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RESUMEN

Pinus johannis M.-F. Robert es un pino pifionero endémico de México que crece en
poblaciones pequefias y aisladas, estan limitadas en los estados de Zacatecas, Coahuila,
Nuevo Ledn, San Luis Potosi y Querétaro a altitudes entre 2400 y 2800 msnm. Esta especie
se ha visto afectada por agentes patdgenos que provocan enfermedades, pudiendo asi
delimitar su desarrollo ya que los bosques formados por P. johannis proveen alimento y
habitat a la fauna local; ademas, las copas de estos arboles proporcionan sombra a especies
herbaceas y arbustivas las cuales tienen méas probabilidad de sobrevivir por la mayor
disponibilidad de humedad.

El objetivo del presente trabajo fue identficar los patégenos asociados a esta especie de pino.
Para la deteccion de patdgenos se sembraron partes enfermas de los arboles como tallo y
aciculas, se cortaron en pequefias muestras y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3%,
se colocaron de 3-5 muestras en una caja Petri con medio de cultivo PDA, las cajas se llevaron
a una estufa para su incubacion con una temperatura de 25°C por un periodo de
aproximadamente de 5-7 dias. Para la identificacion de hongos se realizaron montas
semipermanentes en porta objetos, para poder observar al microscopio sus estructuras,
apoyandose con claves de identificacion. Para la identificacion de bacterias se utilizo el
protocolo de Schaad et. al., 2001. De acuerdo a los patdgenos asociados a Pinus johannis
fueron identificados como Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Alternaria alternata,
Penicillium spp y los géneros Trichothecium spp. Fusarium spp. y la presencia de una

bacteria del genero Erwinia.spp.

Alternaria alternata, se presentd en mayor incidencia que pueden causar deterioro de la
calidad de la semilla y mortandad pre o post-emergencia de plantulas, el de menor incidencia
fue Fusarium tricinctum aun que esta considerado como causante de principales afecciones
en viveros y afectando la viabilidad de las semillas. La bacteria identificada en las muestras
de pino es de gran importancia en la Fitopatologia; los dafios son muy graves, ya que puede
producir la muerte de la planta afectada en un corto periodo de tiempo. Mediante el analisis

BLAST en el GenBank de las secuencias de los genes ribosomales (rDNA), fue posible la

Xi



identificacion de las dos Ultimas especies pertenecientes a Trichothecium roseum y Fusarium

tricinctum y a una especie de bacteria; Erwinia amylovora.

La inoculacion de las cinco cepas de hongos y la bacteria a plantulas de la especie estudiada
demostré que éstas son patogénicas a Pinus johannis, mediante la presencia de sintomas

excepto por Penicillium spp. que no presento sintomas.

Palabras clave: Pinus johannis, patogeno, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Alternaria,

Trichothecium roseum, Fusarium tricinctum, Erwinia amylov
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l. INTRODUCCION

La investigacion forestal en la actualidad ya no se ocupa exclusivamente de la explotacién y
el aprovechamiento de los bosques, sino que cada vez adquiere mas importancia el analisis
conjunto del ecosistema forestal. La investigacion forestal se esfuerza por obtener
conocimientos generales validos sobre las multiples interrelaciones entre los organismos que
viven en los ecosistemas forestales y su entorno inorganico, tratando de orientarse hacia las

necesidades de la sociedad (Gadow et al., 2001).

Segun el Fondo Mundial para la Vida Silvestre (WWF), del 50 al 80 % de la diversidad
biologica del mundo se encuentra en 6 a 12 paises tropicales destacando Brasil, Colombia,
Mexico, Zaire, Madagascar e Indonesia (Williams-Linera et al., 1992).

La situacion biogeogréafica excepcional de México como zona de transicion es la razén de su
riqueza natural conservada y multiplicada por el hecho de que la situacién del pais en la franja
intertropical y su pronunciada orografia determina una gran diversidad de condiciones
ambientales favorables, biogeograficamente México es Unico, ya que los elementos
correspondientes a las dos grandes regiones se sobreponen y entrelazan. Esto hace a México
el pais con mayor diversidad de faner6gamas con aproximadamente 25 000 especies
(Williams-Linera et al., 1992).

El conjunto de los bosques de coniferas ocupa cerca de 15% del territorio del pais y mas de
9/10 de esta superficie corresponde a los de Pinus o de Pinus y Quercus. La gran mayoria de
los pinos mexicanos posee una distribucion geografica restringida al territorio de este pais y
a algunas areas vecinas y casi todos constituyen elementos dominantes o codominantes en la
vegetacion actual. Los pinares son comunidades vegetales muy caracteristicas de México y

ocupan vastas superficies de su territorio (Rzedowski, 2006).



De acuerdo con Perry (1991) existen en México 55 especies del género Pinus, que con las
subespecies, variedades y formas corresponden a 72 taxa del género Pinus, este numero
representa el 76.4 % del total de especies que se reconocen en el mundo.

Los ecosistemas de pifionares, son los més tipicos en climas semiaridos, los cuales viven
frecuentemente en colindancia con pastizales, matorrales xer6filos o encinares arbustivos y
forman amplias ecotonias con estas comunidades vegetales. En México tienen una
distribucion geogréfica restringida y en apariencias no constituyen elementos dominantes en

los bosques, sino muy locales (Rzedowski, 2006).

Los métodos de destruccion y perturbacion de la vegetacion han sido diversos, algunos de
ellos de impacto directo y otros indirectos. Entre los primeros, cabe mencionar como
principales: el desmonte, el sobrepastoreo, la tala desmedida, los incendios y la explotacion
selectiva de algunas especies Utiles. Los segundos tienen que ver principalmente con la
modificacion o eliminacién del ambiente ecoldgico necesario para el desarrollo de una

determinada comunidad bidtica, causando su desaparicion automatica (Rzedowski, 2006).

El uso inadecuado y muchas veces anarquico de la tierra, que prevalece en grandes
extensiones del pais, provoca con frecuencia la desaparicion innecesaria de la vegetacion
natural o bien la mantiene a niveles degradados, en el caso de Pinus johannis el mayor

impacto directo que ha tenido es la mineria (Rzedowski, 2006).

Pinus johannis es la especie a tratar en este estudio y se encuentra sujeta a proteccion especial
en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001. Una especie sujeta a proteccion
especial es aquella que se encuentra amenazada por factores que inciden de forma muy
negativa en su viabilidad (SEMARNAT, 2003).



Pinus johannis es una especie endémica de Mexico que crece en los estados de Zacatecas,
Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi y Querétaro a altitudes entre 2400 y 2800 msnm,
donde la precipitacién promedio anual varia de 300 a 400 mm (Perry, 1991; Garcia y Passini,
1993; Romero et al., 2000).

Pinus johannis por encontrarse en poblaciones pequefias y aisladas se le considera una
especie relicta. El hecho que sea pequefias trae complicaciones genéticas y una de ellas es la
endogamia (Mosseler et al., 2000; Flores et al., 1998).

Los hongos y bacterias pueden llegar a causar pérdidas econdémicas por los perjuicios que
causan en la selvicultura y agricultura, también en el campo forestal con frecuencia se han
reportado perdidas economicas e importantes debido a enfermedades provocadas por
hongos y bacterias ya que los dafios pueden reducir el crecimiento, provocar pudricion y

deformacion e incluso hasta la muerte del arbol (Luko et al., 1991).

El dafo que los hongos fitopatdgenos ocasionan no solo se refiere a las perdidas de
produccién economica, sino también a las pérdidas en la produccién bioldgica, es decir a
la alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospedantes atacadas

por estos microorganismos (Rodriguez s/n).



1.1 OBJETIVO

Identificar microorganismos importantes asociados a la especie de Pinus johannis, mediante

la siembra en medio de cultivo de las partes enfermas de la planta como tallos y aciculas.

1.2  HIPOTESIS

Se espera encontrar los géneros Stemplhillum y Alternaria. Causando enfermedad en esta

especie forestal.

