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RESUMEN

Por sus caracteristicas maderables, en ciertas regiones Juniperus monosperma constituye
fuente de madera para construir, para postes y muebles, a pesar de que no alcanzan grandes
didmetros o tamafios muy altos. La misma especie se ha utilizado para tratar problemas
reumaticos, infecciones renales y para inhibir el desarrollo de algunos virus, como los que
causan el herpes y el catarro; también se recomienda para tratar problemas de falta de

menstruacion —amenorrea (Fonseca, et al., 2006).

En el presente trabajo se aislaron hongos y bacterias fitopatdgenas, el objetivo de esta
investigacion fue identificar los microrganismos patdgenos responsables del tizon de
Juniperus monosperma, para conocer la presencia de estos se realizaron 2 recolectas para la
obtencion del material botanico mediante un muestreo completamente al azar en region de
los Lirios Coahuila, todas las muestras se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la UAAAN, Buenavista, Saltillo, donde se
procedid hacer la siembra en medios de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), aislamiento e
identificacion. La identificacion de cada patogenos se hizo con ayuda de secuenciacidn
molecular v las claves de Barnett y Hunter (1972), Agrios (1988) y Romero (1993).

Posteriormente se hizo la inoculacion de microorganismos, en el caso de los hongos fueron

inoculados en Juniperus monosperma, donde se utilizaron charolas de pléasticos con papel
fitro himedo y un tallo del mismo a la cual se atomizo con una suspension de esporas.

En el caso de la inoculacion bacteriana se hicieron suspensiones bacterianas tomando como
referencia el estdndar N° 1 de la escala propuesta por Mc Farland (1.2 x 106 UFC/m). Las
plantas fueron infiltradas con 3 ml de la suspension en la nervadura central de la lamina foliar
de la hoja, con ayuda de una jeringa esterilizada. (La planta inoculada fue la maravilla).

La poblacion fingica encontrada pertenece a los siguientes géneros: Alternaria, Aspergillus
y Roselinea, siendo Alternaria el género con mayor incidencia, sin embargo, de las pruebas

obtenidas las bacterias no resultaron fitopatogenas.

Palabras claves: Patdgeno, inoculacion, microorganismos, Juniperus monosperma,

Aspergillus, Alternaria, Roselinea.
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. INTRODUCCION

El segundo genero mas diverso de coniferas en el mundo, después de Pinus que tiene alrededor
de cien especies, es Juniperus con sus sesenta y siete especies y veintiocho variedades

distribuidas por todo el mundo (Fonseca, 2006).

En México existen 12 especies nativas, seis variedades y tres formas del género Juniperus, las
cuales varian en su aspecto, siendo casi rastreras hasta arboles de 20 metros o mas en altura. El

diametro del tallo es de unos cuantos centimetros hasta mas de un metro (Martinez, 1963).

Johnson (2002) menciona que el Juniperus monosperma, conocido como el cedro de una semilla
0 “One-seed juniper”, es comin en praderas y zonas de pino-junipero através de Nuevo México

y al Sureste y Centro Norte de Arizona, al Sur de Colorado, al Oeste de Texas y Oeste de
Oklahoma.

Al igual que otros arboles forestales y plantas cultivadas, el Juniperus monosperma puede ser

afectado por factores bidticos y abioticos.

Las bacterias al igual que los hongos, tienen la capacidad de elaborar y liberar compuestos de
tipo secundario. En el caso particular de bacterias fitopatogenas, cuyo metabolismo y capacidad
de produccion ha sido apenas investigada, se tienen reportes de la produccion de sustancias
denominadas factores de virulencia y de invasion como las fitotoxinas, fitohormonas,
exopolisacaridos Y sider6foros, productos del metabolismo secundario que en ocasiones son
nocivas para las plantas y activas a muy bajas concentraciones. Entre los mecanismos de accion
conocidos hasta el momento esta, la alteracion de la permeabilidad celular y la inactivacién o
inhibicion de enzimas que inducen una deficiencia en el crecimiento de las plantas (Brackett,
1999).

Sphaeropsis sp. causaban muerte regresiva en arboles, cancer en el tronco, ramas Yy raices.
(Cedefio et al., 2001).

INIFAP (2006) En Campo Experimental Saltillo, y la CONAFOR en los dltimos afios,

realizaron estudios para hacer un diagndstico fitosanitario en bosques de coniferas en el estado

1



de Coahuila. Como resultado de estos estudios se detectaron cerca de 25,000 has. de bosques
afectados por diferentes problemas fitosanitarios, dentro de los cuales destacaron los muérdagos
de los géneros Arceuthobium y Phoradendron. Estas plantas parésitas causan un dafio ecoldgico
irreversible que puede provocar un conflicto e inestabilidad social, por lo que se debe asegurar
la continuidad de este complejo ecosistema que representa un factor de gran importancia para
todos los habitantes del &rea circunvecina como fuente de recreacion ecoturistica. En dichos
estudios, se reportan afectaciones por muérdago en mas de 7,000 ha de bosques de Coahuila. Se
detectd también que las principales especies de hospederos y plantas parasitas fueron Pinus
rudis infestado por Arceuthobium vajinatum, Abies vejarii por A. abietis-religiosae,
Pseudotsuga flahaulti infestado por A. douglasii, Cupressus arizonica y Juniperus monosperma

atacado por Phoradendron boleanum.

Zavaleta (2008), en su tesis encontrd para la Sierra de Arteaga una incidencia de 40% a 100%
de Phoradendron spp. En Quercus, Cupressus y Juniperus con un gradiente de dispersion de
0.8598.

Por ello, es necesario el establecimiento de reglas su correcto manejo, considerando las
diferentes facetas de su papel ambiental: la conservacion de los recursos edaficos, hidrologicos
y de la biodiversidad, la produccion de madera y otros productos y, que las practicas de manejo
se deriven de consideraciones para bésicas de los fundamentos ecologicos, de las técnicas

dasonomicas y de una correcta orientacion de la economia (Beltran, 1964; Mallén, 2005).



1.1 OBJETIVO

Identificar al agente causal del tizon del Juniperus monosperma en la region de los Lirios,

Municipio de Arteaga, Coahuila.

1.2 HIPOTESIS

Se espera encontrar Sphaeropsis y el hongo Lirula macrospora asociados al tizén en el

cedro.

1.3 JUSTIFICACION

Existen muchas enfermedades infecciosas causadas por agentes patdgenos bidticos y abioticos,
que se desarrollan a lo largo del tiempo por la intervencién de estos agentes patdgenos con un
ambiente favorable y plantas hospedadoras susceptibles en las plantaciones forestales para las
cuales se han encontrado medidas de control concretas, pero también otras que siguen sin
respuesta o que no son logistica o econémicamente 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.



REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia social y econémica de Juniperus monosperma

El género Juniperus monosperma tiene un papel importante desde el punto de vista ecologico,
porgue es un género que presenta resistencia al clima y a la degradacion, coloniza en lugares
casi solitarios y es habitat de fauna de zona con altitudes extremas (Gomez,1995). Asimismo,
suamplia distribucién se debe a que sus semillas carnosas son transportadas por las aves. (Garcia
et al., 2004), y en el ambito industrial, especificamente en la industria cosmética, se utiliza en
algunos paises como Estados Unidos, Canada, Francia, Inglaterra y China. También se usa en
las industrias farmacéutica, Mueblera y artesanal, en el medio rural, para postes o lefia
(Anderson y Crelling, 1995 y Rodriguez y Huerta, 1995). No obstante, la diversidad de
funciones y el alto potencial de aprovechamiento de los recursos forestales, en México su
sobreexplotacion se observa como una enorme pérdida de la cubierta forestal (entre 75 mil y
1.98 millones de hectareas anuales) y con ello la degradacion del ambiente (SEMARNAT,
2002).

2.2 Descripcion morfoldgica de la especie segun (Sergio et al. 1994).
2.2.1 Arbol o arbusto

El &rbol puede medir de 10 a 18 m de alto, tronco ramificado cerca de la base, de 35 a 75 cm de

diametro.

2.2.2 Corteza

Fibrosa dividida en tiras o placas longitudinales, de color gris-ceniciento, copa abierta e
irregular, Ultimas ramillas numerosas Yy apretadas, que forman un follaje aspero, algo denso, de

color verde, levemente amarillento.



2.2.3 Hojas

Opuestas alternadas, predominando las ternadas, desiguales, ovadas a anchamente ovadas, no
imbricadas, de 1 a2 mm de largo por 0.7 mm de ancho, apice obtuso, cortamente acuminado, a
veces extendido, con una glandula oval pequefia debajo de la parte media, las de los ejes son
oval-lanceoladas, acuminadas o agudas, de 2 a 3 mm de largo; cono masculino formado por 8 a

12 escamas ovadas, cortamente acuminadas.

2.2.4 Cono femenino

Owvoide o subgloboso, de 4 a 6(8) mm de didmetro, moreno-violdceo o algo rojizo, con tinte
blanco-azuloso; semillas 1 a 2(3), ovoides, ligeramente comprimidas, a veces con un ligero
reborde marginal y con uno a siete canales longitudinales, de 5a 6 mm de largo por 4a5 mm

de ancho, de color castafio.

2.3 Distribucién

Tirmenstein (1999) comenta que el cedro caiman o “alligator juniper” (Juniperus deppeana) se
hibridiza con el cedro de una sola semilla (Juniperus monosperma) desde el centro de México
a través del suroeste y Sureste de Colorado. Se distribuye como especie desde el Oeste de Texas
hasta el Noroeste de Nuevo México y es mas abundante desde la parte central al Norte de
Arizona cerca de Flagstaff. También se extiende hacia el Sur avanzando al Norte y centro de

México donde se reporta como ampliamente distribuido.

2.4 Usos:

Como ornamental urbano.
Muy resistente a los suelos calizos, los frutos y el follaje son comidos por la fauna silvestre. A

los Juniperus se les considera en general dentro de los Estados Unidos como una de las coniferas

més atractivas (Guillén, 1975).



2.5 Clasificacion Taxonémica
Sargent 1896 menciona la siguiente clasificacion taxondmica:

Reino: Plantae
Filo: Traequeofita
Clase: Pinopsida
Orden: Pinales
Familia: Cupressaceae
Género: Juniperus

Especie: Monosperma.

2.6 Patogenos asociados a Juniperus monosperma.
Los hongos son un importante agente infeccioso en las plantas, ya que mas del 70% de las

principales enfermedades de los cultivos son causadas por hongos (Agrios, 2005; Larranagal et
al., 2012)

2.7 Alternaria sp.
Muchas especies son saprotrofos, patdgenos de plantas o patdgenos de cultivos. Las especies

de hongos patogenos del género Alternaria causan enfermedades de Varias plantas de cultivo y
estan presentes en todos los continentes. (Chase, 2005; Perello y Sisterna, 2006). Ellos también
Infectan plantas ornamentales y arboles frutales y arbustos. (Windham, 2008; Kakalikova et al.,
2009; Pegg et al., 2014, Andersen et al., 2015).

Kurzawinska etal., (2015). han indicado que Alternaria sp. puede infectar las hojas, los tallos,

las flores, los frutos vy las raices de plantas ornamentales.

Segun Nadziakiewicz et al, (2018). Alternaria alternata: el principal agente causal de los

sintomas de la enfermedad en enebro, rosa, tejo y ardndano azul.



2.7.1 Caracteristicas del genero Alternaria Neesex Fr

El género Alternaria fue descripto por primera vez en 1817 por Nees. Es un hongo perteneciente
al grupo de los Hyphomycetes dematiaceos, cuyos conidios pigmentados y septados de modo
muriforme se desarrollan sobre el dpice de conidiéforos caracteristicos.

2.7.2 Clasificacion Taxonémica

Segun Simmons 2007 la clasificacion taxondémica es la siguiente:
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Sub clase: Pleosporomycetidae
Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

Género: Alternaria

Figura 1: Microfotografia de los conidios de Alternaria. (Magnificacion 400x). a, A.
infectoria, b, c, d: A. alternata, f. A. triticina, g: A. tenuissima, h: A. brassicae, i. A.
brassicicola. Fuente: Simmons 2007.
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Figura 2: Esquema de los conidios de los grupos de especies de Alternaria:

a) A. tenuissima, b) A. arborescens, c) A. infectoria y d) A. alternata (Barras: 50 pm).
Fuente: Simmons 2007.

2.7.3 Sintomas:
Puntos marrones pequefios al inicio que desarrollan halos amarillos. Las lesiones se expanden

en formas circulares o irregulares que pueden cubrir gran parte de las hojas. Las hojas muy
afectadas se caen (Reséndiz et al., 2018).

2.8 Aspergillus
En semillas se encuentran ocho géneros de hongos: Aspergillus, Penicillium, Memnoniella,
Rhizophus, Fusarium, Alternaria, Trichoderma y Monilia [Mittal et al., 1990, Mathur, 1984].

Duarte et al. (1986) han hecho referencia a la germinacion erratica que poseen las semillas de

esta especie que, segin Samek (1970), es aproximadamente de un 40%, y que puede estar
determinada por la incidencia de hongos sobre ellas.



2.8.1 Caracteristicas del genero Aspergillus
Aspergillus es un hongo filamentoso, hialino, saprofito, perteneciente al filo Ascomycota. Se

encuentra formado por hifas hialinas septadas y pueden tener reproduccion sexual (con
formaciones de ascosporas en el interior de ascas) y asexual (Con formaciones de conidios). Las
diferentes especies se diferencian en tamafio, tasa de crecimiento, textura (aterciopelada,

granular, algodosa) y color de la colonia:

Verde- amarillento (A. flavus), (A. niger), marron (A. terreus). La coloracion aparece casi
siempre en todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales.
Aspergillus es uno de los principales hongos productores de micotoxinas. Las micotoxinas son
metabolitos secundarios producidos y secretados por el hongo durante el proceso de degradacion
de la materia organica, como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos (INSHT,
2012).

