasiodiplodia en ambas zonas del estudio. Los 

aislamientos de Lasiodiplodia (Pc2 y Pc3) provenientes de Pococí, produjeron síntomas severos de 

necrosis y sus características fueron las mismas que las observadas en los primeros aislamientos. Para 

estos aislamientos el análisis molecular reportó dos posibles especies, las cuales fueron L. theobromae 

y L. brasiliensis. Estos permiten concluir que ambas especies son candidatas a ser los agentes causales 

de la muerte descendente en árboles de teca.  
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ABSTRACT 

 
 

The teak (Tectona grandis L.f.) is one of the most widely cultivated timber species around the world. 

As timber crop production has increased, a disease known as "teak dieback" has also gained 

prominence, with reported incidence levels of 13% in teak plantations in Costa Rica. This research 

was carried out in commercial teak plantations in the Parrita and Pococí areas, where the diagnosis of 

the disease was based on morphological and molecular analysis of the pathogens. The pathogenicity 

and severity of the lesions caused by these organisms were also determined using Koch's postulates. 

From phytosanitary inspections in teak plantations, disease incidence levels of 15.18% and 14.29% 

were determined in plantations in Parrita. For the Pococí plantations, incidence levels of 6.63%, 9.64% 

and 7.83% were found. Of all the isolates obtained from samples of vascular tissue of teak branches 

with symptoms of downward death, fungi of the Botryosphaeriaceae family were morphologically 

identified. This was corroborated by molecular analysis of the internal transcribed spacer (ITS) region 

of the fungal DNA, from which Neofusicoccum parvum was identified in one of the Parrita plantations 

and several fungi of the genus Lasiodiplodia sp. in both study areas. The Lasiodiplodia isolates (Pc2 

and Pc3) from Pococí produced severe symptoms of necrosis and their characteristics were the same 

as those observed in the first isolates. For these isolates, molecular analysis reported two possible 

species, which were L. theobromae and L. brasiliensis. These allow us to conclude that both species 

are candidates to be the causal agents of downward death in teak trees. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cultivo de teca (Tectona grandis L.f.) es una de las principales especies maderables 

utilizadas para la reforestación en zonas tropicales debido a sus características de excelente 

rendimiento, alta calidad y durabilidad (Baltodano, 2007). De acuerdo con Fernández (2014) esta 

especie forestal ha sido ampliamente distribuida en América Central principalmente por empresas 

multinacionales y pequeños productores, esto se debe a que las plantaciones de teca representan una 

actividad económica muy rentable en comparación con otras actividades del sector pecuario o 

agrícola.  

En Costa Rica, el cultivo de la teca cuenta con una extensión de 47.167 ha (INEC, 2015), las 

cuales se encuentran establecidas mayormente en las provincias de Puntarenas, Guanacaste y en 

algunas partes de la zona norte del país (Martínez, 2015).  

Conforme la producción de la teca se ha incrementado, una serie de plagas y enfermedades 

han ido tomando importancia, las cuales inciden directa e indirectamente en las plantaciones afectando 

los rendimientos productivos. Según Arguedas et al. (2019) a nivel nacional se han identificado 53 

especies de insectos, 34 patógenos, 2 vertebrados y 4 muérdagos, como los principales problemas 

fitosanitarios asociados a este cultivo. Sin embargo, uno de los principales problemas que afectan al 

cultivo de la teca es la enfermedad conocida como “muerte descendente o decaimiento lento de la 

teca”, la cual se caracteriza por clorosis, pérdida del follaje y necrosis de la copa en un patrón 

descendente hasta provocar la muerte del árbol (Arias et al., 2005).  

En Costa Rica, la enfermedad de la muerte descendente de la teca se ha observado en 

plantaciones con edades entre los 7 a 12 años, presentando niveles de incidencia de hasta un 13% 

anualmente. Dicha enfermedad se ha reportado principalmente en zonas con precipitaciones de 

alrededor de los 4000 mm anuales y con niveles freáticos elevados (Arias et al., 2005). Varios autores 

mencionan que esta enfermedad podría estar asociada a diferentes factores edafoclimáticos que 

favorecen el desarrollo de complejos fitopatológicos, los cuales ingresan a través del sistema radical 

del árbol y se translocan al tejido vascular provocando obstrucción e impidiendo el libre flujo de agua 

y nutrientes inorgánicos, causando la muerte del árbol (Arias et al., 2005; Arguedas et al., 2004).  

La muerte descendente es una de las enfermedades más importantes que afectan a las 

plantaciones de teca a nivel nacional. Estudios fitopatológicos han reportado a diferentes especies de 

Fusarium Link ex Grey (Murillo et al., 2014; Arguedas et al., 2004; Balasundaran y Sankaran, 1991) 
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y Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst (Belezaca et al., 2018; Solano et al., 2019) en árboles con la 

sintomatología de la enfermedad. Asimismo, otras investigaciones también asociaron esta patología a 

hongos de la familia Botryosphaeriaceae como potenciales agentes causales de la enfermedad (INIAP, 

2017; Doilom et al, 2015).  

A pesar de todos los reportes de posibles agentes causales de la muerte descendente en la teca, 

existe incertidumbre sobre la patogenicidad de estos organismos y su relación con los síntomas de la 

enfermedad (Borges et al., 2015; Doilom et al., 2015). De acuerdo con Agrios (2005) y Rivera (2018) 

no todos los organismos presentes en un tejido enfermo son considerados fitopatógenos, ya que estos 

podrían estar aprovechando lesiones originadas por los principales agentes causales.  

De lo anterior es necesario determinar cuál o cuáles de estos microorganismos son las 

causantes de la sintomatología. Uno de los métodos más utilizados para realizar este proceso de 

diagnóstico es a través de los Postulados de Koch, el cual es un procedimiento que permite la 

comprobación patogénica de la mayoría de los microorganismos y que resulta de gran utilidad cuando 

se investigan los agentes causales de una enfermedad (Rivera, 2018). 

En este contexto, surge la necesidad de determinar los agentes causales de la enfermedad 

conocida como muerte descendente en el cultivo de la teca en Costa Rica, para reducir o disminuir los 

problemas ocasionados por esta patología en este cultivo. Este diagnóstico debe iniciarse con la 

búsqueda de microorganismos fitopatógenos asociados a la enfermedad, para luego seleccionarlos y 

comprobar su patogenicidad y demostrar de esta forma la relación directa con la sintomatología 

observada en campo.  

Conocer la etiología de una enfermedad es crucial para estudios epidemiológicos y para un 

mejor entendimiento de la distribución e importancia del patógeno, así como para poder establecer 

estrategias de manejo acorde a las necesidades del sistema de producción (Picos et al., 2015). 
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1.1 OBJETIVOS 
 

1.1.1 Objetivo general 
 

Diagnosticar los agentes causales de la muerte descendente de la teca en plantaciones comerciales de 

Parrita y Pococí de Costa Rica. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 
 

 Determinar la incidencia de la muerte descendente de la teca en plantaciones comerciales 

de Parrita y Pococí. 

 Identificar morfológica y molecularmente los patógenos asociados a la sintomatología de 

la muerte descendente en árboles de teca. 

 Demostrar la patogenicidad de los microorganismos aislados mediante los postulados de 

Koch. 

 Evaluar la severidad de los síntomas de la muerte descendente en árboles inoculados con 

los patógenos.  
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 
 

2.1. El cultivo de la teca y su origen 

El cultivo de teca es una especie forestal originaria de las regiones tropicales del sudoeste 

asiático de la India, Myanmar, Laos y Tailandia (Hernández, 2017). Esta especie fue introducida por 

primera vez en el continente americano en Trinidad y Tobago, y posteriormente su cultivo se extendió 

a otras regiones de Centro y Suramérica. Las primeras plantaciones en Costa Rica fueron establecidas 

entre 1926 y 1929 (Fonseca, 2003). 

2.2. Clasificación taxonómica y descripción botánica de la teca 

Según NCBI (2018), el cultivo de la teca se clasifica taxonómicamente de la siguiente manera: 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de la teca 

Taxones 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Lamiales 

Familia Lamiaceae 

Género Tectona 

Especie Tectona grandis L.f. 

 

2.3. Descripción botánica 

Según Chávez y Fonseca (1991) la teca es un árbol grande, deciduo, puede alcanzar más de 

50 m y 2 m de diámetro. Es de fuste recto, con corteza áspera y fisurada de 1.2 mm de espesor y de 

color café claro. Las hojas son simples, opuestas, de 11 a 85 cm de largo y de 6.0 a 50 cm de ancho. 

Las inflorescencias son panículas terminales, con flores de calíz campanulado y de color amarillo 

verdoso. El fruto es subgloboso, tetrágono, aplanado, algo carnoso, con exocarpo delgado y endocarpo 

grueso; con cuatro celdas que encierran de una a dos semillas de 5.0 mm de largo. 

2.4. Importancia económica del cultivo de la teca 

La teca es una de las especies maderables más cultivadas alrededor del mundo, según Kollert 

y Cherubini (2012) se estima en alrededor de 4.346 millones de ha distribuidas en 43 países 

productores, de las cuales el 83% se encuentran en Asia, 11% en África y un 6% en América tropical.  
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Esta especie maderable se ha establecido ampliamente por su fácil propagación, manejo y por 

poseer una madera de excelente calidad, la cual se caracteriza por su dureza, durabilidad, resistencia 

y buena trabajabilidad. Además de estas características, la teca es una especie exótica que no es 

invasiva (no afecta a los ecosistemas locales) y si se cultiva mediante buenas prácticas de silvicultura 

el impacto de erosión es mínimo, lo cual la convierte en una excelente opción para programas de 

reforestación (Camino y Pierre, 2013).  

A nivel mundial, el comercio de este cultivo se encuentra dominado principalmente por países 

asiáticos, cuyo mayor importador es la India (70%), seguido por China, Alemania, Italia, Suiza y 

Estados Unidos. Por otra parte, dentro los principales exportadores se encuentran países de América 

Latina como Ecuador, El Salvador, Costa Rica, Panamá y Brasil (Kollert y Cherubini, 2012).  