1.3 JUSTIFICACION

Pinus johannis es de suma importancia ecolégica en nuestro pais, ya que esta es una especie
gue se encuentra amenazada por factores que inciden de forma muy negativa en su viabilidad,
ademas de que crece en poblaciones pequefias y aisladas. Por ser una especie pifionera las
semillas comestibles son objeto de recoleccidn y comercio, ademas de proveer alimento dan
hébitat a la flora local. Cabe destacar que es una especie de pino dioico, ya que las estructuras
reproductivas femeninas y masculinas se producen en diferentes individuos Esta especie se
encuentra sujeta a proteccion especial en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001, en
estatus de riesgo. Esta especie de pino se ha visto afectada por distintas plagas y

enfermedades, por lo que se pretende determinar su sanidad.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Los Pinos Pifiloneros en México

México es un centro de diversificacién de pinos pifioneros (Pinus subsecc. Cembroides y
subsecc. Nelsoniae), los cuales habitan en comunidades mono especificas o asociadas que se
denominan pifionares. El habitat que los caracteriza se restringe a las montafias de climas
secos en transicion con otras comunidades vegetales, como pastizales, matorrales xeréfilos y
encinares (Rzedowski, 1978). En México, Pinus cembroides Zucc. Es la especie principal de
pifioneros, por la amplitud de distribucion geogréafica sobre el altiplano del norte y centro del
pais y por su importancia econémica (Luna et al., 2008).

La situacion biogeografica excepcional de México como zona de transicion entre dos grandes
regiones la neartica y la neotropical es la razon de su riqueza conservada y multiplicada por
el hecho de que la situacion del pais en la franja intertropical y su pronunciada orografia
determina una gran diversidad de condiciones ambientales, biogeograficamente México es
unico, ya que los elementos correspondientes a las dos grandes regiones se sobreponen y
entrelazan. Esto hace a México el pais con mayor diversidad de faner6gamas con

aproximadamente 25 000 especies (Williams-Linera et al., 1992).

Los pinares en localidades mas secas, con frecuencia en contacto o en las cercanias de las
zonas aridas, se caracterizan por estar constituidos por especies de hojas cortas, mas bien
gruesas Yy rigidas, como los pinos pifioneros (P. edulis, P. quadrifolia, y sobre todo el mas
difundido de ellos, P. cembroides) que se extienden por las partes secas de las serranias desde
los Estados de Hidalgo y Puebla a Chihuahua (Miranda y Hernandez, 1963).



El conjunto de los bosques de coniferas ocupa cerca de 15% del territorio del pais y mas de
9/10 de esta superficie corresponde a los de Pinus o de Pinus y Quercus. La gran mayoria de
los pinos mexicanos posee una distribucion geografica restringida al territorio de este pais y
a algunas areas vecinas y casi todos constituyen elementos dominantes o codominantes en la
vegetacion actual. Los pinares son comunidades vegetales muy caracteristicas de México y

ocupan vastas superficies de su territorio (Rzedowski, 2006).

Los pinos pifioneros tienen un alto grado de endemismo en México. Existen 10 taxa
endémicas, Estos pinos se encuentran desde Baja California, Baja California Sur, Sonora,
Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, hasta
Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco, Querétaro, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y Veracruz.
Algunas con distribucidbn muy restringida, también existen especies con distribucion muy
amplia, como el P. cembroides Zucc., y no tan amplia, como P. pinceana las cuales estan
distribuidas en los estados del norte y centro del pais. (Eguiluz, 1987; Farjon et al., 1997,
Perry, 1991).

Las diferentes especies de pinos pifioneros producen una gran cantidad de semillas, la
mayoria de las cuales cumplen un papel muy importante como estructuras de reproduccion y
que no son utilizadas por el hombre. Pero algunas especies producen semillas comestibles,
las cuales pueden ser consumidas por animales silvestres y por el hombre; sus semillas son
conocidas como pifiones. La recoleccion de pifiones para consumo humano ha constituido,
tradicionalmente, una fuente importante de alimento para diversos grupos humanos de la
zona norte del pais. Los pinos pifioneros han estado ligados a la historia de grupos humanos,

en especial en América (Fonseca, 2003).

Pinus johannis M.-F. Robert es una especie endémica de México gque crece en poblaciones
pequefias y aisladas de distribucion restringida y sus poblaciones estan limitadas en los

estados de Zacatecas, Coahuila, Nuevo Ledn, San Luis Potosi y Querétaro a altitudes entre



2400 y 2800 msnm, donde la precipitacion promedio anual varia de 300 a 400 mm (Perry,
1991; Garcia y Passini, 1993; Romero et al., 2000).

Las comunidades de Pinus johannis forman un grupo compacto, pero en la mayoria de los
casos se asociaron con las de Pinus cembroides, lo que resulta en una alta semejanza floristica
entre ambas comunidades, principalmente porque ambos pifionares habitan en simpatia
(Romero et al., 1996)

Pinus johannis es una especie de Pino dioico, arbusto o &rbol, de 2 a 3 m de altura, tallos
multiples, rara vez con un solo tronco. Corona baja, densa y redondeada, que se extiende,
con ramas que se extienden hacia afuera hasta 3-4 m. Corteza en arboles jovenes lisos y
grises; en los arboles mas viejos, speros y escamosos. Ramitas de color gris oscuro, aspero.

Hojas 3 por fasciculo, 3-5 cm de largo (Flores-Renteria et al., 2013).

Estudios realizados determinan que la disposicion de los conos de Pinus johannis sirvieron
para inferir el origen de la evolucion de la bisexualidad, debido que un 99% de los individus
de esta especie tuvieron un comportamiento dioico, ya que las estructuras reproductivas
femeninas y masculinas se producen en diferentes individuos (Garcia y Passini 1993, Flores-
Renteria et al., 2013)

2.2 Estatus Taxonomico de Pinus johannis M.-F. Robert

Pinus johannis, es una especie perteneciente a la familia Pinaceae, fue descrito por Marie-
Robert Francoise (M.-F. Robert), en 1978, quien considera a P. johannis como una especie
independiente y la ubica dentro del grupo cembroides. Actualmente existe una gran

controversia con algunos autores en cuanto a la clasificacion taxonémica de P. johannis.



La propuesta por Farjon y Styles (1997), quienes consideran a P. johannis como una variedad
de Pinus cembroides y lo denominan como Pinus cembroides Zuccarini subespecie

cembroides variedad bicolor.

La propuesta hecha por Robert (1978), quien considera a P. johannis como una especie

independiente y la ubica dentro del grupo cembroides.

Passini que describio una nueva especie de pino pifionero mexicano Pinus johannis (M.-
F.Robert, 1978) en una muestra recolectada en Concepcion del Oro, Zacatecas. Sefialando
las principales diferencias que separa a P. cembroides de P. edulis, P. culminicola, P.
monophylla y P. johannis de la otra (Passini, 1994).

Por otra parte, en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001 esta especie
esté en listada como especie sujeta a proteccion especial (SEMARNAT, 2003).

2.3 Importancia Ecoldgica

Muchas veces los bosques de pino se presentan puros, es decir, dominados por una sola

especie y sin mayor intervencion de otros elementos lefiosos (Rzedowski, 2006).

Los bosques formados por P. johannis proveen alimento y habitat a la fauna local; ademas,
las copas de estos arboles proporcionan sombra a especies herbaceas y arbustivas las cuales
tienen mas probabilidad de sobrevivir por la mayor disponibilidad de humedad (Romero-

Manzanares y Garcia-Moya, 2002).

2.4 Importancia Social

En Mexico, los pinos tienen gran importancia ecologica, econdmica y social. Ofrecen
importantes servicios ambientales (agua, oxigeno, recreacién, captura de carbono) e influyen
en el clima regional (Garcia y Gonzalez, 2003). Los arboles de P. johannis se pueden plantar

en las ciudades como arboles ornamentales y en sitios con precipitacion baja (Perry, 1991).