2.8.2 Clasificacion taxondmica de Aspergillus segun Alexopoulos y Mims, (1979).
Reino: Fungi

Division: Amastigomycota
Clase. Eutoromycetes
Subclase: Hiphomycetidae
Orden: Moniliales
Familia: Moniliacea

Género: Aspergillus



2.9 Rosellinia sp.

2.9.1 Caracteristicas
Rosellinia sp. es un parasito facultativo con un amplio rango de hospedantes (Garcia et

al., 2005). Se ha reportado su dafio en alrededor de 170 especies en 63 géneros y 30 familias
(Khan, 1959). Ataca a un gran numero de especies lefiosas y semilefiosas, aunque se ha
encontrado en bulbos y rizomas (Pérez-Jiménez, 2006), pero principalmente arboles frutales,
forestales y plantas ornamentales (Fresa, 1975; Streets, 1979).

2.9.2 Sintomas

La enfermedad se presenta en manchones, sobre todo en zonas del terreno con exceso de
humedad. En el suelo se pueden observar las raices invadidas por micelio blanco algodonoso
que se torna negro conforme envejece (Fresa, 1975; Simons, 1997). En la parte aérea, las plantas
presentan follaje escaso, ademas de muerte de ramas; las hojas muertas pueden permanecer

adheridas a las ramas durante mucho tiempo (Romero—Cova, 1993).
2.9.2.1 Sintomas registrados en plantas de rosal

La enfermedad se presenta en manchones y avanza en linea recta en las camas de cultivo.
Inicialmente, la planta comienza a mostrar marchitez y la muerte se presenta en poco tiempo.
En otros casos, conforme avanza la enfermedad las plantas presentan follaje pequefio y escaso,
el cual se vuelve clorético y se marchita hasta llegar a la muerte. Sin embargo, éstas conservan
sus hojas por algin tiempo, mostrando un color anaranjado brillante. Es comln encontrar plantas

con algunos tallos muertos y otros, en apariencia, en buen estado (Figura lay 1b).
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Figura 3. Sintomas aéreos ocasionado por Roselia necatrix en planta de rosa; 1b. Avance de la
enfermedad en camas de cultivo. 1c. Cordones miceliales que envuelven a las raices; 1d. Micelio
raquetoide proveniente de raices enfermas (40x); le. Desarrollo micelial en condiciones de
laboratorio (100x) (Garcia el al.,2005).

2.9.3 Control
El control quimico de Rosellinia necatrix se basa en tratamientos de esterilizacion de suelo

(Ruano—Rosa et al., 2007; Garcia et al., 2005; Smith et al., 1992) mediante aplicaciones
preventivas de bromuro de metilo (Fresa, 1975), o en aplicaciones de fungicidas en cuanto
aparecen los primeros sintomas de la enfermedad (Tamayo, 2007). En México los fungicidas
guimicos mas utilizados para el control de Rosellinia necatrix son quintozeno, benomilo,
fluazinam y tiofanato metilico (Mendoza, 2002).

Varios autores como Aranzazu (1996), Mendoza et al. (2002), Cazorla et al. (2006) mencionan
que el uso de antagonistas, principalmente de los géneros Trichoderma sp. y Pseudomonas sp.,
es el método mas prometedor para el combate de Rosellinia sp.

2.9.4 Ciclo de vida
El patdgeno se mantiene de una campafa a otra en el suelo y/o en la superficie de los tubérculos

en su forma de esclerocios. También se mantiene como micelio en residuos de tejidos de raices
y tallos afectados. Los esclerocios germinan en condiciones favorables de humedad del suelo,
luego las hifas invaden la superficie del tubérculo semilla y afectan también a los brotes y tallos
de la planta. Posteriormente, el micelio cubre la superficie de las raices, estolones y tubérculos
de las nuevas plantas. Los esclerocios se forman debajo de esta capa miceliana y de esta manera

el ciclo se repite (Martinez, 2012).
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2.9.5 Clasificacion Taxondmica
Clasificacion taxondémica de Rosellinea de acuerdo a (Martinez, 2012).

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
subclase: Sordariomycetidae
Orden: Xylariale
Familia: Xylariaceae

Género: Rosellinia

2.10 Xanthomonas campestris tizon apical bacteriano

2.10.1 Etiologia y sintomatologia.
Esta enfermedad fue descripta por primera vez en eucalipto en 1974, donde se identific6 a

Xanthomonas campestris pv. eucalypti (Truman) Dye como el agente causal del tizon apical
bacteriano afectando a Corymbia citriodora (Hook). Los sintomas fueron descritos como muerte
de las zonas distales de las ramas, que avanza hacia toda la rama, muriendo las hojas, y
provocando la caida de las mismas. En epidemias severas, los arboles quedaban completame nte
defoliados (Truman 1974).

2.10.2 Sintomas
El inicio de la enfermedad se da en las hojas donde se observan pequefias manchas, que a

menudo se unen para formar lesiones mas grandes localizadas principalmente sobre la nervadura
principal. Esta necrosis se continla hacia los peciolos, provocando la abscision prematura de las
hojas y luego se continla hasta los tallos. Con el avance de la enfermedad, los arboles quedan
con los &pices de crecimiento con apariencia de quemados, dando origen al nombre vulgar de la

enfermedad “tizon apical” por su semejanza a la madera quemada.

En algunos casos ademéas puede observarse un levantamiento de la corteza a modo de ampollas,
tanto en hojas como en tallos tiernos, que al lisarse exudan un liquido turbio, que corresponde a
la zooglea bacteriana (Coutinho et al., 2002).
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2.10.3 Ciclo de la enfermedad:
Las bacterias invernan sobre las semillas contaminadas durante la extraccion, en los restos de

las plantas infectadas que nacen sobre el suelo y en malas hierbas y otras plantas hospedantes.
Son diseminados por el viento, la lluvia y por contacto y penetran en las hojas a través de las

estomas y heridas y en los frutos a través de estas dltimas. (Agrios, 1987).

2.11. Erwinia psidii
Se la ha observado principalmente en plantaciones jovenes de eucaliptos, de 6 a 24 meses de edad

(Coutinho et al. 2011). Existen algunos estudios epidemiologicos de E. psidii en Psidium
guajava L. (guayaba), que demuestran la capacidad de la bacteria de sobrevivir en restos de
vegetales infectados, en el suelo y/o asociada a hospederos secundarios. Esta bacteria puede
ingresar a la planta a través de aberturas naturales y/o por heridas causadas por herramientas,
viento, o granizo. Durante periodos secos y frios la incidencia de la enfermedad disminuye,
favoreciéndose con alta temperatura y humedad relativa. A su vez, existen evidencias de que los
niveles de infeccion aumentan ante un exceso de fertilizacion nitrogenada (Junqueira 2000).

2.11.1 Dafios
Para el caso de E. psidii, se han observado incidencias de casi el 100 % de las plantas en

determinados sitios y épocas del afio, resultando en la pérdida de la dominancia apical y
reduccion del crecimiento (Coutinho et al. 2011, Arriel et al. 2014). Sin embargo, en la mayoria
de los casos, la recuperacion de los arboles es relativamente rapida, debido al rapido crecimie nto
y al desarrollo de yemas axilares que prontamente retoman la dominancia apical (Coutinho et
al. 2011).