En Costa Rica, se registran alrededor de 3.239 fincas productoras, lo que representa un área 

cultivada de 47.167 ha de teca (INEC, 2015). En el país la comercialización de la madera está dirigida 

principalmente a la exportación de la madera en bruto (31,9%), aserrada (29,4%), paletas, cajones y 

similares (33,1%) y otros usos (1,9%), para los mercados de Estados Unidos, India, Singapur y China. 

En el caso de las importaciones, estas son mayoritariamente de madera aserrada (47,71%) 

provenientes de Chile, China, Estados Unidos, Brasil, Colombia y Guatemala (ONF, 2017).  

2.5. Enfermedades del cultivo de la teca 

En el área de la protección forestal se ha observado un incremento considerable en la cantidad 

de problemas fitosanitarios, los cuales se han visto aumentados tanto en su frecuencia como en la 

severidad de los daños causados a las plantaciones. Existe gran diversidad de patógenos que afectan 

al cultivo de la teca, pero dentro de ellos los que provocan mayores daños son los que se alojan en el 

fuste (tronco) y las raíces de los árboles, causando pérdidas económicas importantes por los daños 

producidos a la madera. En la Tabla 2, se muestra una lista de los principales patógenos que afectan 

el fuste y las raíces de la teca reportados a nivel de Centroamérica. 
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Tabla 2. Principales patógenos asociados al cultivo de la teca en Centroamérica 

Parte afectada Patógenos 

Fuste 

aAgrobacterium tumefaciens, aBotryodiplodia sp., aErythricium 

salmonicolor (Berk. & Broome) Burds, aNectria nelumbicola Henn, 
aFusarium sp., bScytalidium sphaerosporum Sigler & Kang 

Raíz 
bFusarium oxysporum Schltdl, bFusarium solani (Mart.) Sacc., 
aPhytophthora spp. 

aArguedas (2003). bMurillo et al. (2014). 

 

  

2.6. La muerte descendente de la teca en Costa Rica 

En Costa Rica durante los últimos años se ha reportado la incidencia de una enfermedad 

conocida como muerte descendente o decaimiento lento de la teca, en las principales regiones 

productoras del país, tales como Huetar Norte, Atlántico y Chorotega (Arguedas et al., 2004). Esta 

enfermedad es considerada la de mayor importancia en el cultivo de la teca, debido a la alta incidencia 

de mortalidad (13%) (Arias et al., 2005). Los síntomas externos de esta enfermedad se han observado 

en plantaciones con edades de 7 a 12 años (Murillo et al., 2014), coincidiendo con los primeros raleos 

comerciales, los cuales se realizan normalmente en plantaciones de 8 y 12 años (González, 2014). 

Debido a lo anterior, los productores han optado por hacer cosechas tempranas para evitar un mayor 

deterioro en la calidad de la madera, sin embargo, esto ha llevado a una disminución en los 

rendimientos productivos y pérdidas económicas.  

2.6.1. Síntomas de la muerte descendente de la teca 

Esta enfermedad se caracteriza por la clorosis generalizada de hojas, retraso en el crecimiento, 

marchitez generalizada, pérdida de follaje, copas pequeñas y muerte descendente de partes aéreas. 

Estos síntomas comienzan a evidenciarse desde la parte apical hacia la parte baja del árbol, 

provocando la muerte del árbol en patrón descendente (Belezaca et al., 2018). 

2.6.2. Patógenos asociados a la muerte descendente de la teca 

Estudios fitopatológicos sobre la muerte descendente de la teca en Costa Rica han reportado 

la presencia de hongos como Fusarium sp. en árboles con la sintomatología de la enfermedad 

(Arguedas et al., 2004). Este mismo género de hongo fue reportado por Murillo et al. (2014), los 

cuales identificaron a F. oxysporum, F. solani, y S. sphaerosporum en muestras de raíces y ramas de 

árboles. Sin embargo, Murillo et al. (2014) mencionan que dichos hongos podrían no ser los 
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principales agentes causales de dicha enfermedad y que esta patología podría estar siendo ocasionada 

por otros hongos fitopatógenos de mayor relevancia y peligrosidad aún no identificados.  

En investigaciones realizadas en zonas productoras de la India, el hongo F. solani fue 

reportado como un posible patógeno asociado a la producción de cancros y muerte descendente en 

teca (Balasunduran y Sankaran, 1991).  

En Ecuador, una de las principales zonas productoras de teca, se ha reportado el hongo C. 

fimbriata en árboles de teca con síntomas de muerte descendente, causando necrosis y obstrucción de 

haces vasculares (Solano et al., 2019). 

Además de los anteriores patógenos mencionados, se cree que la enfermedad de la muerte 

descendente de la teca también podría estar asociada a un grupo de hongos fitopatógenos 

pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae (Doilom et al., 2015). Los hongos patógenos de esta 

familia son organismos oportunistas y se aprovechan de condiciones de estrés causadas por el clima, 

deficiencias nutricionales y heridas para infectar a los árboles (Suárez, 2016). Varias especies de 

hongos de esta familia han sido reportadas afectando la teca, entre ellos hongos del género 

Lasiodiplodia (Doilom et al., 2015). El género Lasiodiplodia Ellis & Everh. ha sido reportado 

causando muerte descendente en otras especies leñosas y frutales, tales como el aguacate (Alama et 

al., 2006), cítricos (Fischer et al., 2009), mango (Khanzada et al., 2005), papaya (DaSilva et al., 2012), 

y uva (Batista et al., 2010).  

2.7. Patogenicidad y postulados de Koch  

Una de las problemáticas relacionadas a la enfermedad de la muerte descendente de la teca, ha 

sido la identificación de los fitopatógenos. Diversos estudios reportan diferentes microorganismos 

como los posibles agentes causales de la enfermedad, sin embargo, gran parte de estos carecen de 

estudios que demuestren su patogenicidad. Según Rocha et al. (2004) la patogenicidad es la capacidad 

intrínseca que tienen algunos organismos para producir una enfermedad en un hospedero susceptible. 

Por lo que resulta de gran importancia identificar cuáles de estos organismos son los responsables de 

producir la enfermedad, ya que como lo menciona Rivera (2018), cuando hay lesiones de una 

enfermedad generalmente se encuentran varios organismos y no todos de ellos resultan ser los 

patógenos.  

Para determinar cuáles de estos organismos son patogénicos, existe un procedimiento sencillo, 

el cual fue propuesto por Robert Koch (1843-1910) y se conoce como los postulados de Koch. Este 
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consiste en una serie de cuatro pasos que permiten comprobar la patogenicidad de la mayoría de los 

microorganismos (Rivera, 2018). Estos pasos son: 

I. El organismo sospechoso debe estar en todos los individuos que presentan la enfermedad. 

II. El organismo debe ser aislado en un medio de cultivo y obtenerse en forma pura, para registrar 

sus características morfológicas, bioquímicas o moleculares.  

III. El organismo debe ser inoculado en plantas sanas de la misma especie de donde se obtuvo y 

producir los mismos síntomas observados al inicio. 

IV. El organismo debe ser reaislado a partir de las plantas inoculadas y las características de este 

deben ser las mismas que las observadas en el segundo postulado. 

2.8. Manejo de enfermedades en el cultivo de la teca 

 

Como parte del manejo de las enfermedades fungosas que afectan a la teca, se menciona el 

manejo cultural, químico y biológico.  

Dentro de las medidas de manejo cultural, se encuentra el uso de árboles sanos 

(micropropagación) y libres de enfermedades, buenas prácticas fitosanitarias en labores como las 

podas, raleos o deshijas, y el monitoreo de enfermedades (Batista et al., 2010; Fonseca, 2003).  

En relación con el manejo químico, se menciona el uso de productos como el benomil, 

carbendazim, metil tiofanato, propiconazol, metalaxyl y mancozeb para el manejo de los principales 

patógenos asociados a enfermedades fungosas que afectan a la teca (Khanzada et al., 2005; El-Habba 

et al., 2016, Picos et al. 2015).  

Con respecto al combate biológico, este es considerado como una de las técnicas preferibles 

para el manejo de enfermedades, principalmente por el reducido impacto que produce en el ambiente. 

Este consiste en el uso de organismos vivos que funcionan como antagonistas de organismos 

patógenos, permitiendo reducir las poblaciones o el impacto de estos a niveles menos perjudiciales 

para las plantas (Jacas et al., 2005; Valdés, 2014). En el cultivo de la teca se reporta el uso de 

microrganismos antagonistas como Trichoderma spp., Bacillus sp. y Enterobacter para el manejo 

preventivo de enfermedades fungosas que afectan a cultivos forestales (Borges et al., 2018). 

 

 

-* 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Localización del estudio 

El área de estudio se ubicó en el cantón de Parrita de la provincia de Puntarenas y en el cantón 

de Pococí de la provincia de Limón (Tabla 3). 

El cantón de Parrita se caracteriza por tener un clima húmedo muy caliente, con periodo seco 

definido, temperatura media anual de 25 a 27 °C y una precipitación media anual entre 3080 a 3420 

mm (Corrales, 2012; Solano y Villalobos, 2000). El territorio de Pococí presenta un clima tropical 

húmedo y abundantes lluvias durante la mayor parte del año. La temperatura promedio anual es de 

26.5 °C y con una precipitación media anual de 4500 mm (Bogantes y Mora, 2017; INDER, 2014; 

Solano y Villalobos, 2000). 