La investigacion forestal en la actualidad ya no se ocupa exclusivamente de la explotacion y
el aprovechamiento de los bosques, sino que cada vez adquiere mas importancia el analisis
conjunto del ecosistema forestal. Independientemente de las aplicaciones actuales, la
investigacion forestal se esfuerza por obtener conocimientos generales validos sobre las
multiples interrelaciones entre los organismos que viven en los ecosistemas forestales y su

entorno inorganico (Gadow et al., 2001).

La precisién de la estructura de ecosistemas forestales constituye una condicion para tomar
decisiones sobre el manejo de estos recursos, tanto en localidades de bajo aprovechamiento
como en areas naturales protegidas, donde pueden observarse procesos de sucesion natural
que permiten el establecimiento de rodales tipo como norma de conduccién de acciones de

manejo (Aguirre et al., 2003).

2.5 Importancia Econdémica

La extension de los arboles de pinos en México es todavia muy grande, y ademas este tipo
de vegetacion suministra materias primas de gran importancia industrial: madera, pulpa para
papel, celulosa, resina y por la relativa rapidez del crecimiento de muchas de sus especies y
sobre todo por la extensa area de distribucion y buen desarrollo que presentan estos bosques
en el pais. Estos bosques con mayor razdn que otros deben explotarse racionalmente y
cuidarse con esmero, pues constituyen un rico patrimonio nacional que tiene que ser

conservado (Miranda y Hernandez, 1963).

Las semillas comestibles de las especies pifioneras, sobre todo de P. cembroides, son objeto
de recoleccién y comercio. El estado de Nuevo Ledn parece ser el principal proveedor de

pifiones de la Republica (Rzedowski, 2006).



2.6 Distribucién

La distribucién de los bosques es uno de los aspectos mas importantes del entorno forestal
ya que ésta puede ser manejada por la silvicultura, y puede ser un buen indicador de la
biodiversidad (Del Rio et al., 2003).

Los ecosistemas de pifionares, son los mas tipicos en climas semiaridos, los cuales viven
frecuentemente en colindancia con pastizales, matorrales xeréfilos o encinares arbustivos y
forman amplias ecotonias con estas comunidades vegetales. En México tienen una
distribucion geogréfica restringida y en apariencias no constituyen elementos dominantes en

los bosques, sino muy locales (Rzedowski, 2006).

La situacion biogeografica excepcional de México como zona de transicion entre dos grandes
regiones la neartica y la neotropical es la razon de su riqueza conservada y multiplicada por
el hecho de que la situacion del pais en la franja intertropical y su pronunciada orografia
determina una gran diversidad de condiciones ambientales, biogeograficamente México es
unico, ya que los elementos correspondientes a las dos grandes regiones se sobreponen y
entrelazan. Esto hace a México el pais con mayor diversidad de fanerégamas con

aproximadamente 25 000 especies (Williams-Linera et al., 1992).

2.7 Patogenos Asociados a Especies Forestales

Las enfermedades constituyen uno de los cuatro factores principales que determinan la
dinamica de los ecosistemas forestales junto con las plagas, el fuego y las condiciones
climaticas. Los hongos son los principales agentes causantes de enfermedades forestales
pudiendo atacar diferentes partes de las plantas afectando su funcionamiento en varias
formas, por ejemplo, aquellos hongos que causan defoliacién provocan una disminucion en

la tasa fotosintética; los causantes de cancros debilitan el tronco o reducen el transporte desde
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y hacia las raices; los pudridores de raiz incrementan el riesgo a la caida por viento y reducen
la absorcion de agua y minerales. Los hongos ademas de ser importantes patégenos también
influyen en la produccién forestal cuando interactlian con insectos para producir dafios. En
los ecosistemas forestales la asociacion entre insectos y hongos, es una relacion comun y

ecologicamente importante (Pildain y Errasti, 2011).

Los hongos y bacterias pueden llegar a causar pérdidas econémicas en el hombre por los
perjuicios que causan en la selvicultura y agricultura. En el campo forestal con frecuencia se
han reportado perdidas econémicas e importantes debido a enfermedades provocadas por
hongos y bacterias ya que los dafios pueden reducir el crecimiento, provocar pudricién y
deformacion e incluso hasta la muerte del arbol. Phytium spp., Fusarium spp. Son de amplia
distribucién en el suelo los cuales causan el mal del tallo o pudricién de las raices en muchas

especies forestales. (Luko et al., 1991).

Existen muchas enfermedades causadas por hongos en las plantaciones forestales para las
cuales se han encontrado medidas de control concretas, pero también otras que siguen sin
respuesta 0 que no son logistica 0 econdmicamente controlables a gran escala. Para todas
ellas, es necesario establecer la identidad de los organismos asociados, su sintomatologia y

las caracteristicas del sistema en general (Pildain y Errasti, 2011).

2.8 Genero Fusarium

2.8.1 Caracteristicas generales

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas, tienen un
micelio bien desarrollado, septado y conidiéforos caracteristicos, aunque algunas especies
tienen un talo unicelular. Son considerados principalmente como hongos de campo (Sumalan

et al., 2013), ya que causan un sinnimero de enfermedades en cultivos. Sus dafios
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desencadenan en el hospedante una serie de afecciones generalmente de caracter irreversible,
originando pérdidas econdmicas considerables, causando marchitamientos vasculares
principalmente en flores y hortalizas anuales (Agrios, 2008; Garcia et al., 2007). Este
patdgeno causa el denominado chancro resinoso de los pinos, grave enfermedad que ocasiona
chancros resinosos y muerte de ramas en pies adultos, junto con pudricién radicular y del
cuello de la raiz (“dumping-off”) en viveros, al ser capaz de infectar estructuras vegetativas
o reproductivas en diferente estado de maduracion, produciendo por tanto sintomas distintos
(Merlo et al., 2010).

2.8.2 Ubicacién taxonémica

Reino: Fungi
Divisién: Amastigomycota
Subdivisién: Deuteromycotina.
Clase: Deuteromycetes
Subcles: Hyphomycetidae.
Orden: Moniliales.
Familia: Tuberculariaceae.
Género: Fusarium

(Alexopoulos y Mims, 1996)

2.8.3 Caracteristicas Morfologicas

Al microscopio, la fialide es generalmente fina, con forma de botella; simple o ramificada;
cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro de la fidlide) o polifialidica

(de varios poros). Los macroconidios presentan forma de medialuna, hialinos y septados.
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Para su correcta clasificacion es importante el largo, ancho, curvatura, septos, agrupaciones
mucoides (esporodoquios) y detalles de las células de los extremos (célula apical y pie). Los
microconidios, ausentes en algunas especies, poseen variadas formas (fusiformes, ovales,
clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides llamadas "falsas cabezas"), en
cadenas largas o cortas; todas observables en el objetivo (40x). Otro tipo de conidios son los
microconidios que son similares, pero de menor tamafio que los macroconidios y nunca
forman estructuras mucoides. Por dltimo, pueden observarse las clamidosporas
caracteristicas con doble pared gruesa, lisa 0 rugosa; de manera aislada, en pareja o en grupo
(Tapia y Amaro, 2014).

2.9 Genero Alternaria

2.9.1 Caracteristicas generales

Es un hongo oportunista que puede causar manchas en las hojas asi como pudriciones y
decoloraciones en muchas partes de las plantas.se encuentra dentro de las enfermedades mas
comunes de las plantas en todo el mundo. En casi todos los casos, este se comporta como un
parasito de heridas. La penetracion directa y estomatal puede ocurrir o invadir un hospedero
que esta fisiolégicamente o patologicamente debilitado. Afectan principalmente a las hojas,
tallos, flores y frutos de plantas anuales, en particular de hortalizas y plantas de ornato entre
muchas otras, pero afectan también a ciertas partes de arboles como los citricos y el manzano,
etc. Por lo comun, las enfermedades causadas por Alternaria aparecen forma de manchas que
comienzan con la aparicion de unas pequefias puntaciones castafias rodeadas de un halo
clorético y tizones foliares, pero pueden ocasionar también el ahogamiento de plantulas,

pudriciones del cuello, asi como pudriciones de los frutos (Agrios, 2008).
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2.9.2 Ubicacién taxon6mica

Reino: Fungi
Division: Ascomicota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

(Wiltshire, 1933)

2.9.3 Caracteristicas Morfologicas

El patégeno Alternaria sp. Tiene un micelio de color oscuro y en los tejidos viejos infectados
produce conidioforos cortos, simples y erectos que dan origen a cadenas simples o
ramificadas de conidios. Los conidios son grandes, alargados y oscuros, o bien multicelulares
y en forma de pera y presentan septas tanto transversales como longitudinales, se desprenden

con facilidad y son diseminado por corrientes de aire (Agrios, 2008).

