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RESUMEN

Los objetivos de esta investigacion fueron evaluar la incidencia y severidad del
cancro resinoso en la plantacion forestal de Pinus greggii Engelmen del Campo
Agricola Experimental Sierra de Arteaga (CAESA) en la region de los Lirios
Arteaga, Coahuila y determinar la asociaciéon de Fusarium verticillioides a esta
enfermedad. Se aislo, purificd e identific6 mediante criterios morfolégicos a la
especie asociada a cancro resinoso a partir de aciculas, raices, corteza, resina
y brotes de 5 arboles por seccion. Se evalud el porcentaje de arboles dafiados
(incidencia) y la proporcion del éarea foliar afectada (severidad) por la
enfermedad. Se realizaron pruebas de patogenicidad in vivo e in vitro que
permitieron la asociacion de Fusarium verticillioides al cancro resinoso presente

en la zona de estudio.

Palabras clave: Enfermedades forestales; cancros; postulados de Koch;

incidencia; severidad.



INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO), 2011, reconoce a los bosques como un pilar para la conservacion de la
vida por ser necesarios para garantizar la preservacion de la seguridad
alimentaria. Actualmente la superficie forestal se encuentra amenazada por
problemas como la deforestacion, los cambios de uso de suelo, asentamientos
humanos, catastrofes naturales, plagas, enfermedades etc. representando un
riesgo para el desarrollo del ecosistema, sin embargo se le ha dado poca
importancia a estos problemas (Duran, 2014).

El establecimiento de plantaciones forestales presenta dificultades desde los
viveros donde la mayoria de las perdidas en produccion se relacionan con la
presencia de damping off, comunmente asociado a Pythium spp., Phytophthora
spp., Rhizoctonia spp., Botrytis spp. y Fusarium spp. (Benitez et al., 2004 y
Ezziyyani et al., 2004). En los viveros mexicanos Fusarium spp. representa
pérdidas hasta de un 40%(Cibrian et al., 2001).

Aunque las especies de Fusarium son ampliamente distribuidas vy
econémicamente importantes para plantas cultivadas (Leslie y Summerell
2006), de ellas, F. circinatum es considerada como un potencial riesgo para
Pinus spp (Wingfieldetal.,2008a) afectando hasta 60 especies(Bezos et
al.,2017), de las cuales Hodge y Dvorak, 2000; Gordon et al., 2001 indican que
Pinus radiata es la especie mas susceptible, sin embargo, estudios mas

recientes la han reportado en otras coniferas (Martinez-Alvarez et al., 2014).



El aumento en la dispersion de la enfermedad puede relacionarse con la
movilizacion de material vegetal, la presencia abundante del inéculo en el aire
ademas puede ser incrementada por insectos vectores principalmente de las
familias Scolitydae, Anobiidae y Cercopidae (Gordon et al., 2001), por otro lado,
el cambio climatico favorece a una mayor adaptacion del patdégeno, basados en
el hecho de que la frecuencia de los fendmenos climaticos extremos, tales
como la sequia, las inundaciones, las fluctuaciones de altas temperaturas y las
tormentas, se incrementaran en el corto y mediano plazo (Watt et al., 2011).



OBJETIVOS

General

e Identificar las especies de Fusarium asociadas al cancro resinoso de
Pinus greggii, entre ellas F. verticillioides en la plantacion forestal de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en Arteaga, Coahuila.

Especificos
e Estimacion de incidencia y severidad.
e Aislamiento e identificacion de Fusarium sp.

e Pruebas de patogenicidad in vivo e in vitro.

HIPOTESIS
Se confirmara la presencia de al menos dos especies de Fusarium afectando

Pinus greggii



REVISION DE LITERATURA.

Importancia de los ecosistemas forestales

La importancia de los ecosistemas forestales radica en el fundamental papel
para la conservacion de la vida por sus funciones ecoldgicas ya que disminuyen
la erosion, eliminan el bioxido de carbono del aire, reducen el calentamiento del
planeta, regulan el régimen de lluvias, favorecen la recarga de los mantos
acuiferos y preservan la biodiversidad de la flora y la fauna, ademas, proveen
insumos directos y materias primas industriales (FAO, 2011).

La Comisiébn Nacional Forestal (CONAFOR), reporta un incremento de las
enfermedades forestales a partir del afio 2004, situacion no exclusiva de
México, observandose esta condicion en diversas regiones del mundo, donde
factores bidticos y abidticos han disminuido en 3.1 % la superficie forestal
mundial durante el periodo de 1990 a 2015, es decir, se han perdido 129
millones de hectareas hasta quedar un total de 4,000 millones (Duran, 2014,
FAO, 2016). Aunado a esto, el cambio climatico incide en la sanidad forestal
agravando los efectos de las plagas y enfermedades forestales ocasionando
una alteracion en la diversidad de especies y su comportamiento, ademas
aumentando el estrés limitando la capacidad de defensa de los arboles,

haciéndolos mas susceptibles a organismos patégenos (Duran y Poloni, 2015).