Tabla 3. Localidades muestreadas en la investigación  

Finca Localidad Cantón 
Altitud 

(msnm) 
Coordenadas 

Pr1 Guapinol Parrita 133 9°33'22''N 84°23'59''W 

Pr2 Guapinol Parrita 161 9°33'29.35''N 84°24'24.28''W 

Pc1 El Humo, Roxana Pococí 95 10°16'34''N 83°43'20''W 

Pc2 El Humo, Roxana Pococí 99 10°16'23''N 83°43'05''W 

Pc3 Floritas, Jiménez Pococí 114 10°15'53''N 83°44'17''W 

 

3.2. Muestreo de material vegetal 

En cada zona de estudio se seleccionaron tres fincas con plantaciones de teca con edades de 7 

a 12 años, con características de manejo, densidades de siembra y topografía similar. En cada finca se 

establecieron dos parcelas de 500 m2 para la recolección de datos y muestras, de acuerdo con la 

metodología utilizada por Belezaca et al. (2018). Por cada parcela se muestrearon tres árboles con 

síntomas externos de clorosis, necrosis apical, marchitez generalizada y ramas muertas. Se tomaron 

ramas de 20.0 cm de largo y 5.0 cm de diámetro de las partes apicales, para hacer una muestra 

completa de cuatro ramas por árbol (Rodríguez et al, 2015). El material obtenido fue transportado en 

bolsas plásticas debidamente identificado y fue depositado dentro de una hielera para evitar la 

deshidratación de las muestras.  

Posteriormente el material fue trasladado al Laboratorio de Fitopatología de la Escuela de 

Ciencias Agrarias de la UNA, para su análisis. El procesamiento del material se realizó posterior a la 
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llegada; sin embargo, aquel que no pudo ser procesado el mismo día se refrigeró una temperatura 

aproximada de 6°C hasta su respectivo análisis.  

3.3. Evaluación de la incidencia y sintomatología de la enfermedad en campo 

Para la evaluación de los síntomas e incidencia de la enfermedad en campo, se utilizó la 

metodología propuesta por Belezaca et al. (2018). Esta evaluación consistió en realizar recorridos 

dentro de las parcelas de 500 m2, con la finalidad de determinar la totalidad de árboles sanos, árboles 

con síntomas de la enfermedad. Se calculó la incidencia de la enfermedad de acuerdo con el método 

utilizado por Valencia (2018), mediante la ecuación de Incidencia (%) = (a/A)*100; donde a: es el 

número de árboles con síntomas de muerte descendente y A: el total de árboles observados. 

3.4. Aislamiento de microorganismos fitopatógenos  

Las ramas traídas del campo se limpiaron con agua destilada estéril y se cortaron secciones de 

rama de 10.0 cm de largo con descoloración vascular. Posteriormente, se cortaron trozos de tejido 

vascular de aproximadamente de 1.0 cm y se colocaron dentro de una gaza, la cual se sumergió en 

alcohol al 75% durante 30 s, luego en una solución de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5% durante 

60 s, y por último se realizaron dos lavados con agua destilada estéril por 60 s cada uno. (Olmo et al, 

2016). Finalizado el proceso de desinfección, se llevaron los trozos de tejido vascular a la cámara de 

flujo laminar, donde se procedió a depositar porciones de tejido en el interior de platos Petri con medio 

de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) acidificado (Anexo A y B). Los platos Petri fueron sellados 

con papel parafilm y llevados a incubación en condiciones de oscuridad a 26°C, hasta que se observara 

crecimiento de micelio. Los hongos aislados fueron purificados en platos Petri con PDA + ácido 

láctico, hasta obtener cultivos totalmente puros.  

Todos los hongos fitopatógenos aislados fueron conservados en viales de 3.7 ml de capacidad, 

con 2.0 ml de PDA previamente acidificado. En cada vial se colocó una sección del cultivo puro de 

cada uno de los aislamientos y se incubó a temperatura ambiente por 7 días. Una vez que el medio del 

cultivo en el vial fue colonizado, se adicionó aceite mineral estéril a los viales y se almacenaron a una 

temperatura de 10°C. 

 

3.5. Identificación taxonómica y caracterización morfológica de los microorganismos aislados  

Los diferentes aislamientos de hongos se identificaron taxonómicamente con base en los 

rasgos morfológicos y con claves dicotómicas. Para ello, se observaron las características del micelio, 

la formación de cuerpos fructíferos y el tipo de esporas (forma, color, estriación, septación, presencia 
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de paráfisis y células conidiogénicas), de acuerdo con los descrito por Phillips et al. (2013) y la clave 

para identificación de fases asexuales de hongos Barnett y Hunter (2006). 

Se determinaron las tasas de crecimiento, mediante la fórmula utilizada por Barreto y 

Anaguano (2014): 

 

𝑇𝑐 =
𝐶𝑓 − 𝐶𝑖

𝑇𝑓 − 𝑇𝑖
 

 

Donde: Tc: Tasa de crecimiento (mm), Cf: crecimiento diametral final (mm); Ci: crecimiento 

diametral inicial (día uno); Tf: tiempo final (al finalizar el crecimiento fúngico); Ti: tiempo inicial 

(día uno).  

 

Para la esporulación de los hongos, se cultivaron los aislamientos en medio de cultivo PDA y 

acículas de pino previamente autoclavadas, los cuales fueron incubados a 25 °C por 3 a 6 semanas 

hasta observar la presencia de cuerpos fructíferos (Berraf et al., 2020). Una vez esporulados, se fijaron 

en portaobjetos estériles. Para ello, se tomaron porciones de micelio de los aislamientos, los cuales se 

colocaron en portaobjetos y se les añadió una gota de lactofenol y fueron observados al microscopio 

para observar las características diagnósticas. 

3.6. Identificación molecular  

El proceso de extracción y purificación de ADN, así como las pruebas de PCR se realizaron 

por la contratación de los servicios del Laboratorio de Técnicas Moleculares del Centro de 

Investigación en Protección de Cultivos (CIPROC) de la Universidad de Costa Rica (UCR).  

3.6.1 Extracción y purificación de ADN 

A partir de los aislamientos obtenidos de las fincas de estudio, se hicieron cultivos 

monospóricos; los cuales se incubaron por un periodo no mayor a 4 días para luego ser llevados al 

Laboratorio de Técnicas Moleculares del CIPROC, donde el ADN de los aislamientos se extrajo 

mediante el protocolo de extracción planteado por Trout et al. (1991), (Anexo C).  

3.6.2 Amplificación por PCR de la región ITS 

La amplificación del espaciador transcrito interno (ITS) en la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) fue llevada a cabo usando los cebadores ITS4 [5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC 

-3’] e ITS5 [5’- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3’] (White et al., 1990). El perfil térmico para 
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la prueba de PCR se detalla en la Tabla 4. Posterior a la amplificación, los productos de la PCR fueron 

verificados por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% a 90 V durante 25 min para corroborar el 

tamaño de banda esperado.  

Tabla 4. Perfil térmico utilizado para la amplificación de las regiones ITS en la PCR  

   Programa Etapa         Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos 

1 Desnaturalización inicial 94 2 1 

 Desnaturalización 94 1 35 

 Anillamiento 55 1  

 Extensión 72 1  

  Extensión final 72 10 1 

Datos proporcionados por el Laboratorio de Técnicas Moleculares del CIPROC. 

3.6.3 Secuenciación  

Una vez obtenidos los productos de la PCR, estos fueron enviados a la empresa Macrogen 

Inc., en Corea para su purificación y la secuenciación del ADN e identificación de los 

microorganismos. Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas con el programa BioEdit 

(Hall, 1999).   

3.7. Pruebas de patogenicidad 

Para determinar la patogenicidad de los aislamientos, se utilizaron árboles de teca de 3 meses 

de edad según lo establecido por Rodríguez (2018), los cuales fueron cultivados en bolsas de 

polietileno de 30.0 cm de ancho por 38.0 cm de alto, con sustrato esterilizado. Estos árboles se 

colocaron bajo condiciones de ambiente semi-protegido (malla sarán) y se mantuvieron bajo estas 

condiciones hasta la realización de las pruebas de patogenicidad.   

Para la prueba de patogenicidad, se realizaron tres repeticiones por cada aislamiento obtenido 

y un testigo. Una vez listos los árboles y obtenido todos los aislamientos de los hongos, se procedió a 

realizar la inoculación. Este proceso se realizó mediante el método utilizado por Rodríguez et al. 

(2015), el cual consistió en realizar una herida cerca del ápice con crecimiento vegetativo activo del 

árbol e inmediatamente se colocó sobre la herida un disco de agar de 5,0 mm con crecimiento activo 

del hongo (8 días de edad) y posteriormente se cubrió con algodón y se selló con papel parafilm 

(Anexo D). Finalmente, se humedeció el algodón con agua destilada estéril mediante una aguja 

hipodérmica. Los tratamientos control fueron inoculados con discos de agar, pero sin crecimiento del 

patógeno. Los árboles fueron mantenidas bajo condiciones de ambiente semi-protegido por un periodo 

de 3 meses para determinar la patogenicidad de los hongos aislados. De los árboles que mostraron 
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síntomas asociados a la muerte descendente, se tomaron muestras y se hicieron reaislamientos los 

cuales se incubaron por un periodo de 14 a 21 días a 25-26 °C y en total oscuridad. Para completar 

los postulados de Koch, las características morfológicas de los reaislamientos fueron comparadas con 

las observadas en los primeros aislamientos, con el objetivo de encontrar similitudes entre ellos y de 

esta forma comprobar la parte final de los postulados de Koch.  

3.8. Evaluación de la severidad 

La evaluación de la severidad en los árboles inoculados, se realizó de acuerdo con la escala 

planteada por Murillo et al. (2014), con algunas modificaciones basadas en el criterio de productores 

de teca y profesionales en el área de fitopatología.  

De acuerdo con los síntomas observados, se plantearon cinco categorías para evaluar el grado 

de severidad en los árboles de teca (3 meses de edad) inoculados con los hongos fitopatógenos. En la 

categoría 1 (0%) los árboles se muestran sanos y no hay indicios de síntomas asociados a la 

enfermedad. En la categoría 2 (25%) comienzan a evidenciarse síntomas como marchitez y clorosis 

en hojas. La categoría 3 (50%) se caracteriza por presentar síntomas más severos de marchitez, 

clorosis y pérdida parcial hojas. En la categoría 4 (75%) se observan áreas necrosadas que comienzan 

desde la parte apical y se extienden hacia el tallo, así como una pérdida abundante del follaje. La 

categoría 5 (100%) son árboles que muestran una necrosis completa de sus tejidos y pérdida total del 

follaje.  