2.10 Trichothecium roseum

2.10.1  Caracteristicas generales

Trichothecium roseum es un hongo saprofito y se encuentra en todo el mundo. Los habitats
conocidos de T. roseum incluyen, viveros forestales, bosques, hortalizas, arboles frutales
entre otros, en frutas y verduras causan la pudricion rosada. La enfermedad causada por este
hongo se caracteriza por el desarrollo de un moho blanco en polvo que eventualmente se

vuelve rosa. Aunque el impacto econdémico de la enfermedad es minimo, T. roseum es
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conocido como un productor de micotoxinas. Por lo tanto, es la presencia en vegetales y
frutas disminuye la calidad de esos productos alimenticios y causa un riesgo para los
consumidores (Bello, 2008).

2.10.2  Ubicacién taxondmica

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Incertaesedis

Género: Trichothecium

Especie: roseum

(Howard et al., 1994)

2.10.3  Caracteristicas Morfologicas

Las colonias de Trichothecium roseum son de aspecto plano, granular y polvoriento, crecen
inicialmente de color blanco, pero cambian a color rosa o naranja, el género Trichothecium
se caracteriza principalmente por sus colonias de color rosado. Con la edad los conidioforos
son erectos de 200-300um de longitud, individualmente o en grupos sueltos, hialinos y
septados, retrogrados, no se ramifican; a menudo cerca de la base forma cadenas alternas de
conidios en el apice, indistinguibles de las hifas hasta que se producen los conidios son
grandes de 12-18 x 8-10um, lisos, bicelulares (célula basal y apical), hialinos, elipsoidales a

piriformes, con una forma oblicua trunca en la base (Barnett y Hunter, 1998)
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2.11  Genero Aspergillus

2.11.1  Caracteristicas generales

Las especies del género Aspergillus se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza
pudiéndose aislar de una gran variedad de substratos. Gracias a la facilidad de dispersién de
sus conidios y a su pequefio tamafio, éstos pueden permanecer en suspension en el ambiente

durante un largo periodo de tiempo (Abarca, 2000).

2.11.2  Ubicacion taxondémica
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Aspergillaceae
Geénero: Aspergillus

(Gil, 2018)

2.11.3  Caracteristicas Morfologicas

Conidioforos largos, lisos y rugosos con el apice hinchado y cubierto parcial o totalmente
por una o dos series de esterigmas, la célula basal modificada; conidios hialinos o de colores
brillantes, catenulados, globosos, ovales o elipticos, lisos o0 equinulados. De algunas especies
se conoce la fase perfecta, correspondiendo a los géneros Eurotium, Sartorya, o Emericella.
La mayoria saprofitos, algunos parasitos benignos de plantas y animales, incluyendo al
hombre (Romero, 1994)
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2.12 Genero Penicillium

2.12.1  Caracteristicas generales

El género Penicillium son conocidos cominmente como mohos que se desarrollan sobre los
mas diversos substratos: granos, paja, cueros, frutas, etc. Su identificacién en base a las
caracteristicas morfoldgicas fue cadtica hasta que Pitt (1980) normalizé las condiciones de
cultivo y Frisvad (1981) consideré la formacion de los metabolitos secundarios en la
descripcion de las especies. La importancia de estos mohos en la alimentacion humana y

animal se debe a que, ademas causar deterioro, producen toxinas (Pitt y Leistner, 1991).

2.12.2 Ubicacion taxondmica

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Aspergilliaceae
Género: Penicillium

(Guevara, 2018)

2.12.3  Caracteristicas morfoldgicas

Penicillium es un hongo filamentoso hialino, sapréfito. Macroscopicamente las colonias son
normalmente de crecimiento rapido; al principio de color blanco y con el tiempo adquieren
color azul, azul verdoso, verde, gris oliva o tonos rosados, con reverso amarillo cremoso.
Microscopicamente presenta hifas hialinas septadas. Los conidi6foros tienen ramas
secundarias, denominadas métalas. Estas son de forma cilindrica, con paredes lisas y portan
de 3 a 6 fidlides en forma de matraz; de las cuales surgen largas cadenas sin ramificar de

esporas o conidios formando el penacho o pincel caracteristico del género. El conidiéforo
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estd unido al micelio mediante el estipe. Entre esta y la fidlide pueden aparecer diferentes
células. Estas células se presentan agrupadas partiendo de un mismo punto desde el que se
originan. (Benitez, 2003).

2.13 Bacterias Fitopatogenas asociadas a especies forestales

Los arboles, como todos los seres vivos, son propensos a ser afectados durante todas las
etapas de su desarrollo por diferentes agentes, uno de ellos las bacterias que alteran el
desarrollo esperado de los mismos. Inclusive, causas de origen genético o fisioldgico. Las
plantas enfermas son aquellas cuyo desarrollo fisiolégico y morfoldgico se ha alterado
desfavorablemente y en forma progresiva, hasta tal punto, que se producen manifestaciones
visibles a tal alteracion (Arguedas 2012). El genero Brenneria agrupa especies bacterianas
que ocasionan hoyos en la madera, grietas profundas longitudinales en el tronco, exudado
color oscuro marrdén con bacterias que fluyen de las grietas de las ramas. El género Brenneria
fue descrito en 1998 para agrupar a seis especies bacterianas, anteriormente incluidas en el

género Erwinia (Gonzales et al., 2008).

2.13.1  Erwinia amylovora

El género Erwinia que recibe su nombre a la memoria del fitopatdlogo Erwin F. Smith, se
creod inicialmente para agrupar a Enterobacterias asociadas a las plantas Gram negativas,
bacilares no formadoras de esporas y moviles. Los miembros de este género incluyen ademas
de enterobacterias saprofitas ecologicamente asociadas a plantas, patdgenos oportunistas del
hombre y de los animales. Esta bacteria es de muy facil dispersion y contamina vegetales
huéspedes sin mostrar sintomas, por lo que hay que tener el maximo. Los dafios que produce
son muy graves, provocando la muerte de la planta. Ademas, la velocidad de progresion de
la enfermedad es muy réapida, dependiendo de la cantidad de bacterias y de las condiciones
metereoldgicas. Las especies del género Erwinia, se clasificaron en cuatro grupos basados
en la comparacion de secuencias del ADN. Quedando Erwinia amylovora en el primer grupo,
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el cual representa las verdaderas Erwinias, que producen necrosis o marchitamiento en las
plantas (Brenner 1984).

2.13.2  Caracteristicas Generales de E. amylovora

Fue la primera bacteria que se demostré era el agente causal de una enfermedad en plantas,
la enfermedad denominada fuego bacteriano, que afecta principalmente a plantas de la
familia rosaceas en las que se incluyen los frutales de pera y manzano. Entre las especies
forestales susceptibles de ser colonizadas por esta bacteria se citan como méas importantes las
de los generos: Crataegus, Sorbus, Cotoneaster, Malus y Eriobotrya. Las flores y brotes
jovenes son los 6rganos mas sensibles, y donde suelen aparecer los sintomas iniciales. Como
sintomas caracteristicos se citan: ennegrecimiento y marchitamiento de las flores, brotes que
adquieren una coloracion marrén rojiza, y tambien, las exudaciones tipicas bacterianas.

Puede ocasionar la muerte del arbol o planta en un plazo variable (Merlo et al., 2010).