2.12 Enfermedades causadas por factores abidticos

Mencionan Gibson y Quinard (1985) que son agentes no vivientes (abioticos) que pueden ser
causas primarias en enfermedades de arboles o que actian de forma predisponentes del ataque

de patdgenos débiles estos pueden separarse en dos secciones:
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2.12.1 Agentes del medio normal

Escasez o exceso de agua: la sobrecarga de agua, en condiciones de sitios pobremente drenados
puede dar lugar a la sofocacion de las raices y a la muerte de las raices absorbentes, los arboles
muertos o moribundos por esta causa, se encuentran en manchas, con los arboles recienteme nte
muertos en la periferia, estos manchones no se contindlan extendiendo al término del secado del
terreno. La falta o carencia del agua, o sequia, puede dar lugar a dafios directamente cuando la

precipitacién pluvial es insuficiente y hay suelos de buen drenaje. Gibson y Quinard (1985).

2.12.2 Agentes del medio anormal

Contaminacién industrial

Los humos industriales, los desechos industriales vertidos a los rios y el amontonamiento y
enterramiento de desechos quimicos nocivos, pueden dar lugar a dafios en los arboles y pueden
causar decoloraciones y necrosis foliares. Gibson y Quinard (1985).

Herbicidas

Causan disturbios del crecimiento de los arboles y efectos fisicos similares a los sintomas de

infecciones por virus. Gibson y Quinard (1985).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento
El trabajo de investigacidn se llevo a cabo en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro

en el laboratorio de Parasitologia Molecular, ubicado en el departamento de Parasitologia. y en

el campo experimental de la misma universidad ubicado en los Lirios.

3.2 Descripcion del Area de Estudio
El estudio se realizd en las instalaciones del Campo Agricola Experimental Sierra de Arteaga

(Los Lirios), Coahuila., México, perteneciente a la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro. El Ejido “Los Lirios” Municipio de Arteaga, Coahuila, se encuentra a 42 km de la
ciudad de Saltillo, por la carretera 57 (tramo Saltillo-Matehuala), con la ubicacion

geografica a las coordenadas geogréficas 25° 23 de latitud norte y 100° 37* de longitud oeste.
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Figura 4. Arbol y semilla de J. monosperma, procedente del Municipio de Artiaga, Coahuila.
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3.3 Metodologia

El trabajo se realizd en dos etapas:
* Etapa de campo, se llevd a cabo en el mes de febrero de 2018 y noviembre del mismo afio

* Etapa de laboratorio, se realizd en los meses de febrero-diciembre de 2018.

3.3.1 Etapa de campo
El trabajo de campo se llevo a cabo en el campo experimental de la UAAAN en la region de

los Lirios, Coahuila.

3.3.1.1 Muestreo de enfermedades
Con la finalidad de encontrar al agente causal del tizon en el arbol Juniperus monosperma se

decidi6 muestrear los lotes ya establecidos.

3.3.1.2 Seleccidn de arboles para la colecta de muestras
Se realizaron dos muestreos aleatorios dirigidos completamente al azar, para que el muestreo

fuese representativo u homogéneo se dividid el area de la investigacion en cuatro cuadrantes

(norte, sur, este, oeste), para que se cubriera toda el area a investigar.

Se seleccionaron 10 rboles al azar, numerados en orden creciente (1,2, 3...10), y observando

cuidadosamente se evaluaron las siguientes variables: Incidencia, severidad, altura y

orientacion de cada arbol.

De acuerdo a esto se colectaron las muestras con partes afectadas, ejemplo: corteza, ramas,
entre otras y se colocaron en bolsas de plasticos. Se etiquetaron junto con los datos

correspondientes, tales como:

no. de arbol muestreado, % de severidad e incidencia, y orientacion. De igual manera se
tomaron fotos para su documentacion. y se llevaron al laboratorio de Parasitologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, para ser procesadas, utilizando los siguientes

métodos para su identificacion.
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3.3.2 Etapa de laboratorio Para Hongos fitopatdgenos.

3.3.2.1 Preparacion de Medios de cultivo PDA'y Agar Nutritivo
Se pesaron 11.7 gr de Agar Papa Dextrosa (PDA) y 11.5 de Agar bacteriolégico para cada uno

de los matraces Erlenmeyer de 250 ml y se aforo a 300 ml con agua destilada estéril y se llevo

a una autoclave para ser esterilizado a 121° ¢ por 15 min.

3.3.2.2 Vaciados de cajas
Se realizd en una camara de transferencia para evitar ciertos contaminantes, se dejé 24 horas

para que el medio se solidificara.
Siguiendo las metodologias de Morales (1991) Y Gomez-Nava (1970) las muestras o material

colectado, se proceso de la siguiente manera.

3.3.2.3 Aislamiento de hongos:
Se tomaron muestras de tejido con partes enfermas y se cortaron en porciones pequefias de 0.5

cm, luego se sumergieron en hipoclorito de sodio al 3 % durante 2 minutos para desinfectar los;
se lavaron con agua destilada estéril para posteriormente escurrir los tejidos en papel filtro y se
ubicaron con una pinza esterilizada (pasada por una llama, hasta quedar al rojo vivo) en un
medio de cultivo especifico para hongos llamado PDA (Papa Dextrosa Agar), se procedio a
sellar las cajas Petri con cinta transparente (kleen pack) para evitar contaminacion, después
fueron llevadas a la incubadora a una temperatura de 25y 27 °C, finalmente fueron observados

diariamente.

3.3.2.4 Purificacion:
La cepa del hongo que se desarrollo, fue realizada en provenientes del aislado de la etapa

anterior mediante la técnica de resiembra sucesiva en el medio de cultivo PDA. Las cajas Petri
fueron colocadas en incubacion a 20°c., durante 5 dias.

3.3.2.5 Incremento de Cepas

Al tener las cepas puras de los hongos se hicieron resiembras, con ayuda de un sacabocados
esteril se coloco una porcion del micelio del hongo en el centro de la caja Petri con Agar Papa
Dextrosa (PDA) dejando a una incubacion de 25a27°C.
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3.3.2.6 Identificacién de Hongos a nivel género.

Con una aguja de diseccion se tomo una muestra del patdgeno a identificar. Se coloca en un
portaobjetos con una gota de lactofenol y se cubre delicadamente con un cubreobjetos, (Figura
5). Se procede a ver en un microscopio compuesto con el objetivo de 10x para localizar la
estructura del hongo, después con el objetivo 40x, para una mejor vision. Todo esto se realiza

cerca de un mechero de alcohol u gas para evitar contaminaciones.
Los géneros encontrados fueron Alternaria, Rosellinea y Aspergillus.

La identificacion de los microorganismos presentes, se llevd a cabo con auxilio de las claves de
Barnett y Hunter (1972), Agrios (1988) y Romero (1993).