Los árboles inoculados fueron evaluados por un periodo de tres meses para determinar el grado 

de severidad asociado a los fitopatógenos. 

3.9. Análisis estadístico 

Para determinar diferencias entre las tasas de crecimientos de los hongos, se realizó una prueba 

de ANOVA (p<0.05) y la prueba de comparación multiple Tukey, mediante el programa estadístico 

R 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
 

4.1 Incidencia de la enfermedad en plantaciones de Parrita y Pococí 

En las plantaciones de Parrita y Pococí se observaron los síntomas asociados a la muerte 

descendente de la teca, tales como clorosis, pérdida de follaje y necrosis apical en patrones 

descendentes (Figura 1a-b). Además, se observó necrosis vascular en las muestras de ramas 

recolectadas de la parte aérea de estos árboles (Figura 1c-d). Estos síntomas fueron observados 

mayormente en árboles aislados y en menor cantidad en pequeños grupos de dos a tres árboles.  

 

 

Figura 1. Síntomas de muerte descendente observados en árboles de teca. a) Clorosis y pérdida de 

follaje. b) Necrosis apical; c-d) Corte longitudinal y transversal de ramas con necrosis vascular. e) 

Pudrición en corteza. 
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Al determinar los niveles de incidencia de la enfermedad, se encontraron diferencias entre las 

plantaciones de ambas zonas. De la zona de Parrita con plantaciones de 12 años, se obtuvieron 

porcentajes de 15.18% y 14.29% de las fincas Pr1 y Pr2, respectivamente (Tabla 5). Dichos valores 

fueron numéricamente mayores que el nivel de incidencia reportado a nivel nacional del 13%, para 

plantaciones en un rango de edad de 7 a 12 años (Arias et al., 2005). En el caso de las plantaciones de 

Pococí con menor edad (7 a 8 años), la incidencia de la enfermedad fue menor al reportado en Parrita 

y a nivel nacional, con valores de 6.63%, 9.64% y 7.83% para las fincas Pc1, Pc2 y Pc3, 

respectivamente (Tabla 5). Los datos obtenidos sugieren que la elevada incidencia de la enfermedad 

se observa mayormente en plantaciones de más edad. No obstante, estos resultados no concuerdan 

con los reportes de otras regiones productoras de teca como Ecuador, en donde se han registrado 

niveles de incidencia de 16.6%, 15.2% y 20% en plantaciones de 2, 5 y 7 años, respectivamente 

(Belezaca et al., 2018; Solano et al., 2019).  

Tabla 5. Nivel de incidencia de la muerte descendente de la teca en las fincas de las regiones de 

Pococí y Parrita. 

Variables 
Fincas 

Pr1 Pr2 Pc1 Pc2 Pc3 

Edad (años) >12  >12 7 a 8 7 a 8 7 a 8 

Total 112 112 166 166 166 

Árboles sanos 95 96 155 150 153 

Árboles enfermos 17 16 11 16 13 

% de incidencia 15,18% 14,29% 6,63% 9,64% 7,83% 

 

De lo anterior, el factor de la edad en las plantaciones podría no estar relacionado a una mayor 

presencia de la enfermedad, por lo que otros factores pueden estar involucrados en el nivel de 

incidencia. Algunos de estos podrían ser las condiciones edafoclimáticas propias de cada zona, 

posibles vectores de los patógenos asociados a la muerte descendente o el mismo manejo realizado 

dentro de las plantaciones.  

En las plantaciones de Parrita y Pococí, los microorganismos aislados de los árboles con 

síntomas de muerte descendente fueron identificados como hongos de la familia Botryosphaericeae. 

De acuerdo con Suárez (2016), las enfermedades provocadas por este grupo de hongos se asocian a 

algún tipo de estrés o condiciones del crecimiento de los árboles no favorables. Entre estas condiciones 

se encuentra el estrés ambiental (sequías o excesiva humedad), nutricional, daños físicos, daños 
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biológicos (insectos u otros patógenos), competencia o siembra en sitios inadecuados (García et al., 

2017). 

Para ambas zonas del estudio las condiciones de clima son de alta humedad, temperatura media 

anual de alrededor de 26.5 °C y niveles altos de precipitación, pero la zona de Parrita presenta periodos 

secos definidos, mientras que Pococí se mantiene con abundantes lluvias durante todo el año (Solano 

y Villalobos, 2000). Estos periodos secos podrían tener influencia sobre el estado fisiológico de los 

árboles, ya que según Arcos y Jaimez (2020), el efecto del estrés hídrico aumenta la pérdida de follaje 

y disminuye la tasa de crecimiento de la teca. Lo anterior podría favorecer el ataque de patógenos, lo 

que explicaría la mayor incidencia de la enfermedad en las plantaciones de Parrita. 

Otra de las posibles razones podría deberse a vectores de los patógenos, para el caso de la 

muerte descendente de la teca en Costa Rica no se encontraron estudios que asocien a la enfermedad 

con algún vector. No obstante, en investigaciones realizadas por el INIAP (2017) en Ecuador, se cree 

que la diseminación e ingreso de los patógenos causantes de la muerte descendente está relacionada 

con insectos barrenadores, específicamente a coleópteros de la subfamilia Scolytinae. 

4.2 Aislamiento de microorganismos fitopatógenos 

Como resultado de los muestreos de ramas de árboles con la sintomatología de la muerte 

descendente, se obtuvieron aislamientos de los hongos por cada localidad del estudio (Tabla 6). 

Tabla 6. Aislamientos de hongos asociados a la muerte descendente en el cultivo de teca por localidad. 

Provincia Cantón Localidad Cantidad de aislamientos Código asignado 

Puntarenas Parrita Guapinol 6 Pr1 

Puntarenas Parrita Guapinol 6 Pr2 

Limón Pococí El Humo, Roxana 6 Pc1 

Limón Pococí El Humo, Roxana 6 Pc2 

Limón Pococí Floritas, Jiménez 6 Pc3 

 

4.3. Identificación taxonómica y caracterización morfológica de los microorganismos aislados 

Al observar el desarrollo de estos aislamientos se encontraron ciertas similitudes en cuanto al 

crecimiento, ya que los aislamientos Pr2, Pc1, Pc2 y Pc3 completaron su crecimiento en el medio de 

cultivo en el plato Petri (90 mm) a los tres días de incubación, mientras que el aislamiento Pr1 lo 

completo a los 4 días de ser cultivado (Figura 2). 
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Figura 2. Crecimiento diametral máximo (mm) de los aislamientos de hongos de Parrita (Pr1 y Pr2) 

y Pococí (Pc1, Pc2 y Pc3). 

 

En cuanto a la tasa de crecimiento, se presentaron diferencias estadísticamente significativas 

entre algunos de los aislamientos (Anexo E). El aislamiento Pr1 con una tasa de crecimiento de 27.72 

mm.d-1 fue significativamente distinto al resto de aislamientos. El aislamiento Pc1 con una tasa de 

crecimiento de 35.08 mm.d-1 fue significativamente diferente de los aislamientos Pr1, Pr2 y Pc2, pero 

similar a el aislamiento Pc3 con 34.92 mm.d-1. Finalmente, los aislamientos Pr2, Pc2 y Pc3 con tasas 

de 34.67 mm.d-1, 34.67 mm.d-1 y 34.92 mm.d-1, respectivamente; no presentaron diferencias 

significativas entre ellos (Tabla 7). 

Tabla 7. Tasa de crecimiento de los de hongos fitopatógenos aislados  

Aislamientos Tasa de crecimiento 

Pr1               25.72 c 

Pr2               34.67 b 

Pc2               34.67 b 

Pc3               34.92 ab 

Pc1               35.08 a 

Datos completos en Anexo E-F 

 

En cuanto a la coloración y la textura, todos los aislamientos presentaron un crecimiento inicial 

caracterizado por un micelio inicial aéreo de color blanquecino, que a medida que fueron madurando, 

estos se tornaron de un color gris claro en la parte superior e inferior del plato Petri (Figura 3). 

Posteriormente, el micelio cambió su coloración de gris claro a gris oscuro en la parte superior y negro 
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en la parte inferior del plato, entre el día 7 y 15 de incubación (Figura 4). Además de estas 

características, los aislamientos Pc1, Pc2 y Pc3 produjeron exudados de apariencia aceitosa sobre 

pequeñas masas de micelio. Estos exudados son un indicio de la formación de cuerpos fructíferos del 

hongo (picnidios). 

 

 

Figura 3. Colonias puras de los aislamientos de Parrita (Pr) y Pococí (Pc) al completar el crecimiento 

en el plato Petri. 

 

 

Figura 4. Colonias puras de los aislamientos de Parrita (Pr) y Pococí (Pc) a los 15 días de incubación. 
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Después de un periodo de crecimiento de 30 días los aislamientos Pc1, Pc2 y Pc3 formaron 

cuerpos fructíferos sobre la superficie del micelio, los cuales se originaron a partir de los exudados 

anteriormente mencionados. En el caso de los aislamientos Pr1 y Pr2 no formaron fructificaciones, 

por lo que se procedió a cultivarlos en PDA con acículas de pino autoclavadas con el fin de estimular 

el desarrollo de estas estructuras (Su et al., 2012). No obstante, el aislamiento Pr2 fue el único que 

formó cuerpos fructíferos del hongo.  

El aislamiento Pr1 solo pudo ser identificado mediante el análisis molecular, ya que no produjo 

las estructuras diagnósticas (cuerpos fructíferos y esporas) necesarias para la identificación del género 

y la especie, por lo cual solo se registraron características relacionadas a su crecimiento micelar y tipo 

de hifas (Figura 5). De acuerdo con el análisis molecular este aislamiento fue identificado como 

Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A. J. L. Phillips. 

Al observar las características de esta especie, se encontraron similitudes con respecto a otros 

estudios. En este caso el crecimiento, la textura y los cambios en la coloración del micelio de N. 

parvum del aislamiento Pr1 fueron similares a los descritos por Aloi et al. (2021) e Iturritxa et al. 