2.13.3  Sintomas Causados por E. amylovora

La infeccidn de E. amylovora puede iniciarse en plantas de cualquier edad, incluso ya desde
el vivero, ésta penetrar a través de aberturas naturales Normalmente los primeros sintomas
se presentan en primavera, durante la floracion y brotacion, y se localizan con frecuencia en
la zona media o baja del arbol. La bacteria se multiplica y la infeccion avanza en todo el
arbol, alcanzando finalmente las ramas. Las hojas pueden ser infectadas a partir del brote en
el que estan situadas o bien por penetracion directa de la bacteria. EI sintoma inicialmente
visible puede ser un marchitamiento, que puede ir acompafiado de manchas necroticas en los
margenes y superficie de las hojas. Las lesiones del brote se van extendiendo y cuando E.
amylovora ha alcanzado la base de una rama impide su nutricion, produciendo un rapido
marchitamiento de todas las hojas del brote. No se produce defoliacién y las hojas

permanecen secas en el arbol (Palacio y Cambra, 2009).
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M. MATERIALES Y METODOS

1.1 Ubicacion del Experimento

Este trabajo de investigacion fue llevado a cabo en el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia, en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

1.2 Descripcion del Area de Estudio
El area de estudio de Pinus johannis fue en la localidad Nuevo Salaverna que se encuentra

ubicada en el Municipio de Mazapil, Estado de Zacatecas (24° 38' 52.56" N 101° 30
4.77°W). (Figura 1)
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Figura 1. Ubicacion de Arboles muestreados de Pinus johannis en el norte del estado de Zacatecas
(Villa, 2010).
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1.3 Colecta de Material Vegetal

1.3.1 Seleccion de Arboles para la Colecta

La recoleccién del material vegetal se realiz6 en Marzo de 2018, se muestrearon 20 arboles
cinco en cada punto cardinal de la poblacion, seleccionados al azar. En cada &rbol se tomaron

4 muestras de acuerdo a los cuatro puntos cardinales.

Cada una de las muestras se coloco en bolsas de plastico por separado y se identificaron con

el nombre de la especie, numero de arbol y la orientacion.

1.3.2 Incidencia y Severidad

Se determino la incidencia de la enfermedad en relacion al namero total de arboles y se

expreso en porcentaje de plantas enfermas, para la severidad se utilizo una escala arbitraria.

Los resultados se registraron en un formato, sefialando si hay presencia o no de

sintomatologia. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas generales de la poblacion de colecta de Pinus johannis M.-F.
Lugar de muestreo: Mazapil, Zacatecas.

Fecha: 4/marzo/2018

Coordenadas: 24° 38' 52.56" N 101° 30 4.77"W

Especie: Pinus johannis

Altura de INCIDENCIA SEVERIDAD
arbol Escala de dafio (%) por ramas en cada
orientacion
No. De Presencia Norte sur este Oeste
arbol de
sintoma
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1.3.3 Traslado de Muestras Colectadas

Las muestras ya identificadas fueron trasladadas al laboratorio de fitopatologia en el
Departamento de Parasitologia para mantenerlas en refrigeracion para su preservacion hasta

su procesamiento.

1.4 Preparacion de Medio de cultivo PDA y KB

PDA. Se pesaron 17.5 gr de Agar Papa Dextrosa y se aforo con 450 ml de agua destilada en
un matraz Erlenmeyer de 1000 ml. Se Calento agitando frecuentemente permitiendo que
hierva por un minuto, para que el medio se disolviera completamente, después se llevo a la

autoclave a 121°C durante 15 minutos para ser esterilizado.

KB. Se pesaron 9 gr de Proteosa Peptona, 0.67 gr de Fosfato de Potasio Dibasico, 0.67 gr de
Sulfato de Magnesio, 6.75 gr de Agar, 6.75 gr de Glicerol y se aforo con 450 ml de agua
destilada en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml. Se Calenté agitando frecuentemente
permitiendo que hierva por un minuto, para que el medio se disolviera completamente,

después se llevo a la autoclave a 121°C durante 15 minutos para ser esterilizado.

1.5 Vaciado de Cajas

El medio se llevo a la camara de transferencia para el vaciado en las cajas Petri y evitar

contaminacion alguna, se espero un tiempo de 24 horas para que el medio se solidifacara.
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1.6 Siembra de las Muestras de Pino

De las muestras se tomaron agujas y partes del tallo, se cortaron con un bisturi en partes muy
pequefas y se llevaron a una caja Petri para lavarlas. Se desinfectd con cloro al 2% por 1
minuto después se enjuago con agua destilada estéril por 3 minutos para poder eliminar el
exceso de cloro, se hizo un segundo lavado, luego fueron colocadas en papel de estraza para
que perdieran el exceso de humedad. Se tomaron de 3 a 5 partes de aguja y/o tallo y se
colocaron en cajas Petri con medio de cultivo, las cajas se sellaron con papel film y se
identificaron con nombre, fecha, nimero de arbol y orientacion, todo el proceso fue realizado
en la camara de transferencia para evitar contaminacion alguna, al final se llevaron a la

incubadora a una temperatura de 25°c para el desarrollo de los microorganismos (figura 2).

[ \(/
Figura 2. Proceso de siembra de las muestras de Pinus johannis.

1.7 Aislamiento de Microorganismos

Se separaron los diferentes microorganismos que se pesentaron, en este caso hongos y

bacterias Con una aguja de diseccion flameada y estéril se tomo un aislado de cada uno y se
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pasaron a una nueva caja con medio de PDA y KB, las cajas se sellaron e identificaron y se

llevaron a la incubadora a una temperatura de 25°c, estas se observaron continuamente.

1.8 Purificacién de Hongos

Una vez que las cepas tenian el crecimiento adecuado para ralizar su purificacion, con un
sacabocado flameado y esterilizado, se tomo parte del hongo y se coloc6 en una nueva caja
con medio de PDA, se sellée identifico y se llevo a la incubadora a una temperadura de 25°c.

1.9 Incremento de Cepas

Una vez obtenidas las cepas fueron incrementadas en cajas con medio de PDA, con un
sacabocado se tomé parte del hongo y se coloco en el medio, las cajas se sellaron e

identifacaron y se llevaron a la incubadora a 25°c.

1.10 Preparacion de Laminillas

Teniendo cepas puras se hicieron varios mantajes semipermanentes de las diferentes cepas.
En portaobjetos se adicion6 lactofenol azul, después se colocé una pequefia muestra de
micelio y posterio el cubreobjetos, después se sellaron e identificaron para observar en el

microscopio compuesto.

1.11 Identificacion de Hongos

Las preparaciones de los hongos se llevaron al microscopio compuesto para observar el tipo

de micelio y las caracteristicas distintivas de los diferentes géneros de pat6genos esto con
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ayuda de las diferentes claves para el proceso de identificacion de patdgenos, las montas se
observaron al microoscopio con los objetivos de 10x y 40x. La identificacion a nivel de
género se realiz6 utilizando las claves para hongos imperfectos (Barnett y Hunter, 1998), se
basd en caracteristicas de estructuras reproductivas y del micelio. También se consideré la

coloracion del crecimiento micelial de cada cepa durante una semana.

1.12 Purificacion de Bacterias

Una vez teniendo las colonias de bacterias en crecimiento, con un asa bacteriologica estéril
se tomo parte de la suspension bacteriana y se sembro por el método de estria multiple, en
cajas nuevas con medio KB, se sello e identificé y se incub6 a 25°c en un periodo de 48

horas, se observo también la forma de la colonia, tamafio, color y consistencia.