Figura 5. Aislamiento e identificacién de hongos, UAAAN 20109.
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3.3.3 Pruebas de patogenicidad

3.3.3.1 Inoculacion de Hongos en Juniperus monosperma
Los hongos aislados de Juniperus monosperma se inocularon en tejidos sanos de esta misma

especie para corroborar la patogenicidad de cada microorganismo y se realizd de la siguie nte

manera:

Como unidades experimentales se utilizaron charolas de plasticos con papel fitro himedo y
tallos de Juniperus monosperma. Posteriormente se procedié a preparar la suspensién de esporas
de cada muestra (Alternaria, Rosellinea y Aspergillus). Se raspé el crecimiento micelial de la
cepa fungica y se mezclo en frascos atomizadores con 50 ml de agua destilada estéril, ajustando
a una concentracion de 1x10°, las soluciones se compararon por el método de colimetria con la
escala de Mac Farland. Por dltimo, se atomizaron las plantas con las soluciones de los patogenos,

excepto una que se utilizd como testigo, este se atomizo con agua destilada estéril.

Los tallos de Juniperus monosperma inoculados se mantuvieron en una camara donde pudieran
tener horas luz y horas obscuras en el laboratorio de Parasitologia, regandolos diariamente. Se
compararon las caracteristicas morfoldgicas del hongo inoculado, los sintomas que presentaron

las plantas evaluando en tejido dafio (clorosis, necrosis y pudricion).

Figura 6: Prueba de patogenicidad fungica, UAAAN 2019.
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3.3.4 Etapa de laboratorio para Bacterias fitopatdgenas

3.3.4.1 Aislamiento de bacterias.
Después del periodo de incubacion, se observé el crecimiento bacteriano obtenido en cada uno

de los medios generales y se inicid la fase de aislamiento de los crecimientos bacterianos a cajas
con medio KBy fueron llevadas a la incubadora a una temperatura de 27° C.

3.3.4.2 Resiembra en medios de cultivo.
Posteriormente  se resembrd por la técnica de estria cruzada las colonias bacterianas

fitopatogenas, la resiembra por estria cruzada se repitid hasta obtener cultivos bacterianos puros,

lo que permiti6 determinar las caracteristicas de cada especie bacteriana para su identificacion.

3.3.4.3 Pruebas biogquimicas generales.
Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las bacterias

objeto de identificacion. Algunas de estas pruebas son técnicas rapidas, ya que evallan la
presencia de una enzima preformada y su lectura varian entre unos segundos hasta unas pocas
horas. Otras pruebas requieren para su lectura el crecimiento del microorganismo con una
incubacidn previa de 18 a 48h; a este grupo pertenecen la mayoria de las pruebas que detectan
componentes metabolicos o aquellas que determinan la sensibilidad de un microorganismo a
una sustancia dada tras cultivo en medios de identificacion que contienen el sustrato a
metabolizar (Fernandez et al., 2010).

3.3.4.4 Tincion de Gram
Una de las etapas fundamentales para las tinciones simples o compuestas es el frotis, que

consiste en extender un cultivo bacteriano sobre un portaobjetos para visualizar estructuras
especificas de las bacterias. La tincion de Gram es una tincion compuesta que utiliza 4 reactivos
distintos: el cristal violeta cuya funcion es proporcionar color a las células, el Lugol que forma
el complejo cristal violeta-yodo, el alcohol-acetona que es un agente decolorante y la safranina
que es un reactivo de contra tincion (Rojas Trivifio, 2011). Ademas, la tincidbn Gram proporciona

colores dependiendo del tipo de pared celular que tenga la bacteria (Arauz Cavallini, 1998). Las
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bacterias de tipo Gram positivas reservan el color azul o violeta debido a que su pared celular
consta de una gruesa pared celular compuesta en su gran mayoria por peptidoglicano (Salton &

Kim, 1996), mientras que las Gram negativas adquieren tonalidades rojas o rosadas debido a
que su pared celular posee solo una capa (Ellner, 2000).

Para esta prueba se utilizd un porta objeto limpio y se coloco una gota de agua estéril, luego con
un aza estéril se colocé una muestra de la cepa bacteriana y se fijé con calor.

Una vez seco adicionamos la solucion de Cristal violeta por 60 segundos, se decant6 el colorante

y se lavo a agua corriente, agregamos Lugol por 60 segundos, decantamos y lavamos.

Se decolor6 con Etanol por 30 segundos, adicionamos Safranina 60 segundos, se lavd
nuevamente y se dejé secar al aire, Se adiciond aceite de inmersion, con ayuda del microscopio
se observo a 4x, 10x, 40x, 100x.

3.3.4.5 Pruebas de catalasa.
La prueba de la catalasa tiene como principio detectar la presencia de la enzima catalasa.

Ademés, en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que poseen citocromos
esta presente la catalasa, mientras que los anaerobios obligados carecen de catalasa. En algunas
bacterias, la catalasa se sintetiza en respuesta a O2, H202 o alguna otra sustancia formada
cuando el H202 esta presente, confiriéndole el término de enzima inducible. La catalasa se

encarga de descomponer el peroxido de hidrégeno u oxidar sustratos secundarios (MacFaddin,
2003).

Se Coloco una gota de agua oxigenada sobre un portaobjetos, con ayuda de un asa bacteriologica
se tomd una pequefia porcion de la cepa y se mezcldé con el agua oxigenada para detectar la

formacion de burbujas.

3.3.4.6 Pruebas de la oxidasa.
La prueba de la oxidasa permite identificar a los microorganismos que carecen de la enzima

citocromo oxidasa o a los que son anaerobios obligados. El sistema citocromo puede encontrarse

en microorganismos aerobios o microaerofilos y anaerobios facultativos. Como un control
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positivo se puede tomar Pseudomonas aeruginosa y como control negativo a Escherichia coli
(Koneman, etal., 2008).

Se cortaron trozos de papel filtro y se procedié a esterilizarlos en una autoclave a 121° C por 15

minutos, una vez estéril el papel se coloc6 sobre un portaobjetos.

Con un asa bacteriologico estéril se tomd una porcion de la cepa y se coloco sobre el papel,

luego afadimos una gota del reactivo de oxidasa, se dejo reposar la muestra por 10 segundos,
se observaron las diferentes reacciones y por Ultimo se tomaron los datos correspondientes.

3.3.4.7 Prueba de hidroxido de potasio al 3% (KOH).
Otra forma de evaluar la reaccion Gram puede ser mediante la adicion de KOH al 3% a una

solucion que esté concentrada de bacterias, debido a que este reactivo libera é&cido
desoxirribonucleico al destruir las paredes celulares (Meurant, 1987); de manera que, si la
solucion se torna viscosa, indicando que las bacterias presentes en la solucion son Gram
negativas. En su gran mayoria las bacterias gramnegativas son especies fitopatdgenas (Arauz
Cavallini, 1998).

Colocamos sobre una laminilla una gota de KOH al 3 %, después con el asa estéril se tomd
muestra de la colonia bacteriana, se mezcla con la gota de KOH durante 5 segundos Y se levant6

lentamente el asa.

Interpretacion: Si al separar el asa de la mezcla se forma una hebra o hilo, la prueba es positiva
e indica que se trata de bacterias Gram negativas. Si al separar el asa no se forma hebra, la
prueba es negativa, e indica que las bacterias son Gram positivas.