(2011), los cuales mencionan que N. parvum produce un micelio inicial aéreo de color blanquecino y 

con el tiempo este se va tornando gris oscuro hasta llegar a negro. 

En relación con las características microscópicas de N. parvum, éste desarrolló el mismo tipo 

de hifas septadas, hialinas y tubulares que el resto de los aislamientos de hongos en este estudio. Sin 

embargo, no logró producir picnidios después de 4 semanas de incubación en medio PDA a 25°C. 

Estos resultados difieren con lo descrito por Gezhagne et al. (2020), el cual reportó la formación de 

picnidios con conidios de aspecto hialino y aseptados después de 2 semanas de incubación. De acuerdo 

con Haenzi et al. (2021), esta diferencia se debe a que N. parvum requiere de un fotoperiodo entre luz 

y oscuridad de 12 h cada uno para producir tales estructuras. 

Según Pérez et al. (2014), Neofusicoccum presenta una tasa de crecimiento de 25 mm.d-1 

después de 4 días de incubación en medio PDA a 25°C. La especie N. parvum del aislamiento Pr1 

tuvo una tasa de crecimiento similar con 25.72 mm.d-1 y un crecimiento máximo después de 4 días. 

Esta diferencia de menos de un 1.0 mm entre las tasas de crecimiento podría deberse a variaciones en 

la composición del medio de cultivo empleado o en la temperatura, ya que para Aloi et al. (2021) el 

crecimiento óptimo de este hongo se encuentra entre los 25 a 30°C. 
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Figura 5. N. parvum (Aislamiento Pr1). a) Colonia a los 30 días, sin picnidios. b) Hifa septada. 

 

Los aislamientos Pr2, Pc1, Pc2 y Pc3 fueron identificados morfológicamente como hongos del 

género Lasiodiplodia, un grupo de hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae. Lo anterior, 

ha sido reportado en el presente estudio y confirmado por otros autores (Doilom et al., 2015; Méndez 

et al., 2019). 

Del aislamiento Pr2 el análisis molecular reportó dos posibles especies de Lasiodiplodia, las 

cuales fueron L. hormozganensis y L. parva. En este aislamiento se observaron hifas hialinas, 

tubulares y septadas; picnidios de apariencia periforme y de color negro. Los conidios inmaduros eran 

hialinos, cilíndricos a ovalados, aseptados y con doble pared. Los conidios maduros eran de color café 

oscuro, septados y con estriaciones longitudinales (Figura 6). Las características morfológicas 

observadas en este aislamiento coinciden con lo descrito por otros autores para las especies L. 

hormozganensis y L. parva (Abdollahzadeh et al., 2010; Honger et al., 2017 y Phillips et al., 2013).  

Para este aislamiento la tasa de crecimiento fue 34.67 mm·d-1 después de 3 días de cultivo, 

dicho valor es menor al reportado por Netto et al. (2014) para L. hormozganensis, con 35.7 mm·d-1 

después de 2 días de incubación en medio PDA. Con respecto a L. parva, Honger et al. (2017) observó 

un crecimiento completo en el plato Petri (90 mm) después de 4 días de incubación en PDA a 25-

27°C, lo cual es un crecimiento menor en comparación al obtenido en el aislamiento Pr2. 
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Figura 6. Lasiodiplodia sp. (Aislamiento Pr2). a) Colonia a los 30 días. b) Hifas septadas. c) Picnidios 

en acículas de pino. d) Picnidio. e) Conidios inmaduros. f) Conidio maduro. 

 

En el aislamiento Pc1, el análisis molecular reportó una única especie, la cual fue L. 

pseudotheobromae. Al igual que en el anterior aislamiento, se observaron hifas tubulares y septadas; 

picnidios negros y conidios maduros de color café oscuro, septados y con estriaciones longitudinales 

(Figura 7). Estas características también han sido observadas por otros autores en la especie L. 

pseudotheobromae (Liang et al. (2020). 

En relación con la tasa de crecimiento, este aislamiento obtuvo 35.08 mm.d-1 después de 3 días 

de cultivo, lo cual es mayor a lo indicado por Coutinho et al. (2017) de 27.93 mm.d-1 para esta especie, 

pero en ambos casos su crecimiento máximo fue a los 3 días de incubación en medio PDA a 25°C.  
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Figura 7. Lasiodiplodia pseudotheobromae (Aislamiento Pc1). a) Colonia a los 30 días. b) Hifas 

septadas. c) Picnidio. d) Conidio inmaduro. e) Conidio maduro. 

 

Para los aislamientos Pc2 y Pc3 en ambos casos, las secuencias ITS coincidieron con dos 

posibles especies de Lasiodiplodia, las cuales fueron L. theobromae y L. brasiliensis. Estos hongos 

mostraron características similares al de los anteriores aislamientos de Lasiodiplodia, observándose 

hifas septadas, picnidios periformes de color negro y conidios maduros de color café oscuro, septados 

y con estriaciones (Figura 8-9). En ambos casos las características mencionadas también han sido 

reportadas en estudios previos realizados sobre las especies L. theobromae y L. brasiliensis (Alves et 

al., 2008; Rangel, 2021) 

Estos aislamientos no presentaron diferencias entre sus tasas de crecimiento, sin embargo, 

estos fueron distintos con respecto a lo reportado por otros estudios. De la especie L. theobromae, 

Coutinho et al. (2017) estimaron una tasa de 30.41 mm.d-1 después de 3 días de cultivo, lo cual es 

menor en comparación al reportado en los aislamientos Pc2 y Pc 3 con 34.67 mm.d-1 y 34.92 mm.d-1, 

respectivamente. A pesar de esta diferencia con los aislamientos Pc2 y Pc3, estos sí coinciden en su 

crecimiento máximo a los 3 días de cultivo. En el caso de L. brasiliensis, Rangel (2021) y Netto et al. 

(2014) estimaron tasas de 23.1 mm.d-1. y 31.9 mm.d-1, respectivamente. Los anteriores valores difieren 
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de lo obtenido para los aislamientos Pc2 y Pc3, sin embargo, el crecimiento máximo de estos 

aislamientos es el mismo que el reportado por Netto et al. (2014) después de 3 días de cultivo. 

 

 

 

Figura 8. Lasiodiplodia sp. ( Aislamiento Pc2). a) Colonia a los 30 días. b) Hifas septadas. c) Picnidio. 

d) Conidio inmaduro. e) Conidios maduros. 
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Figura 9. Lasiodiplodia sp. (Aislamiento Pc3). a) Colonia a los 30 días. b) Hifas septadas. c) Picnidio. 

d) Conidio inmaduro. e) Conidios maduros. 

 

De las características morfológicas de las especies de Lasiodiplodia en los aislamientos Pr2, 

Pc1, Pc2 y Pc3 no se observaron diferencias que permitieran determinar las especies de este género. 

Este mismo comportamiento también ha sido descrito en otros estudios, en donde se observa que este 

género de hongos presenta poca diferenciación en la morfología y crecimiento entre algunas de las 

especies (Abdollahzadeh et al., 2010; Alama et al., 2006; Alves et al., 2008; Custódio et al., 2018; 

Marques et al., 2013 y Netto et al., 2014).  

De acuerdo con Alves et al. (2008) esta similitud de la morfología observada entre los 

aislamientos de Lasiodiplodia, se debe a que este género de hongos es considerado como un complejo 

de especies cripticas, es decir, especies que son similares en su morfología, fisiología y 

comportamiento (Sáenz, 2009).  

Algunos estudios informan sobre algunas diferencias encontradas entre las especies de 

Lasiodiplodia. Alves et al. (2008) reportaron diferencias al evaluar la forma y tamaño de los conidios 

maduros de las especies L. parva, L. pseudotheobromae y L. theobromae; estos autores mencionaron 
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que los conidios de L. pseudotheobromae son más largos (28 × 16 µm) y elipsoidales que los de 

Lasiodiplodia theobromae (26.2 × 14.2 µm), mientras que los de L. parva son más pequeños (20.2 × 

11.5 µm de la m). Asimismo, Abdollahzadeh et al. (2010) indicó que los conidios de L. 

hormozganensis son más largos (21.5 x 12.5 µm) que en L. parva. 

Además de la forma y tamaño de los conidios, se ha reportado que algunas de las especies de 

Lasiodiplodia producen pigmentos cuando se cultivan en PDA a 35°C. En el caso de L. parva y L. 

pseudotheobromae, Alves et al. (2008) menciona que estas especies producen pigmentos rosados. 

Igualmente, Ismail et al. (2012) observó que L. theobromae produce pigmentos rosados a 35°C. Por 

lo contrario de L. hormozganensis se informa que no los produce (Abdollahzadeh et al. 2010). 

A pesar de los reportes que informan diferencias entre las especies de este género, varios 

estudios sobre Lasiodiplodia mencionan que la identificación por métodos morfológicos no es 

determinante para diferenciar entre las especies de este género y que esta solo es posible mediante el 

análisis de regiones genómicas como las del espaciador transcrito interno (ITS), el factor de 

elongación alfa (TEF1- α) y β-tubulina (BT2) (Bautista et al., 2019; Coutinho et al., 2017; Pavlic et 

al., 2009; Phillips et al., 2013; Picos et al., 2015).  

4.4. Análisis molecular 

Las secuencias de los productos de PCR identificaron, en todos los casos, a hongos 

fitopatógenos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, lo cual confirma los resultados 

obtenidos en la identificación morfológica. De acuerdo con Phillips et al. (2013), este grupo de hongos 

han sido reportados en casi todas las áreas geográficas del mundo, principalmente como patógenos 

endófitos y saprofitos en una amplia diversidad de hospederos. Esto demuestra que dichos organismos 

tienen una alta capacidad de colonización y adaptación a diferentes condiciones ambientales. 

En relación con el análisis de similitud, según el BLAST (Genbank- NCBI) el aislamiento Pr1 

de Parrita tuvo un 100 % de similitud con N. parvum. En el aislamiento Pr2 de Parrita, el análisis de 

similitud reportó dos coincidencias para la secuencia, las cuales fueron L. hormozganensis Abdollahz., 

Zare & A.J.L. Phillips con 524 pares de bases y L. parva A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous con 524 

pares de bases, al igual que la anterior (Tabla 8).  