1.13  Caracterizacion Bioquimica de las Bacterias

1.13.1  Pruebas Bioquimicas Preliminares

1.13.1.1 Tincion de Gram

La prueba permite diferenciar las bacterias mediante coloracion en Grampositivas (violeta)
y en Gramnegativas (rojo). En las grampositivas el colorante se fija fuertemente al
peptidoglicano que lo retiene e impida que salga con el decolorante. En las gramnegativas el
colorante es retenido con menos fuerza al ser mas delgada la capa de peptidoglicano. Para la
tincion de Gram primeramente se fijo la bacteria en un portaobjetos limpio, posteriormente
se adiciono cristal violeta hasta inundar la muestra actuando por 30 segundos, se decanto y
lavo, después se agrego lugol por por 1 minuto, se decant6 y se lavé con alcohol-acetona asta
retirar los excesos del cristal violeta, por ultimo se adiciond el colorante de contraste

(safranina) por 1 minuto, se lavo con agua y dejo secar a temperatura ambiente, por Gltimo
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se observd al microoscopio compuesto en el objetivo de 100x para observar el resultado

(Gram positiva 0 negativa).

1.13.1.2 Pruebas de Catalasa

La prueba de la catalasa es un método répido y facil para la diferenciacion de Staphylococcus
(Catalasa positivo) de Streptococcus (Catalasa negativos e inmdviles). La catalasa es un
enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen citocromos. Las bacterias
que sintetizan catalasa hidrolizan el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que
se libera en forma de burbujas (Fernandez, et al., 2010). Para realizar la prueba se colocé una
gota de perdxido de hidrégeno en un portaobjetos y con un asa bacteriolégica se tomé una
pequefia muestra de la colonia bacteriana y se dispersé en el peroxido de hidrogeno para ver

si formaba burbujas.

1.13.1.3 Prueba de Oxidasa

Sirve para detectar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion de la oxidasa se debe a la
presencia de un sistema citocromooxidasa que activa la oxidacion del citocromo el cual es
reducido por el oxigeno molecular originando agua o peréxido de hidrogeno segun la especie
bacteriana. Por lo general, el sistema citocromo oxidasa s6lo se encuentra en las bacterias
aerobias y algunas anaerobias facultativas. Asimismo, la presencia de oxidasa va ligada a la
produccidn de catalasa, ya que ésta degrada el peréxido de hidrégeno que se produce como
consecuencia de lareduccion del oxigeno (Bou et al., 2011). Pararealizar la prueba se coloco
un trozo de papel de filtro estéril, luego con un asa de platino estéril se depositd sobre el
papel una pequefia concentracién bacteriana y se afiadidé una gota del reactivo de oxidasa, se
esperd a observar una coloracion morada en un lapso no mayor a 10 segundos para ver si el

resultado era positivo o de lo contrario este era negativo.
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1.13.1.4 Prueba de KOH al 3%

El objetivo de realizar esta prueba es para ratificar los resultados de la tincion de Gram. La
prueba consistié en colocar sobre una laminilla una gota de KOH al 3 %, después con el asa
se adiciond una muestra de la colonia bacteriana, se mezclaron con movimientos giratorios
durante 1 a 3 minutos y se observd si al separar el asa de la mezcla se formaba una hebra
viscosa, la cual indicaba que la prueba fue positiva e indica que se trata de bacterias Gram
negativas (Lagunas y Vega, 2013).

1.13.2  Pruebas Especificas

1.13.2.1 Oxido Fermentacion (Hugg-Leiffson)

Mediante esta prueba se determina si la utilizacion de los hidratos de carbono por parte de
un microorganismo se realiza por via oxidativa proceso aerdébico, donde hay presencia de
oxigeno o por via fermentativa proceso anaerobico, ausencia de oxigeno (Bou et al., 2011).
Para la prueba se utilizo el agar OF, que se elabord con 0.5 gr de Peptona, 1.25 gr de Ncl,
0.0075 gr de Agar, estos se vaciaron en un matraz de Erlenmeyer de 500ml, se aforo con 250
ml de agua, se agregaron 0.0003 gr de azul de Bromitimol y se llevd a esterilizar a la
autoclave a una temperatura de 121°c por 15 minutos. Se esperé a que estuviera a una
temperatura ambiente para agregar 5 gr de Glucosa, esto ya se realizd en la camara de
transferencia. Después de 24 horas se llenaron 5 tubos de ensaye con 5 ml del medio a cada
uno para realizar la inoculacion. Con un asa tomamos parte de la bacteria e inoculamos por
picadura en 4 de los tubos, dejando un testigo para observar los cambios que se presentaran.

En 2 de los 4 tubos se le agrego 5 ml de aceite mineral.
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1.13.2.2 Pruebas de L.O.P.A.T.

Levana: Utilizando un asa bacterioldgica se sembré la bacteria por estria cruzada sobre la
superficie del medio para la produccion de levana, luego se incubo a una temperatura de 28°c
en un periodo de 24-48 horas. Después del periodo de incubacién se determiné la elevacion
y consistencia de la colonia bacteriana. Para los resultados se considerd; que si la colonia era

mucoide o pulvinada la prueba era positiva y si no esta se consideraba negativa.

Oxidasa: Se coloc6 un trozo de papel de filtro estéril, luego con un asa de platino estéril se
depositd sobre el papel una pequefia concentracion bacteriana y se afiadié una gota del
reactivo de oxidasa, se espero a observar una coloracion morada en un lapso no mayor a 10

segundos para indicar un resultado positivo o bien negativo.

Peptolisis de papa: Para esta prueba se tomaron cortes de papa ya desinfectados con cloro
al 2%. Los cortes se colocaron en cajas de vidrio con papel de estraza previamente
esterilizadas y se hicieren pequefias heridas a cada uno de estos para la inoculacion. Con un
asa bacteriologica se tomo una pequefia muestra de la bacteria y se inoculo por via herida,
las cajas se llevaron a la incubadora a una temperatura de 25°c, para observar si habia

presencia de la bacteria.

Arginina: La deshidrolasa de arginina es una enzima que se encuentra presente en especies
del género Pseudomonas. EI complejo enzimatico esta compuesto por las enzimas arginina
desaminasa y la cetrolina ureidos la primera metaboliza la arginina a centrolina y la segunada
transforma la citrolina en ornitina (Schaad et al., 2001). Para la prueba, a partir del cultivo
bacteriano se inoculo dos de tres tubos con medio de cultivo dejando uno como testigo, luego
de eso se introdujo el asa previamente flameada al tubo testigo, después se adiciono 1 ml
aproximadamente de aceite mineral a cada uno de los tubos y se incubaron a 28°c durante 72

horas.
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Tabaco: La prueba de hipersensibilidad en una planta no huésped, en este caso la planta de
tabaco. Consistio en la inoculacion del mesofilo de una hoja de una planta con el objetivo de
conocer si la bacteria inoculada es 0 no una bacteria fitopatdgena. En primer lugar, con una
aguja se pincho la hoja de lado a lado y con la bacteria se hizo una suspension bacteriana
para después sin la aguja se inyecto a presion la suspension bacteriana en la hoja quedando
el mesdfilo inoculado. Si la prueba resulta ser positiva, se produce una reaccién de
hipersensibilidad y la zona inoculada se necrosa rpidamente en un periodo de 24 a 48 horas,
indicando que la bacteria inoculada es patdgena de otra planta.

1.14  Pruebas de Patogenicidad

Inocular el microorganismo aislado en una planta sana de igual especie de la que fue aislado,
esperar la reaccion de la planta, si reproduce los sintomas entonces el hongo inoculado es el

causante de ellos. A esto se le conoce como los postulados de Koch.

Para comprobar la patogenicidad de los hongos, estos se inocularon en partes vegetativas
(ramas) de Pino johannis. La inoculacion debe imitar la forma mas probable de infeccion
natural, en este caso fue mediante aspersion en ramas utilizando atomizadores, de esta manera

la suspensidn entra a traves de los estomas a los espacios intercelulares

Las soluciones utilizadas se compararon por el método de colorimetria, con la escala de Mac
Farland, quedando asi una solucion concentrada del patégeno de 1x10°. Después de la

aspersion las ramas se mantuvieron en camara himeda hasta la aparicion de sintomas.
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1.15 Caracterizacién Molecular

Se ha comprobado que para las determinaciones a nivel de género y especie el estudio de la
secuencia del ADN ribosomal (ADNr) es muy apropiado porque esta molécula contiene
regiones muy conservadas y regiones muy variables. Por tanto, los ensayos pueden ser
disefiados para dar informacion a diferentes niveles filogenéticos en particular género y
especie y que se ha demostrado que es muy similar al elaborado en base a las caracteristicas
fenotipicas. (Axelsson, 2004, Torriani et al., 1999).