En consecuencia,el impacto de plagas y enfermedades forestales ademas de
incrementar la mortalidad de la superficie boscosa ocasionan cambios en la
diversidad de los ecosistemas, pérdida en la cantidad y calidad de los productos
y servicios ambientales (Whitehead, 2011), ademas Duran y Poloni (2015),
mencionan que en un mediano plazo pueden conducir a la degradacion,
incendios, inundaciones y derrumbes implicando procesos de recuperacion

duraderos.



A nivel mundial, México forma parte de los 10 paises con mayor diversidad y
superficie de boscosa (SEMARNAT, 2011), se caracteriza por poseer bosques
templados que se distribuyen desde la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre
Oriental y la Sierra Madre del Sur (Challenger, 1998; CONAFOR, 2012).

Por otro lado, de la superficie del Estado de Coahuila (15°067,115.00
ha) SEMARNAT-CONAFOR 2013, sefialan que tan solo 4.1 % de su vegetacion
corresponde a bosques de coniferas y de latifoliadas, los cuales constituyen

una parte muy importante en la estabilidad de los ecosistemas.

El empobrecimiento y disminucion de la superficie arbolada nacional ha
generado problemas ecologicos, econdémicos y sociales, esto a consecuencia
del uso de técnicas no sustentables en el aprovechamiento de los recursos
forestales, el avance de la frontera agricola, pastoreo, contaminacion
atmosférica, plagas y enfermedades forestales (Jiménez y Alanis, 2011; Lépez-
Feldman, 2012).



Pinus greggii

Ramirez-Herrera et al., (2005) sefialaron a Pinus greggii como una especie
endémica de México; su distribucion natural en forma de manchones abarca
zonas semiaridas y algunas areas semitropicales de la Sierra Madre Oriental
entre los entre los 20°13' y los 25°29' de latitud Norte. Abarcando los Estados
de Coahuila y Nuevo Leon al norte donde se le conoce como P. greggii var.
greggii, mientras que la regiéon meridional se le nombra P. greggii var. australis.
Esta regién incluyelos Estados de San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Puebla
y Veracruz(Lopez-Upton y Donahue, 1995,Prieto, 2006;Martinez y Prieto, 2011;
Zagoya, 2018).

P. greggii se caracteriza por reportar en ensayos genéticos o de seleccion de
especiesaltas tasas de crecimiento en altura, asi como un alto potencial para
adaptarse en areas nutricionalmente pobres y bajo condiciones limitantes de
humedad. En conjunto estas caracteristicas permiten apoyarse del uso de esta
especieen programas de reforestacion para recuperar suelos, la restauracion y
proteccion de cuencas,la rehabilitacion de zonas urbanas (parques, jardines,
camellones, bulevares) y suburbanas, asi como en areas con baja productividad
agricola y de pastizales (Gonzalez et al., 2008; Rodriguez et al., 2008;
SEMARNAT, 2010; Rodriguez et al., 2013).

Ramirez-Herrera et al., (2005) reconocen que el desarrollo de los ecosistemas
forestales depende del crecimiento de distintas plantas herbaceas y arbustivas

gue se encuentran ligadas con el microambiente generado por la especie P.

greggii.



Descripcion de Pinus greggii

Martinez, (1948) y Eguiluz, (1978), aludieron que P. greggii puede llegar a de 10
a 25 m de altura y40 cm de diametro al alcanzar la madurez, la corteza de la
parte inferior del tronco es gruesa, aspera, color café grisaceo, dividida por

profundas fisuras verticales en largas placas escamosas.

Las aciculas de apariencia delgada a medianamente gruesas son color verde
claro brillante, miden alrededor de 7 a 15 cm de largo y 1-1.2 mm de ancho,
poseen bordes aserrados con dientecillos muy cortos, presenta estomas en la
superficie dorsal y ventral, se disponen en grupos de tres, raramente dos y
cuatro (Farjon et al., 1997; Perry, 1992).

Los conos son duros, casi sésiles, oblongos cénicos, oblicuos, algo encorvados,
de color ocre, lustrosos, agrupados por pares de 2 a 8, rara vez mas. Miden de
6 al2 cm de largo, pudiendo llegar hasta 15 cm; de 3 a 5 cm de ancho cuando
estan cerrados, la semilla es de color gris a café-negruzco, miden de 5 a 7 mm
de largo, de 3.0 mm de ancho, 1.9 mm de grueso y de 12.9 mg de peso.
(L6pez, 1990; Farjon et al., 1997).