Con respecto a los hongos aislados de Pococí, el aislamiento Pc1 obtuvo 100% de similitud 

con L. pseudotheobromae. En el aislamiento Pc2 se reportaron dos coincidencias para la secuencia, 

las cuales fueron L. theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. con 525 pares de bases y 

http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=510942
http://www.speciesfungorum.org/Names/Names.asp?strGenus=Lasiodiplodia
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L. brasiliensis M.S.B. Netto, M.W. Marques & A.J.L. Phillips con la misma cantidad de pares de 

bases. En el caso del aislamiento Pc3, el análisis de similitud arrojo dos coincidencias, las cuales 

fueron L. theobromae con 524 pares de bases y L. brasiliensis con 524 pares de bases (Tabla 8). 

Tabla 8. Identificación molecular y análisis de similitud de los aislamientos de hongos de las 

plantaciones de teca de Parrita y Pococí. 

Aislamiento Identificación Análisis de similitud N.º de accesión 

Pr1 N. parvum 568 pb - 100% de similitud MN180877 

Pr2 
L. hormozganensis 524 pb - 100% de similitud MN540683 

L. parva 524 pb - 100% de similitud GQ469964 

Pc1 L. pseudotheobromae 524 pb - 100% de similitud MN341226 

Pc2 
L. theobromae 525 pb - 100% de similitud MT372632 

L. brasiliensis 525 pb - 100% de similitud MF952733 

Pc3 
L. theobromae 524 pb - 100% de similitud MT372633 

L. brasiliensis 524 pb - 100% de similitud MF952734 

Pr= Aislamientos de Parrita, Pc= Aislamientos de Pococí, pb=pares de bases. 

Secuencias de las regiones ITS4 e ITS5 utilizadas en el análisis de similitud en Anexo G a K. 

 

A pesar de que las características morfológicas y la secuenciación de las regiones ITS 

permitieron identificar algunos de los géneros y especies en este estudio, estos no lograron diferenciar 

las especies de Lasiodiplodia reportadas en tres de los aislamientos. El aislamiento Pr2 con L. parva 

y L. hormozganensis y los aislamientos Pc2 y Pc3, los cuales en ambos casos reportaron a L. 

theobromae y L. brasiliensis.  

Estos resultados se deben en parte a que Lasiodiplodia presenta especies crípticas (Bautista et 

al., 2019; Slippers et al., 2014), lo cual dificulta la diferenciación basándose en las características 

morfológicas. Asimismo, de este género de hongos se ha indicado que presentan poca variación 

interespecífica en sus genes y que la secuenciación de la región ITS no es suficiente para discriminar 

entre algunas de las especies de este género (Rangel, 2021).  

Lo anterior es reforzado por Lawrence et al. (2017), Serrato et al. (2020), Tan et al. (2019) y 

Slippers et al. (2014), los cuales mencionan que para una identificación precisa de las especies de 

Lasiodiplodia es necesario llevar a cabo un análisis combinando múltiples loci, que incluyen los de 

las regiones ITS, TEF1- α y β-tubulina. 
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4.5 Pruebas de patogenicidad y evaluación de la severidad  

 

De los árboles inoculados con los hongos fitopatógenos aislados y caracterizados, después de 

3 meses solo los árboles que fueron inoculados con los aislamientos Pc2 y Pc3 mostraron síntomas 

asociados a la muerte descendente.  

En estos árboles se observaron síntomas iniciales de clorosis y marchitez generalizada. 

Conforme avanzó el tiempo, estos árboles presentaron necrosis en las partes apicales y seguidamente 

la necrosis se extendió hacia el tallo (Figura 10). Después de este período de evaluación y de acuerdo 

con la escala establecida en el estudio, los síntomas observados en estos árboles se agruparon en la 

clase 4 en la evaluación de la severidad, la cual fue considerada como alta. 

Según el análisis molecular en ambos aislamientos se encontraban dos posibles especies de 

Lasiodiplodia, las cuales eran L. theobromae y L. brasiliensis. Ambas especies de Lasiodioplodia han 

sido reportadas como patógenos asociados a la formación de cancros y los síntomas de la muerte 

descendente de la teca (Doilom et al. 2015).  

 

 

Figura 10. Síntomas de muerte descendente en árboles inoculados con los aislamientos Pc2 y Pc3. a-

b) Necrosis apical y marchitez. c) Necrosis en tallos. 

 

Para completar el proceso de los postulados de Koch se obtuvieron muestras de tejido de ramas 

y tallo de los árboles inoculados que mostraron síntomas. De estas muestras se realizaron los 

respectivos reaislamientos, de los cuales se observaron las mismas características morfológicas macro 

y microscópicas de los aislamientos Pc2 y Pc3. Estos resultados permiten asociar a las especies de 
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Lasiodiplodia reportadas en estos aislamientos como los potenciales agentes causales de la muerte 

descendente de la teca bajo las condiciones de estudio.  

Con respecto a la patogenicidad de las especies L. theobromae y L. brasiliensis existen pocos 

estudios en donde se asocia a estos organismos con la capacidad de producir los síntomas de la muerte 

descendente de la teca. A nivel nacional se reporta un solo estudio que ha informado sobre la 

patogenicidad de L. theobromae y su relación con la muerte descendente. Este primer informe fue 

realizado por Méndez et al. (2019), los cuales observaron síntomas de necrosis vascular a los 3 meses 

después de inocular árboles jovenes de teca. Estos resultados coinciden con los observados en las 

pruebas de patogenicidad de este estudio, ya que en ambos se observaron síntomas de necrosis 

vascular después de 3 meses de la inoculación de los árboles. 

Estudios similares realizados en Brasil por Borges et al. (2015), asociaron a la especie L. 

theobromae con la formación de cancros. En dicha investigación lograron observar que después de 

inocular árboles de teca de 6 meses de edad, estos produjeron cancros luego de 3 meses. 

En cuanto a L. brasiliensis, se encontró un reporte sobre la patogenicidad de este organismo 

bajo el nombre sinónimo de L. brasiliense. Esta investigación fue realiza por Dong et al. (2020), en la 

cual evaluaron la patogenicidad de esta especie mediante la inoculación de segmentos de ramas de 

teca con discos con crecimiento activo del hongo e incubados a 25°C durante 7 días. De esta prueba 

lograron demostrar la patogenicidad después de observar síntomas de necrosis y realizar los 

reaislamientos del hongo.  

Además de la teca, se han realizado estudios sobre la patogenicidad de los hongos L. 

theobromae y L. brasiliensis, y su relación con los síntomas de muerte descendente y la formación de 

cancros en especies leñosas y frutales. En el caso de L. theobromae se informa la capacidad de 

producir dichos síntomas en aguacate (Alama et al., 2006), limón persa (Bautista et al. 2019), mango 

(Ismail et al., 2012), rambután (Serrato et al., 2020) y uva (Úrbez et al., 2008). Para L. brasiliensis se 

reportan algunos cultivos como el limón persa (Bautista et al., 2019), manzana (Martins et al., 2018) 

y uva (Netto et al., 2014). 

De los aislamientos de hongos que no produjeron síntomas en los árboles de teca, algunos 

estudios han reportado la capacidad de estos organismos para producir síntomas de muerte 

descendente y formación de cancros. De L. pseudotheobromae, Dong et al. (2020) mencionan que es 

capaz de generar síntomas de muerte descendente en teca, aunque su severidad es reportada como 



29 
 

baja. En el caso de N. parvum se reporta causando muerte descendente en eucalipto (Suárez, 2016), 

mango (Ismail et al., 2013) y cancros en higo (Aiello et al., 2020). De L. hormozganensis se ha 

indicado la capacidad de producir síntomas de muerte descendente en rambután (Serrato et al., 2020) 

y uva (Correia et al., 2013). 

Las razones por las que estas especies no produjeron síntomas son variadas, entre ellas se 

puede mencionar el efecto de factores externos no controlados como la temperatura y la humedad, ya 

que se sabe que los patógenos de la familia Botryosphaeriaceae requieren de condiciones ambientales 

favorables y de hospederos que se encuentren bajo alguna situación de estrés para poder infectarlos 

(García et al. 2017). Según Slippers y Wingfield (2007) muchas de las especies de Botryosphaeriaceae 

pueden permanecer como endófitos latentes, sin producir síntomas y una vez se presentan las 

condiciones óptimas, estos pueden volverse patógenos muy agresivos.  

Con base a lo dicho por los anteriores autores y tomando en cuenta que las pruebas de 

patogenicidad se realizaron en Parrita, una zona que se caracteriza por tener temperaturas de 25-27°C 

media anual, precipitaciones de 3050-3420 mm anuales y periodo secos definidos (Corrales, 2012; 

Solano y Villalobos, 2000), podría ser que las condiciones en el momento en que se realizaron las 

pruebas beneficiaran a algunos de los fitopatógenos inoculados y a otros no, ya que según Netto et al. 

(2017) el crecimiento óptimo de la mayoría de las especies de esta familia varía entre los 27.9°C y 

32.3°C, las cuales son temperaturas mayores a la zona donde se llevaron a cabo las pruebas. 

Otra de las posibles razones de que los árboles no mostraran síntomas, sería la virulencia 

asociada a las especies de Botryosphaeriaceae. Estudios como los de Picos et al. (2015) mencionan 

que L. theobromae es una de las especies más virulentas en comparación con otras especies de esta 

misma familia, como L. pseudotheobromae. También, Marques et al. (2013) indicó que la especie L. 

hormozganensis es más virulenta que L. pseudotheobromae. Esto podría explicar el motivo del porqué 

solo algunas de las especies de Lasiodiplodia lograron generar síntomas, ya que al ser más virulentas 

puede que requieran de menos tiempo para manifestar síntomas como los observados en este estudio. 
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5. CONCLUSIONES 

 

 El diagnóstico realizado en las plantaciones de teca, permitió determinar niveles de incidencia 

de la muerte descendente mayores para las plantaciones de 12 años de Parrita y menores en 

las plantaciones de 7 - 8 años de Pococí. Además, este permitió comprobar que la incidencia 

en las plantaciones de Parrita es mayor que la reportada a nivel nacional del 13%. 