Las cepas de los hongos identificados morfol6gicamente como Fusarium spp. Trichotecium
spp. Y la bacteria, se sembraron en PDA y se mantuvieron a una temperatura de 28°c durante
72 horas. La extraccion del ADN se realizd a partir del micelio de cada hongo. La
amplificacion de la region espaciadora transcrita internal a2 (ITS 1 A ITS 2) de los genes
ribosomales (ADNr) se realizd mediante el uso de los indicadores ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White, et al.,
1990.). Los productos fueron fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleotidos
marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Todo lo anterior
fue realizado en el Instituto Potosino De Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, A.C.
(IPICYT), San Luis Potosi, México. Las secuencias obtenidas fueron sometidas a un analisis
BLASTS8 Basic Local Alignment Search Tool) en la base de datos del Centro Nacional de

Informacidn sobre Biotecnologia (NCBI; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Colecta de Material Vegetal

Del muestreo para la colecta del material vegetal de Pinus johannis se observaron los
siguientes sintomas: Tizones, aciculas con manchas cloréticas amarillentas, bandas castafio-
rojizas sobre las aciculas, ramas secas, tejidos necrosados, secrecion de resina. Estos
sintomas se presentaron en la mayor parte de las plantas muestreadas (Figura 3).

Garcia (2009) menciona que el dafio en aciculas, amarillamiento del follaje y muerte de
diferentes especies de pinos, esta asociado a factores bidticos y abidticos. Por otra parte,
Osorio (2007) encontr6 que en plantaciones de pino de diferentes edades el follaje mostraba
sintomas variables que iban desde el color verde normal, hasta un color amarillo. También
menciona que se observaron en el envés de las aciculas numerosas estructuras globosas, muy
pequefias, de color negro, alineadas a lo largo de las bandas estomaticas, las que en conjunto
daban un aspecto negruzco y en casos mas extremos, la copa de los arboles presentaba
defoliacion, permaneciendo sélo las aciculas del Gltimo periodo vegetativo.
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Figura 3. Sintomas encontrados en Pinus johannis en Mazapil, Zacatecas, México.
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La incidencia del total de 20 plantas de Pinus johannis muestreadas en Mazapil, fue la
siguiente: 17 plantas enfermas representando el 85% y 3 plantas sin presencia de enfermedad

representando el 15% del total de las plantas (Figura 4).
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Plantas enfermas Plantas sanas

Figura 4. Incidencia de plantas enfermas y sanas en Mazapil, Zacatecas.

4.2 Siembra de las Muestras de Pino
Los patdgenos encontrados en la siembra de las partes vegetativas corresponden

principalmente a hongos afectando a Pinus johannis y también la presencia de una bacteria

(cuadro 2). Ya que algunos hongos se presentan con mayor incidencia que otros.

Cuadro 2. Patdgenos encontrados en la siembra de las muestras de Pinus johannis.

No. Arbol Pat6geno encontrado
1 No hubo desarrollo
2 Alternaria alternata
3 Alternaria alternata
4 Alternaria alternata

32



5 Alternaria alternata Aspergillus niger

6 Aspergillus flavus

7 Alternaria alternata

8 Erwinia amylovila

9 Alternaria alternata , Aspergillus flavus

10 Trichotecium roseum, Alternaria alternata , Penicillium

11 No hubo desarrollo

12 Alternaria alternata

13 Aspergillus niger, Alternaria alternata

14 Alternaria alternata

15 Alternaria alternata Penicillium

16 No hubo desarrollo

17 Alternaria alternata

18 Trichotecium roseum, Alternaria alternata

19 Aspergillus flavus, Alternaria alternata , Fusarium
tricinctum

20 Alternaria alternata

Penicillium spp. Se puede presentar debido a los excesos de humedad ya que algunas
muestras que se colectaron, no presentaban sintomas tan elevados y estas aun permanecian
verdes y a la hora de la colecta no hubo ningln proceso de desinfeccién por lo cual este
patdgeno se podria favorecer para reproducirse de manera mas rapida. En el caso de
Fusarium y Aspergillus, Guerra et al (2004) menciona en su reporte sobre los principales
hongos que afectan a Pinus tropicalis, que las principales afectaciones en semillas de pinos
son causadas por el género Aspergillus y en viveros el género Fusarium. Dependiendo de su
ubicacién, los hongos transmitidos por la semilla pueden en general, clasificarse en dos
grupos: llevados externamente en la semilla que incluye especies de Fusarium, Rhizopus y
Trichothecium. No son usualmente especificas al huésped y pueden abarcar mas de una
especie. Algunos de los hongos bien conocidos llevados internamente en la semilla incluyen
especies de Alternaria, Aspergillus, Botrytis. Estos pueden causar deterioro de la calidad de

la semilla y mortandad pre o post-emergencia de plantulas.
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En el caso de la bacteria Erwinia amylovora ha sido reportada cono responsable del fuego
bacteriano, una enfermedad de suma importancia y grave que pueden padecer los frutales de
pepita (peral, manzano y membrillero), y varias especies lefiosas ornamentales o silvestres.
Los dafios son muy graves, ya que puede producir la muerte de la planta afectada en un corto
periodo de tiempo. El riesgo se ve agravado por la gran facilidad de dispersion de la

enfermedad (Palacio y Cambra, 2009).

4.3 Identificacion de Hongos

Se identifico morfologicamente los hongos Alternaria, Aspergillus y Penicillium los cuales
se encontraban mas presentes en la mayoria de las muestras (Figura 5), se procedid a su

identificacion a nivel géenero de acuerdo a las claves (Barnett & Hunter, 1998).

Figura 5. Presencia de conidioforos Aspergillus y Alternaria aislados de muestras de
Pinus johannis.

De acuerdo con Blancas (2007), estos hongos son los contaminantes mas comunes e
importantes de las semillas almacenadas ya que la humedad favorece su crecimiento debido
a que pueden presentarse en todas partes y crecen en condiciones mas secas de las que pueden
soportar otros hongos de campo. Aspergillus y Penicillium Pueden invadir las semillas

directamente, Aspergillus puede producir toxinas como aflatoxina y ocratoxina, mientras
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Penicillium: Acido penicilico. Los hongos de almacenamiento pueden infestar el grano en el
campo.

A demés se identificaron los siguientes hongos patdgenos: Fusarium tricinctum y
Trichotecium roseum que fueron aislados de las semillas y partes vegetativas de Pinus
johannis (Figura 6). Los ejemplos mas comunes de hongos de campo son: Fusarium y
Alternaria. Fusarium puede producir las toxinas: DON, monliformina, fumonisinas y

depositarlas en las semillas (Blancas 2007).

Leonor et al (2016) menciona en su articulo que identificaron: Trichothecium sp. A pesar de
ser considerado como hongo saprofito se ha encontrado que, bajo condiciones favorables, es
capaz de invadir tejido de la semilla y matar las plantulas de algunas especies de pinos. Es
uno de los hongos causantes de damping off en plantulas de Pinus oocarpa, se encontro
ademas Fusariumn spp. Estas especies son causantes de deterioro de semillas, debilitamiento

y muerte de plantulas.

Figura 6. Conidios bicelures de T. roseum y Microconidias de F. tricinctum,
aislados a muestras de P. johannis

De acuerdos con los resultados se identificaron cinco especies de hongos presentes en plantas
de Pinus johannis los cuales fueron: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium
tricinctum, Trichotecium roseum, Alterneria alternata, penicillium y la presencia de una

bacteria Erwinia amylovora. (Figura 7).
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Guerra et al (2004) menciona que entre los patdgenos asociados a las semillas, viveros,
plantaciones y madera se incluyen a las bacterias, virus y hongos. Estos Gltimos son los mas
frecuentes y de mayor importancia para las especies de coniferas. La mayoria de las semillas
de la especie de coniferas son propensas al ataque de estos patdgenos, aunque algunas veces
su patogenicidad ha sido muy debatida debido a que se pueden desarrollar sobre la superficie
de las semillas y otros pueden causar infecciones internas, en su mayoria a veces pueden ser

considerados saprofitos.
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Figura 7. Patogenos identificados asociados a las plantas enfermas de Pinus johannis

De acuerdo a los resultados de la grafica, los patdgenos con mayor incidencia en las plantas

de Pinus johannis fueron las del género Alternaria, con un 58% (Figura 8).