Fusarium spp. como agente causal de enfermedades forestales.

Se han reconocido varias especies de Fusarium como patdgenos de coniferas,
algunas de estas enfermedades generan impactos ecoldgicos y econdmicos
significativos (Martin-Pinto et al.,2006). Entre ellas se encuentran las
responsables de damping off en viveros, clasificadas de acuerdo al momento en
el que se desarrollan; las infecciones de damping off pre emergente provocan
un deterioro rapido de los tejidos afectados antes de que las plantulas puedan
llegar a la superficie del suelo; damping off post emergente se produce durante
los primeros meses después de la aparicién de la plantulas se caracteriza por el
colapso de éstas a nivel del suelo y el subsiguiente derrumbe de las partes que
estan por encima del suelo (Cibrian et al., 2001; Gordon et al., 2015); por altimo
se encuentran las infecciones latentes, tienen lugar después de la lignificacion
de la planta resultando en su establecimiento pobre o fracaso, por la
destruccion total o parcial del sistema radical de las plantulas (Jones et al.,
2014). Ademas, se encuentran también las especies que interfieren en el
crecimiento de arboles maduros como lo es la enfermedad de cancro resinoso
(Cibrian et al., 2001)

La capacidad de distribucion propia de la mayoria de las especies del género
Fusarium puede atribuirse a su eficiente mecanismo dispersion y adaptacion
para colonizar un amplio nUmero de sustratos y nichos ecolégicos creados por
el hombre (Chavez, 2019).


https://es.pons.com/traducción/español-inglés/Martín-Pinto
https://es.pons.com/traducción/español-inglés/et
https://es.pons.com/traducción/español-inglés/al
https://es.pons.com/traducción/español-inglés/,

Pudricidn de raiz por Fusarium oxysporum

La marchitez por Fusarium oxysporum afecta a muchos cultivos agricolas y
representa el problema fitopatoldégico mas importante de las plantas que crecen
en sustratos artificiales, ademas puede ser transmitido por semilla y por agua
de riego(Mendoza et al.,2009; Gordon et al., 2015).

Dampingoff es una de las enfermedades mas comunes en plantulas de
coniferas, se estima que puede ocasionaran la muerte de hasta un 60 % o mas

de toda la produccién (Garcia et al., 2007).

Aunque esta enfermedad puede ocurrir antes o poco después de la emergencia
de la plantulas, una plantula infectada puede sobrevivir durante varios meses y

desarrollar o no sintomas (Gordon et al., 2015).

Sintomatologia

La podredumbre de hipocétilo afecta a plantas de mayor edad y la mayor parte
de los dafios son en viveros con manejo de plantulas de raiz expuesta o
desnuda en la primera etapa de crecimiento (Dumroese y James, 2005), se
caracteriza por la aparicion de una lesién en el tallo debajo de los cotiledones
gue puede extenderse hasta la linea del suelo o por debajo de ella (Brownell y
Schneider, 1983), retraso en el crecimiento, amarillamiento y necrosis de las

aciculas y marchitez.

La sintomatologia de pudricion del sistema radical inicia con una lesion sobre
este, provocando la muerte y répida descomposicion de las plantulas
(Dumroese y James, 2005), mientras que el follaje puede observarse con
aciculas dispersas, cloréticas o retorcidas, seguidas por muerte descendente,

también se observa achaparramiento.

El sistema radical enfermo muestra carencia de desarrollo de raices finas y
extensiva pudricion cortical, por lo que la epidermis puede retirarse en tiras con

facilidad. Uno de los principales signos de esta enfermedad, es la produccion de



10

estructuras de fructificacion (esporodoquios) sobre el tallo de las plantulas,
donde masas de esporas amarillo-anaranjadas son exudadas (James, 1985)
éstas esporas tipicamente son multicelulares, tienen forma de hoz, y pueden
ser usadas para identificar al hongo. El hongo puede invadir una planta ya sea

con el tubo germinativo o el micelio penetrando las raices de las plantas.

Biologiay Ecologia

F. oxysporum Schlechtendal puede sobrevivir como micelio o como cualquiera
de sus tres tipos de espora en forma de organismo sapréfito en el suelo, sobre
tejidos de plantas o sobre materia organica muerta, el desarrollo 6ptimo se
presenta a 20 °C aunque el rango varia de 12 a 28°C, acompafiada de alta

humedad relativa y dias cortos de baja intensidad luminica (Agrios, 2005).
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Fusarium oxysporum Alexopoulos y Mims, (1979)

Reino... Mycetae
Division... Amastigomycota
Subdivision... Deuteromicotina
Clase... Deuteromycetes
Subclase... Hypohmycetidae
Orden... Moniliares
Familia... Tuberculariacae
Género... Fusarium
Especie...oxysporum

Caracteristicas macroscopicas: Teixeira, (2017) describen que en un principio la
colonia es lisa y algodonosa, tornandose de blanco a salmén, purpura en el
centro al pasar el tiempo, puede presentar esporodoquios de una coloracion

crema anaranjado.