 

 En esta investigación se logró aislar seis hongos fitopatógenos asociados a la muerte 

descendente del cultivo de teca. 

 

 El análisis molecular de la región de ITS permitió la identificación del género de todos los 

aislamientos. 

 

 De los aislamientos Pc2 y Pc3 (L. theobromae y L. brasiliensis), se logró determinar su 

patogenicidad y asociarlos como los potenciales agentes causales de la muerte descendente de 

la teca bajo las condiciones de la presente investigación. 
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6. RECOMENDACIONES 

 

 

 Con respecto a los organismos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, se recomienda 

realizar la identificación por métodos moleculares y analizar múltiples loci, para una 

identificación más precisa de las especies.  

 

 Para las pruebas de patogenicidad, se recomienda hacer pruebas bajo ambientes más 

controlados, para evitar el efecto de factores externos cambiantes como la temperatura y la 

humedad. 

 

 Como parte de las medidas de manejo de la enfermedad, se deben desarrollar investigaciones 

enfocadas en la búsqueda de vectores asociados con los agentes causales de la muerte 

descendente de la teca. Esto con el objetivo de establecer estrategias de manejo integrado 

basadas en el manejo de las plagas.   

 

 Asimismo, se deben desarrollar investigaciones para la búsqueda de genotipos resistentes a los 

patógenos responsables de la muerte descendente de la teca, con la finalidad de establecer 

programas de mejoramientos genético y la posterior introducción de estos árboles a campo. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo A. Preparación de medio de cultivo PDA 

El medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) se prepara de la siguiente forma: por cada litro de PDA 

se pesa 200 gramos de papa, los cuales se cosen en 500 ml de agua destilada. En otro beaker con 500 

ml de agua destilada, se añaden 20 gramos de agar y se pone en agitación. Luego, de que la papa este 

cocida se recupera el líquido haciéndolo pasar a través de un colador y este se adiciona a los 500 ml 

de agua destilada para completar un litro de medio. Finalmente, se le adicionan 20 gramos de dextrosa, 

se agita y se distribuye en varios Erlenmeyer de 200 ml. Posteriormente los Erlenmeyer se autoclavan 

a 121 °C y 15 psi (libras de presión por pulgada cuadrada), durante 15 minutos.   
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Anexo B.  Preparación de muestras para los aislamientos de tejido vascular de ramas de teca con 

síntomas de muerte descendente 

 

 

Nota. a-c) Obtención de muestras para los aislamientos, a partir de tejido vascular de ramas de teca. 

d) Aislamientos en medio PDA + ácido láctico.  
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Anexo C. Protocolo de extracción de ADN del Laboratorio de Técnicas Moleculares del CIPROC 

1. Maceración de la muestra 

1.1 Para micelio de hongos, colonias de bacterias, suspensión de esporas: coloque la muestra en un 

eppendorf de 1.5 ml, agregue 150 µl de Buffer de extracción y macere utilizando un pistilo Konte en 

el caso de micelio; aplique vortex en el caso de bacterias.  

2. Extracción de ADN 

2.1 Agregue 150 µl de Buffer de lisis al tejido macerado.  

2.2 Agite cada muestra por 15 segundos utilizando un vortex. 

2.3 Incube la muestra a 65 °C por 60 minutos. 

2.4 Agregue un volumen igual al de ambos buffers (300-400 µl) de cloroformo-isoamil-alcohol (24:1) 

debajo de la campana de gases.  

2.5 Mezcle manual y suavemente (50 veces) y centrifugue a 14000 rpm por 15 min. 

2.6 Transfiera el supernadante o fase acuosa a un nuevo eppendorf.  

2.7 Agregue un volumen igual al de ambos buffers (300 µl) de cloroformo-isoamil-alcohol (24:1). 

2.8 Mezcle manual y suavemente (50 veces) y centrifugue a 14000 rpm por 10 min. 

2.9 Transfiera el supernadante y agregue 20 µl de acetato de sodio 3M + 300 µl de etanol puro 95%. 

2.10 Mezcle el contenido manualmente y colóquelo a -20°C al menos por 30 min para precipitar el 

ADN. 

2.11 Centrifugue a 14000 rpm por 20 min. 

2.12 Elimine el acetato y etanol cuidadosamente, decantándolos en un beaker. 

2.13 Limpie el pellet de ADN con 150 µl de etanol de 70% frío. 

2.14 Centrifugue a 12000 rpm por 10 min. 

2.15 Decante el etanol cuidadosamente y deje boca abajo cada eppendorf sobre una toalla estéril para 

eliminar el exceso y secar por 30 min (dentro de la cámara de flujo laminar). 

2.16 Disuelva en 50 µl de Buffer TE. 

2.17 Guarde a -20°C. 
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Anexo D. Procedimiento para la inoculación de árboles de teca, en los Postulados de Koch 

 

 

Nota. a) Equipo para inoculación: alcohol 75%, algodón, bisturí, sacabocados, sello Parafilm y cepas 

de hongos en medio PDA. b) Árbol de teca de 1.5 m. c) Corte en el tallo para la inoculación. d) Disco 

de PDA + micelio del hongo. e) Inoculación del hongo en tejido vascular del árbol. f) Sellado de 

heridas con Parafilm.  
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Anexo E. Análisis estadístico de ANOVA y comparación multiple de Tukey de las tasas de 

crecimiento de los aislamientos de Parrita y Pococí. 

 

ANOVA (alfa = 0.05) 

 

 

Prueba de comparación multiple de Tukey 
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Anexo F. Datos de crecimiento diametral y tasa de crecimiento de las cepas de hongos de Parrita y 

Pococí 

 

Cepa 
Longitud del diámetro (mm) Tasa de 

crecimiento Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 

Pr1 1.5 18.0 54.0 79.0 25.83 

Pr1 2.0 18.0 54.0 79.0 25.67 

Pr1 2.0 17.5 53.0 79.0 25.67 

Promedio 1.8 17.8 53.7 79.0 25.72 

Pr2 10.0 58.0 79.0  34.50 

Pr2 10.0 56.0 79.0  34.50 

Pr2 9.0 63.0 79.0  35.00 

Promedio 9.7 59.0 79.0  34.67 

Pc1 9.0 46.0 79.0  35.00 

Pc1 9.0 64.0 79.0  35.00 

Pc1 8.5 45.0 79.0  35.25 

Promedio 8.8 51.7 79.0  35.08 

Pc2 9.0 58.0 79.0  35.00 

Pc2 9.0 47.0 79.0  35.00 

Pc2 11.0 53.0 79.0  34.00 

Promedio 9.7 52.7 79.0  34.67 

Pc3 9.0 33.0 79.0  35.00 

Pc3 10.0 50.0 79.0  34.50 

Pc3 8.5 39.0 79.0  35.25 

Promedio 9.2 40.7 79.0  34.92 
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Anexo G. Secuencias reportadas de la amplificación de las regiones ITS 4 e ITS 5 del aislamiento Pr1 

de Parrita 

 

>Secuencia ITS 4 con 671 b. Aislamiento Pr1. Guapinol de Parrita, Costa Rica. N. parvum.  

 

GGTCAGGTCTATCTTCCTGATCCGAGGTCACCTTGAGAATAATTCAAAGGTTCGTCCGA

GCGGGCGACGCCGTGCGCTCCAAAGCGAGGTGTTTTCTACTACGCTTGAGGCAAGACG

CCACCGCCGAGGTCTTTAAGGCGCGTCCGTGGAGGACGGGGCCCAATACCAAGCAGAG

CTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCTCGGAATACCAAGGGGCGCAA

TGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTT

CGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAGTTTATT

AACTTGTTTTTCAGACTGCGAAGTTCACTGACTGGAGTTTTATGGTCCTCTGGCGGGCG

CTGGCCAGCCCCCCGAAGGGCGCCGGTGCGGAGGACCGCGGCCCGCCAAAGCAACAG

AGGTAGGTACACATAGGGTGGGAGAGTCGAGCCGGAGCTCGAATCAACTCGGTAATGA

TCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACACCTTTTTTACCTTCAAACCCCCCC

CCTTTTTTTTCCCTTTTTCCTCCTTTTTCCTTCCACCCCTCCTCCCTTTTCCTCCCCTCTTCT

TTCCTCTCCTTTTTCCTTTTT 

 

> Secuencia ITS 5 con 1635 pb. Aislamiento Pr1. Guapinol de Parrita, Costa Rica. N. parvum.  