3.3.4.8 Prueba del O/F (Oxidacion - Fermentacion) de Hugh-Leifson.

Esta prueba indica el tipo de metabolismo energético: respiratorio (O) o fermentador (F). Se
suele utilizar glucosa como sustrato. Se detecta la acumulacion de acidos con un indicador
acido-base (azul de bromotimol). La bacteria se inocula con el hilo recto (por picadura) y se
incuba en condiciones de aerobiosis (sin parafina) y de anaerobiosis (con parafina, tubo

cerrado), simultineamente.

Se pesaron 0.5 gr. de peptona, 0.075 gr de K2HpO4, 1.25 gr. De Ncl, 0.75 de Agar, se vaciaron

en un matraz de Erlenmeyer de 500 ml, con una probeta de 1000 ml se aforo a 250 de agua y se
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agitd. Finalmente se agregd 0.0003 gr. De bromitimol, posteriormente se llevé a esterilizar a un
autoclave a 121° C por 15 minutos. Una vez que se quedo a temperatura ambiente se agregd de
Glucosa vy se dejo por 24 hrs.

Tomando 10 ml del medio de cultivo ya preparado se vaciaron a los tubos de ensaye con ayuda
de una pipeta, tomamos una porcion de la muestra pura con un asa estéril e inoculamos por
picaduras cada tubo, a dos de ellos le agregamos 5ml de aceite mineral dejando un tubo como

testigo para comparar y observar los posibles cambios.

Para detectar la produccion de indol se utiliza el medio Caldo triptofano v la lectura de la prueba
se realiza con el reactivo de Kovacs (alcohol isoamilo, p-dimetilaminobenzaldehido vy acido
clorhidrico concentrado) con el que el indol producido reacciona generando una coloracion rosa
intensa.

3.3.4.9 Produccién de Inodol
En esta prueba se pesaron 10 gr de bacto de triptona y 2.5 de cloruro de sodio (NACL) y se

mezclaron en un matraz Erlenmeyer de 500 ml con 250 ml de agua destilada agitindolo muy
bien y se vaciaron en 6 tubos de ensaye, se esterilizo en un autoclave por 15 minutos.

Para el reactivo Kovac se disolvio el para-dimetil-amino-benzaldehido en 2.5 gr de alcohol
butilico o amilico, afiadimos 7.5 gr de &cido clorhidrico en un matraz con 150 ml de agua

mezclandolo muy bien, se conservd en refrigeracion en el mismo matraz colocandole un tapon
de aluminio por 24 hrs.

Una vez que estuvieran los tubos con el medio estéril se hizo la inoculacion con ayuda de un
asa y se inoculo a 37° C por 48 hrs. Tras la incubacion se agregd 0.3 del reactivo KOVAC

agitandolo cuidadosamente para ver la aparicién de la coloracién del anillo rosa.

3.3.4.10 Medio CVP
En el vaso de la licuadora se agregd 500 ml de agua destilada caliente junto con los siguie ntes

reactivos, 2.25 gr de hidroxido de sodio (NaOH) y de solucion acuosa al 1 %, 0.5 ml de cristal

violeta,1 gr de agar 0.5 gr de nitrato de sodio.
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Se licu6 por 15 segundos, vaciamos en un matraz de 500 ml, tapamos con papel aluminio,
esterilizamos por 15 minutos, dejamos que se enfriara a temperatura ambiente, una vez frio el
medio vaciamos en cajas de Petri.

Transcurridas 24 horas con un asa estéril tomamos parte de la muestra bacteriana pura y
sembramos en forma de estrias y por puntos, sellamos las cajas para que no se contaminaran
con cinta contak, por altimo, se incubaron por 48 horas a una temperatura de 28° C y se tomaron
los datos correspondientes.

3.3.4.11 Crecimiento 36 °C
En una caja con medio de Agar nutritivo se inoculo el crecimiento bacteriano puro de prueba,

se incuba a 37 °C durante 48 horas y se observé el crecimiento de la bacteria.

3.3.4.12 Tolerancia al cloruro de sodio

En un matraz Erlenmeyer de 500 ml vaciamos 0.8 de caldo nutritivo, 0.5 de NACL, 0.1 gr de
Glucosa y le agregamos 100 ml de agua destilada agitando cuidadosamente hasta disolverse por
completo, con una pipeta tomamos 10 ml de la solucién ya preparada y vaciamos en 5 tubos de

ensaye Y se esterilizaron por 15 minutos a 121°C.

24 horas despues se realizd la inoculacion, con un asa estéril se toma una asada de la muestra y

se inocula en una cdmara de transferencia y se incubo por 48 hrs.

3.3.4.13 Pectolisis de la papa
Cortamos papel estraza en forma de circulo del tamafio de las cajas de vidrio, las colocamos

dentro y se esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 121 °C.
Lavamos una papa sana con agua Yy jabdn, posteriormente la sumergimos en cloro al 2 % por 3

minutos y enjuagamos con agua estéril.

Cortamos la papa en rodajas, las colocamos dentro de las cajas y en el corte se hizo una pequefia
herida para inocular una porcion de la muestra bacteriana pura, se llevd a la incubadora a 28°

para observar la presencia de la bacteria.
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3.3.4.14 Prueba de la Arginina

Se pesaron los siguientes reactivos:

0.5 de cloruro de sodio, 0.1 gr de peptona, 0.0003 de Fosfato de Potasio, 0.3 de Agar, 0.00003
de rojo de fenol, 1 gr de Hidrocloruro de arginina Yy se vaciaron en un matraz en 100 ml de agua
destilada agitando suavemente hasta mezclarse bien, con ayuda de una pipeta se tomaron 10 ml
de medio y se fue llenando los diez tubos de ensaye llevandolos a esterilizar por 15 minutos en

el autoclave a una temperatura de 120° C.

Transcurrido 24 hrs. se realiza la siembra por picadura inoculando los 4 tubos con el medio

bacteriano agregando 1 mil de aceite mineral estéril a cada tubo dejando un tubo como testigo
sin inocular, se incuba junto a un tubo testigo estéril durante 24 h (en ocasiones 2-7 dias).

3.3.4.15 Medios de Y.D.C.A

En la balanza analitica se pesaron los siguientes reactivos:

4 gr de Extracto de levadura, 2.5 de Dextrosa, 7.5 gr de Agar, 1.25 gr de Carbonato de calcio,
1.25 gr de Peptona, 3.75 de Agar bacterioldgico, se vaciaron en un matraz Erlenmeyer de 500
ml con 250 ml de agua destilada y se esterilizaron en el autoclave por 15 minutos a 121° C. El
medio esterilizado se dejo enfriar hasta que pudiera manipularse y se vaciaron en cajas Petri.
Pasadas las 24 hrs. Se realizo la siembra, con un asa estéril se tomé una asada de la bacteria y
sembramos en forma de estrias, sellamos las cajas con cinta Contac y se incubaron por 48 hrs

3.3.4.16 Pruebas de patogenicidad en Bacterias.
Después de llevar a cabo las pruebas bioguimicas generales, se realizaron pruebas de

patogenicidad y los resultados obtenidos fueron analizados para determinar si existia 0 no

presencia de bacterias fitopatdgenas Y los posibles géneros presentes.