Moncivais y José (2018). Estudiaron la distribucidn vertical de hongos en siete tipos de hojas
de Pinus arizonica, P. cembroides y P. pseudostrobus mediante los métodos de aislamiento
en medio de cultivo en caja de Petri (método indirecto) y con el uso de cAmaras himedas
(método directo) durante un afio. En el cual Pestalotia stevensonii y Rhizosphaera kalkhoffii
fueron las especies mas abundantes; mientras que, Alternaria alternata y Ceuthospora sp

resultaron las mas frecuentes.
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De los patdgenos importantes en semillas forestales especificas en las del género Pinus la
incidencia que se presento fue de un 11 % para Fusarium tricinctum (Figura 8).

Leonor et al (2016) identificd la presencia de los hongos Fusarium spp. y Trichothecium sp.
Principalmente en semilla ennegrecida, en Pinus douglasiana Martinez. Las semillas
clasificadas con mayor grado de manchado, presentaron dafio severo en la cubierta, y a nivel

de endospermo.

8% m Alternaria alternata

® fusarium tricinctum

Trichotecium roseum
11%
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
7%
= Penicillium spp.

= Erwinia amylovora

Figura 8. Incidencia de los patdgenos presentes en Pinus johannis

4.4 Caracterizacion Bioguimica de la Bacteria

Se identifico la cepa bacteriana de acuerdo al manual de (Schaad et al., 2001).en las muestras
colectadas de la poblacion de P. johannis. Se determiné de acuerdo a la respuesta en las

diferentes pruebas que se trataba del género Erwinia (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Resultados de las pruebas bioquimicas en la caracterizacion de la cepa
bacteriana aislada de Las muestras de Pinus johannis.

Pruebas preliminares Literatura Cepa
Tincion de Gram ¢) Q)
Catalasa (+) +)
Oxidasa (+) Q)
KOH *) (+)
Oxido fermentacion QIO (+)
Levana Q) )
Peptolisis de papa ) ()
Arginina ¢) )
Tabaco ) )

De acuerdo a los resultados obtenidos y comparandolos con Schaad, et al. (2001) Erwinia
amilovora es un bacilo Gram (-), no aprovecha levana y arginina, positivas las pruebas
Catalasa, Hugg-Leiffenson, y son negativas a las pruebas Oxidasa, Proteolisis de papa y la

hipersensibilidad de Tabaco. Esto nos ayudé a corroborar que la bacteria del genero Erwinia.

4.5 Pruebas de Patogenicidad

De los patogenos que se presentaron como asociados a P. johannis se inocularon los seis
hongos, teniedo como resultado la presencia de sintomas en las partes vegetativas (ramas) de
Pinus johannis, la respuesta que se tuvo fueron despues de 8 dias de haber sido inoculados,
se presentaron los siguientes sintomas necrosamiento, strangulamiento de las aciculas, y

amarillamiento de las hojas, a medida que transcurre el tiempo (Figura 9 y 10).
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Figura 9. Resultado positivo en la inoculacion de los hongo asociados la
planta de P. johannis.

Figura 10. Resultado negativo en la inoculacion de los hongos asociados la
palnta de P. johannis.
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De la prueba de patogenicidad de los hongos los sintomas se presentaron a los 8 dia despues
de la inoculacion excepto para Penicillium que no presento sintomas. Se vieron mas notorios
los del hongo alternaria, tambien se inoculo fusarium en semillas de P. johannis y hubo

presencia de micelio.

Garcia et al (2013) menciona que diez dias después de la inoculacién con la suspensién de
conidios de A. alternata se presentan manchas circulares necréticas a manera de anillos y

halo amarillento y necrosaron el tejido totalmente.

4.6 Caracterizacién Molecular

Las cepas miembros de los géneros Trichothecium, Fusarium y Erwinia fueron identificados
morfologicamente en base a las claves de (Barnett y Hunter 1998 y Schaad et al 2001)Para
Ilegar a su identificacion a nivel de especie, las muestras fueron secuenciadas con el método
de didesoxinucledtidos marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) para obtener la cadena de nucleotidos de cada una de las cepas. Mediante el
analisis BLAST las secuencias de estos hongos mostraron elevados porcentajes de cobertura

y similaridad con especies de los genero identificados.

La comparacion en el BLAST de la secuencia:
CGTTAAGGTCATACAACTCCCAACCCTTTGTGACCTTACCTACCGTTGCTTCGG
CGGACCGCCCCGGGCGCTGCGTGCCCCGGACCCAAGGCGLCCCGCCGGGGACCA
CACGAACCCTGTTTAACAAACATGTGTATCCTCTGAGCGAGCCGAAAGGCAAC
AAAACAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTTCAACCCTCGGGCCCCCCCCTTTTCCCCTCGCGGGGGAGGGGGCGG
GCCCGGCGTTGGGGCCCAGGCGTCCTCCAAGGGCGCCTGTCCCCGAAACCCAG
TGGCGGCCTCGCCGCTGCCTCCTCCGCGTACGACTAGAAACCTCGCGACCCAA

AGGCCGCGCGCGGTCCGCCGTAAAAACGGAACTTTTAGTTCAGTTGACCTTGG
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AACATGTTTTGTTACCTCTATAATGATCCCTCATCAGTATCACCTAGAAAA.

Mostrd 96.46 % de similaridad con la secuencia de Trichothecium roseum. (NCBI).

La secuencia:
CAGAGTCACTCCAACCTCTGTGACATACCTTAATGTTGCCTCGGCGGATCAGCC
CGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCAAACTCTAATGTTTCT
TATTGTAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAGAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTGG
TATTCCGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGT
TTGGTGTTGGGGATCGGCTCTGCCCTTCTGGGCGGGGCCGCCCCCGAAATACAT
TGGCGGTCTCGCTGCAGCCTCCATTGCGTACTAGCTAACACCTCGCAACTGGAA
CGCGGCGCGGCCATGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCCTATCAGTAAACCGGAGGAA. Mostré

98.46 % de similaridad con la secuencia de Fusarium tricinctum (NCBI).

La secuencia:

GGATGGATATCGGATACTGGGCGTAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCAG
ATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAG
AGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG
GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGTCGACTTGGAGGCTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAAC
GCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATCCACGGAATTCGGCAGAGATGCCCTAGT
GCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG
AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCG
ATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGG
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GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGCGCATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG
TGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCCTTGTACC
ACCCGGCCCCGTCAG. Mostrd 98.58 % de similaridad con la secuencia de Erwinia
amylovora (NCBI)

Esto confirmé los resultados de la identificacion morfoldgica del género ya identificado.
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V. CONCLUSIONES

Se aislaron siete patdgenos en plantas de Pinus johannis de los cuales Fusarium tricinctum,
Alternaria alternata, Trichotecium roseum son los que principalmente estan asociados con

las enfermedades en pino.

Estos hongos son agentes causales de la muerte descendente de Pinus johannis siendo
Alternaria alternata el que present6 una mayor incidencia con el 58% seguido de Aspergillus
flavus con un 11%.

Los hongos Aspergillus y Penicillium son de gran importancia en semillas almacenadas.

Se aisl6 a la bacteria Erwinia mylovora que es de gran importancia en la Fitopatologia ya que
los dafios que causa son muy graves, afectando principalmente a plantas de la familia

rosaceas, sin embargo, en las pruebas de inoculacién resulto ser patogénica a Pinus johannis.
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