 

TCAGGGAGCTGGACGTGAGGAGGACATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTC

TCCCACCCTATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCG

CCCTTCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACT

TCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT

GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG

AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTT

CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCCCCGTCCTCCACGGACGC

GCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTT

GGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTTGAATTATTTCTCAAGGTTGACCTCG

GATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATAAAAAGGGGGAAGAAAAAAAAA

ACAACAGGGATGCCCTTGGTACAACTTTAACTTCAAAACGCCCGCATTAATATTAAAAG

GTCCCACGATCATTTAGGATGATTAGTGTTCGTATTTTTATGCGCCCGTGTAAAAACAA

AAAAGCGTGCTCGTGTTAAGAATAGCACAGTGCGCGCGTAGGGCTACCAAGACTGCAC

GAGGACTTATGCATACGACCGGGTACGCAAGGAGAAAAGAAAAGAGGATAAAGTAGC
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GATGTATAGGAGCCCCCCGGTGGCTGAGGGAGGGGAGATTAGATAAGGAGTAGAATA

GAAAGATATAGAAGAGAGGATAGGAGTATGTTTAGAGGCGTGCGTCCGGGTAGGAATT

AGATGAGGGTAAATGAGTGGGGATATGGGGTGGGGTTTTGAAGGGGTGGTGCGGCGTG

AGTAGTGGGTAATTCGGGGGGGCCTTATGATTTAATGAATATAGTATAAAAAATTTCGC

CGGATATCCACAAGGGCGTTTGATCGCTTGGGTTGAGGTGTGATGTATGTTCACTTTTA

GATGGAGACCGGAGGTGGAGAGAGGTGGGGGATAGGATTGCTTTACTGCGGGCAGAC

ACTGGTGTCTAATCTGAGACGTGGGAAGGGATGATGTGCGCATACACTGACGAGAAGC

GCAGAAGCGCTTTAAGATTGTTTTGCGATTACTTCCGGCGGCTGACGGTGGGGGCGAGG

TATAGATAAGGGGGGGTTACGTGCAGTGGGTATAGATGTGTCGAGAGTAGAGAAGGAT

GAGTGTGAGTTCGATAGGGACCTGAGGTCTATGAATAGACGAGCACTACACGTGGTTG

AGATGTAGAGGAATAGGGTTTATGGCGTACTGGTTTGATTGGGGCGATGGTCTACTGTG

GGGACATAAATAATGGACACATAACACACGGTGCGGGAGCGGAAGAACGTAATATGT

ACAACGCTGGACACTGGGGGCATAGTGCGACCGGTATCTCGCGGTGGAGTAGTAAGGT

GGTTTGGCAGGAGTTTTCGCTATTGAGATAGATAGGATATATGAAGGACTGATGATAGT

TA 

 

Anexo H. Secuencias reportadas de la amplificación de las regiones ITS 4 e ITS 5 del aislamiento Pr2 

de Parrita 

 

>Secuencia ITS 4 con 561 pb. Aislamiento Pr2. Guapinol de Parrita, Costa Rica. L. hormozganensis 

y L. parva.  

 

GGCGGACGTACTCACCTGATCCGAGGTCACCTTGAGAAAGTTCAGAAGGTTCGTCCGG

CGGGCGACGCCAACCGCTCCAAAGCGAGGTGTATTCTACTACGCTTGAGGGCTGAACA

GCCACCGCCGAGGTCTTTGAGGCGCGTCCGCAGTGAGGACGGTGCCCAATTCCAAGCA

GAGCTTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAAGGGGCG

CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGC

ATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAGTT

TATTAACTTGTTTATCAGACGTCTGCGTTTACTGACTGGAGTTTGAAGGTCCTTTGGCGG

CCGGAGCCGCCAAAGCAACAGAGGTACGTTCACAAAGGGTGGGAGAGTCGAGCCGAA

GCTCGAAAACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACACCT

TTTTTTACTTTCAAACCCGCCGCTCTTCGTCCCG 
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>Secuencia ITS 5 con 592 pb. Aislamiento Pr2. Guapinol de Parrita, Costa Rica. L. hormozganensis 

y L. parva.  

 

TCATGGTAGGGGGTGCTGCCGGAGGGTCATTACCGAGTTTTCGAGCTTCGGCTCGACTC

TCCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTC

AAACTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCA

ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT

GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTA

TTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGG

GCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAA

GCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCT

GAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

CATAAAGAGCGGGAGAGAAAAGGGGCCCCCGGGTTTTGCCCCGTTTCCACTTTTTTATC

CAA 

 

Anexo I. Secuencias reportadas de la amplificación de las regiones ITS 4 e ITS 5 del aislamiento Pc1 

de Pococí 

 

> Secuencia ITS 4 con 589 pb. Aislamiento Pc1. Roxana de Pococí, Costa Rica. L. 

pseudotheobramae. 

 

GGGGCCCGGGTCCTTTACCTGATTCGAGGTCACCTTGAGAAAGTTCAGAAGGTTCGTCC

GGCGGGCGACGCCAACCACTCCAAAGCGAGGTGTATTCTACTACGCTTGAGGGCTGAA

CAGCCACCGCCGAGGTCTTTGAGGCGCGTCCGCAGTGAGGACGGTGCCCAATTCCAAG

CAGAGCTTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAAGGGG

CGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATC

GCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTA

GTTTATTAACTTGTTTATCAGACGTCTGCGTTTACTGACTGGAGTTTGGAGGTCCTTTGG

CGGCCGGAGCCGCCAAAGCAACAGAGGTACGTTCACAAAGGGTGGGAGAGTCGAGCC

GAAGCCCGAAAACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACA

CTTTTTTACTTACAAATCCCCCGCGTATGATAAGACCGCTGTTACAACTTTTAACAATCA

AA 
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> Secuencia ITS 5 con 598 pb. Aislamiento Pc1. Roxana de Pococí, Costa Rica. L. 

pseudotheobramae.  

 

ACTTTAGGCGGGCCGGGCGTAGGACATTACCGAGTTTTCGGGCTTCGGCTCGACTCTCC

CACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTCCAA

ACTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAAC

AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT

GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATT

CCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGC

ACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGC

GTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGTGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGA

ACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

TAAAGAGGGGGGAGAAAAAAGGGGCCGCTTCTTTTTTTTCACCCTGCTTTACAACTTTT

GACATGAAAC 

 

Anexo J. Secuencias reportadas de la amplificación de las regiones ITS 4 e ITS 5 del aislamiento Pc2 

de Pococí 

 

> Secuencia ITS 4 con 671 pb. Aislamiento Pc2. Roxana de Pococí, Costa Rica. L. theobramae y L. 

brasiliensis.  

 

TTCTACGGGTCCTTTACCTGATCGAGGTCACCTTGAGAAAGTTCAGAAGGTTCGTCCGA

GCGGGCGACGCCAACCGCTCCAAAGCGAGGTGTATTCTACTACGCTTGAGGGCTGAAC

AGCCACCGCCGAGGTCTTTGAGGCGCGTCCGCAGTGAGGACGGTGCCCAATTCCAAGC

AGAGCTTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAAGGGGC

GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCG

CATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAG

TTTATTAACTTGTTTATCAGACGTCTGCGTTTACTGACTGGAGTTTGAAGGTCCTTTGGC

GGCCGGAGCCGCCAAAGCAACAGAGGTACGTTCACAAAGGGTGGGAGAGTCGAGCCG

GAGCTCGAAAACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTACACA

AATTTAACCTACAAACCTCCCCCTATTTATTTTTCTTTCTTCCCCCTTTTTTTTCCAACAC

CCCTCCTCCTCTTTTTTCCTGTTTTTCTCTTTTTCTTCCTCCTTCTCTCCTCCTCCCCTCTTT

TCCTTCTTCTTCTTTTCTTT 
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> Secuencia ITS 5 con 585 pb. Aislamiento Pc2. Roxana de Pococí, Costa Rica. L. theobramae y L. 

brasiliensis.  

 

CCAAGGCTGCGTACCTGACGGAGACATTACCGAGTTTTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCC

CACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCAA

ACTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAAC

AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT

GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATT

CCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGC

ACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGC

GTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGA

ACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

TAAAAGGGGGGAAAAAAGAAGGCACACTTGGTTTTTCTCTGGTTTCGTCTTTCTTC 

 

Anexo K. Secuencias reportadas de la amplificación de las regiones ITS 4 e ITS 5 del aislamiento 

Pc3 de Pococí 

 

> Secuencia ITS 4 con 1064 pb. Aislamiento Pc3. Jiménez de Pococí, Costa Rica. L. theobramae y 

L. brasiliensis.  

 

GTCGAGTGTACCCTCCTGATCCGAGGTCACCTTGAGAAAGTTCAGAAGGTTCGTCCGAG

CGGGCGACGCCAACCGCTCCAAAGCGAGGTGTATTCTACTACGCTTGAGGGCTGAACA

GCCACCGCCGAGGTCTTTGAGGCGCGTCCGCAGTGAGGACGGTGCCCAATTCCAAGCA

GAGCTTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAAGGGGCG

CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGC

ATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAGTT

TATTAACTTGTTTATCAGACGTCTGCGTTTACTGACTGGAGTTTGAAGGTCCTTTGGCGG

CCGGAGCCGCCAAAGCAACAGAGGTACGTTCACAAAGGGTGGGAGAGTCGAGCCGGA

GCTCGAAAACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACACAA

TTTTTAACCTACAAACCTCCCCCTTTTTGTCATTGCGCGTTCGAACTTTTATTCAAAATT

AACCCCCGTTGGTTTTAGGGGGTTACCTCCGACTCTTATACAATCCGAGGTTACGGGGT

TTTATTTACAGGCCCCATGGGTGAGCTCGACTGTGTTGCCCCCACGGGTGGGTGGGGAT

AAACTACAATTCTAGTGAGATCAGCCTTTCCCGCAGCAACGACGAGAGGGTGTCACGG

GTGGTGATTCCTAGAATTTTTGCCGGAAGTCCCCGAGTAACAATTTAGAAAAACATAGA



52 
 

AAAAAAAACCCCGCCGGCTTTAGAGAGGAGATATTATGCTTTTTGTGGTCATTCTGGCG

GGTTTCCGGCCAGATGAAGAGTATTTCATACGTTCTTTCATGGGACACCCCCGGGGGTA

ATTGGAGGATGTTCCCGTGGGAATTTTAATGGAGGGCTATATGGGGGTGGCCTGGAAA

AGGCGGGAGGCAACTTAGTCTGATTTATATAATAAAGACTAACCATATGAGTGCCATTG

ACCCCG 

 

> Secuencia ITS 5 con 594 pb. Aislamiento Pc3. Jiménez de Pococí, Costa Rica. L. theobramae y L. 

brasiliensis.  

 

TCTTTGGAGGTGACGTGCGGGAGGGTCATTACCGAGTTTTCGAGCTCCGGCTCGACTCT

CCCACCCTTTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTC

AAACTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCA

ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT

GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTA

TTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGAATTGG

GCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAA

GCGTAGTAGAATACACCTCGCTTTGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCT

GAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

CATAAAAAGCCGGAAAAAAAGGGTTTGAAATTTGTTGTTAACTTTTTTCCACCTTTAAA

GCTGAA 