Este tipo de pruebas se realizaron para determinar en un tiempo breve la patogenicidad de cada

aislamiento bacteriano, lo que nos permitid, en algunos casos, conocer la especie de bacteria
involucrada, mediante la prueba de pudricion de papa y pudricion de zanahoria.
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La prueba consistio en utilizar cultivos bacterianos puros de 24 horas de crecimiento con los
que se hicieron suspensiones bacterianas tomando como referencia el estdndar N° 1 de la escala
propuesta por Mc Farland (1.2 x 106 UFC/ml). Las plantas fueron infiltradas con 3 ml de la
suspension en la nervadura central de la ldmina foliar de la hoja, con ayuda de una jeringa
esterilizada, la planta inoculada fue la maravilla (Mirabilis jalapalL.). Las plantas inoculadas se

mantuvieron a temperatura ambiente.

Durante los dias transcurridos después de la inoculacion se observo si existia alguna reaccion
de hipersensibilidad expresada en forma de necrosis o marchitamiento, en tal caso la bacteria

3.3.4 ldentificacion Molecular

Para corroborar la identificacion a nivel especie se mandaron a secuenciar 4 muestras fungicas,
las cuales fueron secuenciadas en el laboratorio de IPICYT en San Luis Potosi, con el método
de didesoxinucledtidos marcados en el andlisis molecular corrobord la identificacion segin

secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Las muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleétidos marcados en el
secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Las secuencias fueron leidas con el programa Blasnt( Basic Local Alignment Search Tool) en

la base de datos GenBanck (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=ProTeins).

Las especies encontradas fueron Aspergillus niger y Alternaria sp.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion de muestras se hizo con tejidos vegetales y con la ayuda del Ing. Braham del
Dpto. de forestal de la UAAAN.

Figura 7. Arbol y semilla de J. monosperma, procedente del Municipio de Artiaga, Coahuila.

4.1 Aislamiento e identificacidbn microorganismos:
De acuerdo a la identificacién flngica se detectaron 3 colonias de diferentes colores, en las

colonias amarillas se observaron caracteristicas de Aspergillus y Rosellinea (figura Ay figura

B), por ultimo, en la colonia blanca se encontrd caracteristicas de Alternaria (figuras C).
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Figura 8: Hongos aislados en el departamento de parasitologia.

A) Aspergillus, B) Rosellinea, C) Alternaria

4.2 Incidencia de los patdgenos sobre Juniperus monosperma
Durante el estudio de investigacion, se identificaron 3 géneros de hongos asociados a Juniperus

monosperma que son Aspergillus, Alternaria y Rosellinea.

En el cuadro 1, se observan los comportamientos que presentaron los patdgenos, “Alternaria”
se comportd de manera mas constante en comparacion a la muerte en Juniperus monosperma,
se observa que en el cuadrante 3 se manifestdO mayor dafio en cuanto a incidencia y severidad
por los patdégenos Alternaria y Aspergillus mientras que el cuadrante 7 hubo menor dafio
encontrando nuevamente Alternaria. En el cuadrante 4 se identific6 dafios por los géneros

Alternaria y Rosellinea.
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Cuadro 1. Géneros fitopatdgenos encontrados en las muestras de Juniperus monosperma.

Severidad
Incidencia Escala de dafio (%) por ramas en ,
. » Géneros
cada orientacion. _ ]
fitopatogenos
. . Presencia encontrados
No. de | Orientaci | Alturade
) ) ) de Norte | Sur Este | Oeste
arbol on c/arbol(m). | |
sintomas
Aspergillus
1 SE 1.80 5% 10% 0% 25% 100%
Alternaria
2 SE 2.10 1% 15% 20% 10% 20% Alternaria
Alternaria
3 SE 1.40 35% 100% | 100% 10% 5%
Aspergillus
Rosellinea
4 SE 1.80 20% 0% 1% 5% 40%
Alternaria
5 SE 2 15% 5% 10% 20% 50% Alternaria
6 N 5 30% 30% 5% 1% 1% Alternaria
7 N 2 5% 5% 20% 5% 10% Alternaria
8 N 6 10% 10% 15% 5% 20% Alternaria
9 N 5 10% 5% 50% 5% 5% Alternaria
10 0 8 15% 0% | 10% | 100% | 5% Alternaria

29




4.3 Incidencia de Patégenos asociados a Juniperus monosperma.

Considerando los resultados del cuadro 1, en la figura 9 se observa la escala de incidencia
presente en cada arbol, los arboles con mayor incidencia fueron el 3 con un 35% Yy el 6 con un

30 % de areafoliardafiada. Mientras que el arbol 1y el drbol 2 solo presentaron 1%y 5% de sintomas.

Presencia de sintomas
40%
35
35%

30
30%
25%
0
20%
15 15
15%
10 10
10%
5 5
5%
0%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No. De arbol

Figura 9. Incidencia de patogenos en Juniperus monosperma, UAAAN 2019.
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4.3 Porcentaje de Severidad de Patogenos asociados a Juniperus monosperma.

De acuerdo a los resultados reflejados en la grafica los resultados de severidad van de 10% a

100%, el hongo con mayor severidad en Juniperus monosperma fue los géneros Alternaria con

un 100 %, el patdgeno que menos se presento fue Rosellinea con un 10 % y 20 % para

Aspergillus (Figura 10).

Porcentaje
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Figura 10. Severidad de patdgenos en Juniperus monosperma, UAAAN 2019.
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4.4 Pruebas Bioquimicas de confirmacion.

De las muestras colectadas de Juniperus monosperma se aislé un crecimiento bacteriano,
obteniendo un total de 2 cepas puras fitopatdgenas, con las cuales se realizaron pruebas
bioquimicas especificas, también llamadas pruebas de confirmacién (Cuadro 2), con el objetivo
de lograr mediante sus propiedades fisiologicas y bioquimicas la identificacion precisa de la
especie a la cual pertenecian (Schaad, et al., 2001).

Cuadro 2: Resultados de las pruebas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas de las cepas
bacteriana aislada de Juniperus monosperma, UAAAN 20109.

Pruebas bioguimicas Reaccion
Gram Positivo
Catalasa Positivo
Oxidasa Negativo
Reconfirmacion de Gram con KOH al 3% Negativo
Crecimiento a 36° Negativo
Arginina Positivo
Medio de CVP Negativo
Tolerancia al clorudodesodio Negativo
Produccién de inodol Negativo
Pectolisis de la papa Negativo
Crecimiento en O-F (Hugh-Leifson) Negativo
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De acuerdo a los resultados de la tincion gran se puede observar que el resultado fue positivo

ya que las paredes de la bacteria se tifien de color azul o morado, (Eliner, 2000).

Figura 11: Bacilos Gram- positivos.

En la figura 11 se observa que en la prueba de catalasa el resultado fue positivo esto se debe

que la bacteria tiene la capacidad del peroxido de hidrogeno en el agua y oxigeno que es
liberada en forma de burbujas, en cuanto a la prueba de oxidasa el resultado fue negativo ya

que hubo carencia de color en el disco.

‘

Figura 12: Reaccion negativa para la prueba de oxidasa y positiva para catalasa, UAAAN 2019.
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4.5 Pruebas de patogenicidad
En la planta de la maravilla (Mirabilis jalapa L.), se inoculo con 3 ml de la suspension de la

cepa bacteriana en la nervadura central de la ldmina foliar de la hoja, la respuesta fue negativa
ya que no presentd ninguna sintomatologia. De acuerdo a las pruebas realizadas y los datos
reflejados del cuadro 2, se determind que no existen dafios por bacterias en Juniperus

monosperma, se considerd no fitopatogena.

Con respecto a la inoculacion flingica en Juniperus monosperma los resultados con las
diferentes cepas todos los hongos evaluados presentaron dafios en los tejidos, esto debido a que
ese tejido era el hospedante ideal para las cepas utilizadas. (Figura 12).

Al inocular los tres patogenos se observd amarillamiento y muerte en el tejido, entre los
aislamientos que causaron mas dafios en los tallos estd el género Roselinea, mientras que el
género que menos incidencia tuvo fue Aspergillus y Alternaria.

) - o . Roselinea
Testigo Alternaria Testigo

Roselinea

Aspergillus

P e T

Testigo Aspergillus

Figura 13: Resultado positivo de las pruebas de patogenicidad en Juniperus monosperma,
UAAAN 20109.

34


https://es.thefreedictionary.com/determin%C3%B3

5. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que:

Se encontraron 4 especies de hongos asociados a Juniperus monosperma que son Aspergillus
niger, Alternaria sp y Rosellinea sp.

De acuerdo a la hipotesis los hongos Lirula macrospora y Sphaeropsis sp. no estuvieron

presentes en Juniperus.

Segun los datos tomados en campo, Alternaria sp. fue el hongo que se comporté con mayor

incidencia y severidad sobre Juniperus monosperma siendo el mas perjudicial.
Con base a los resultados obtenidos en el laboratorio se obtuvieron 8 cepas puras

de Alternaria sp. Presentando también mayor incidencia.
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APENDICE

Resultados de secuenciacién e Identificacion Molecular.

Las regiones amplificadas con los oligonucledtidos ITS1-1TS2 cuyo porcentaje de homologia
fue 95% segun alineamientos en la base de datos del NCBI-BLAST y la caracterizacion

morfologica previa, permitieron identificar a Alternaria sp.

GGAACATATGAGGCGGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTC
ACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACA
AACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCT
TTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAA
TTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGC
AAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCGCTGAACTTAAGCATATCACAAAACCGGAAAAAAAATCGGTACGCAG
ATATCGAGGCGGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCCTGCTGAATTATTCACCCT
TGTCTTTTGCGTACTTCTGGTTGCCCTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACA
TAAACGTTTTGTAATTGCGATCAGCGTCAGTAACAAAGTAATAATTACACTTTCAA
CAACGGATCTCTGGGTTCTGGCATCGATGAAGAAAGCAGCGAAATGCGATAAGTA
GTGTGAAATTGCAGAATCAGTGAATCATAGCATCTGTGAACGCACATGGCGCACG
TTTGGTTATTCCAAAGGGCATGCGTGTTCGAGCGTCATTCTTACCCTCCAGCTTTA
GCTTGGTGATTAGGGCGTTCTTGTTCTTCTGCATTTGCTGGAAACTCGACCATGAG
TATTTGGCAGCGGCTACAGACTTTCTGTATGCGAGCAAACTTGCCAGTTGTCATTT
CACGAGTCTAGCAGCGTTAAGCTTTTGTCACTGTTGACTCGGATCAGGTAGTTACC
GCTAACTTAGCATAGTTTACCGGAGAGAAAAAA.
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Con un 93% segun alineamientos en la base de datos del NCBI- BLAST la especie que se
encontro fue Aspergillus niger.

TCGATCCGCGGAGGAGGTTTTTGGGCGAGCCTCCCATCCGTGTCTATTGTACACTG
TTGCTTCGGCGGGCCCGCATCTTGTCAGCAGGTGGGAAAGGCCACTGCTCGAGAT
CCGAGCCCGTGGGAGACCTGAATTTCAACACTGTCTGACAGGATAGAGGGAGAGT
TAATTGAATGACATCCCGTAATTGTTTCAACAATGGATCTCTTGATTCGGGTGTCC
ACGAGAAAAGCAGGGAAATGAAAGAGCTATTGAAAATTGGATAATTCACTGAAT
TCTGCAATTCTTTTAGTTATTTGTTTCGCTGCTACTTCATCGATGCCGGAACCAAGA
GATCCATTGTTGAAATTTTTAACTGATTGCGTTCTGTCAACTCATACTGCTCGCTTT
CAGAAAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGACCGGGGGGCAGAGGC
GCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTACAATAG
ACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCA
GGTTCAACTACAAGAATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATC
CGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCCGCCGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGE
GGCCCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAAACCCCACAAAAAATTGTTTG
AAAGCGGGAACTGAAGTTGATGAATGCAATCCGTTAAACTTTTACATGGGATCTT
TTTGGTTCCGGCATCCATAAAAAACCCGGGAAATGCGATAACTAGGGGAAATTGC
GAAATTCAGGGATCACAGACTCTTTTAAACCAATTGCTCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATCCTGTCCAAGCTATATTTCTCCCCCACACCGCTCTGTGTGTGTTGTGTCGCT
CCCCTCTCTCGGCGGGAGGAGAGCGCGATAAGAACACCCCCCCCACCCCACCACC
CCCCCGATAGGAGTCGTTGTAGCTCTCATCGTAGTAGAGGCCGGCACGCAGCGAC
CAACCACCTACTTACTCGTCTGCTGCTTCCTC.
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Con un 95% segun alineamientos en la base de datos del NCBI- BLAST la especie que se
encontro fue Alternaria sp.

GGCCCCCTCCGTCTGCGCTGCGGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAA
TTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACT
AGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAAT
TACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCC
TCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTITGCTGGAGACTCGCCTTA
AAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCT
ATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAAGAAAATCGGTAC
ACAGTATGAGCGCGGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCA
CCCTTGACTTTTGCGTACTTCTGGTTTCCCTGGTGGGTTCCCCCACCACTAGGAAA
ACATAAACCTTTTGGGATTGCGATCAGCGTCGTAACAAAGTAATAATTACAACTTT
CAACTACGGACTCTGGGTTCTGGCATCGATAAAAAAGCAGCGAAATGCGATAAAG
TAGTGGGAATTGCGGAATTCGGTGAATCCCCCATCTGTGAACGCACATTGCCGCC
CTTTGGTATTTCCAAAGGCAGGCGTTTCCAGGCCCATTTGTACCCCCCAGCCTTTG
CTGGGAGTTAGGCGGCTTGTCCCTGCTTTTGCTTGGAAACCCCCCTTGACATAATT
TGCACCCGGCTACAGATTTTCTTAGCCAGCCAACCTCCCAGTTTTCTTTCCAACAG
GTCTAGCGCCCTTAACCCTTTTTTCACGTATGACACTGATCAGGTAGGGATACCCC
CCTAACTATAAAGCCTTCGCTAGGCGCGGAGGAAAAAAA.
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