Caracteristicas microscopicas: las microconidias nacen de monofidlides
laterales, cortas y anchas, afiladas hacia la punta, solitarias o ramificadas.
Pueden formar masas pero no cadenas, su forma es ovoide o arrifionada, con

un tamafio de 5-12 x 2,3-3,5 pm, ocasionalmente con uno o dos septos.

Las macroconidias tienen de uno a cinco septos. Su tamafio es de 23-54 x 3-4,5
pum. Su célula apical es afilada y la célula basal con forma de pie pero pueden

tener ambos extremos afilados.

Clamidosporas: abundantes, pueden observarse aisladas, en parejas,

intercalares o terminales (Leslie y Summerell, 2006).
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Clasificacion taxonémica de Fusarium verticillioides. Alexopoulos y Mims
(2979)

Reino... Mycetae
Division... Amastigomycota
Subdivisién... Deuteromicotina
Clase... Deuteromycetes
Orden... Moniliares
Familia... Tuberculariacae
Género... Fusarium

Especie... verticillioides

Caracteristicas macroscopicas: micelio aéreo abundante algodonoso, color
blanco durazno o rosa salmon, se tifie de azulado o purpura en pocos dias, el

color del reverso varia de crema a lila, vino tinto o parpura.

Microconidias: ovoides o en forma de maza con base truncada, sus
dimensiones son7-10 x 2,5-3,2 um con uno o dos septos. En algunos medios
forma cadenas. Los conidiéforos nacen lateralmente de la hifa y son
escasamente ramificados. Las células conididgenas son monofidlides, delgadas

y largas.

Macroconidias no se forman en todas las cepas. Cuando existen son
ligeramente fusiformes, casi rectas, con superficies dorsal y ventral casi
paralelas. La célula basal con forma de pie y la célula apical a menudo son
curvadas y afiladas. Pueden tener entre tres y siete septos y su tamafo es de
31-58 x 2,7-3-6 pum.

No forma clamidosporas. Puede presentar esclerocios azul oscuro, los

esporodoquios se forma raramente.
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Cancro resinoso (Fusarium circinatum)

La enfermedad de cancro resinoso fue detectada por primera vez en el sureste
de Estados Unidos sobre Pinus virginiana Mill (Hepting y Roth, 1946), hoy en
dia se sabe que abarca desde Florida hasta el Norte de Virginia y hacia el este
de Texas (Dwinell et al., 1985; Ridley y Dick 2000). Sin embargo, se cree que
esta enfermedad pudo originarse en México debido a que las poblaciones de F.
circinatum presentes en varias regiones del pais poseen mayor diversidad
genética en comparacion con otras poblaciones (Viljoen et al., 1997; Guerra-
Santos 1998; Wikler y Gordon, 2000).

Luego de su aparicién, el primer reporte de expansion del patdogeno fue
detectado en Haiti afectando a Pinus occidentalis (Hepting y Roth, 1953). Pero,
no fue hasta 1986 cuando su diseminacion se aceler6 ganando importancia en
las plantaciones nativas de pino a nivel mundial con mayor énfasis en Pinus
radiata (Gordon et al., 1996).

En el afio 1987 se registraron por primera vez infecciones en Asia,
especificamente Japén (Kobayashi y Muramoto, 1989) sobre Pinus luchuensisy
en la zona central de México afectando a Pinus radiata (Guerra-Santos,
1998). Donde se ha reportado enl19 especies de pino (Hodge y Dvorak, 2007).

En el afio 1990 Fusarium circinatum fue confirmado como el agente causal de la
pudricion radicular en esquejes de Pinus patula, en Sudafrica (Viljoen et al.,
1994), 15 afios mas tarde inici6 su expansion a plantaciones y viveros
forestales de P. patula Schitdl y Cham. El reporte mas reciente de la aparicion
de esta enfermedad en Sudafrica fue en el afio 2007 en la region de la
Peninsula del Cabo (Coutinho et al., 2007). Windfield et al., 2008 consideran
qgue, en Sudafrica, probablemente la diseminacion del cancroresinoso del pino
de vivero hacia plantaciones fue lenta por la intervencion de diversos factores
como el clima, bajo nivel de in6culo inicial, ausencia de vectores y la falta de

asociacion entre la biota nativa y los ejemplares en las plantaciones.
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Durante el afio 2002 fue detectada en Chile en viveros de P. radiata y en
algunos arboles de de mayor edad que fueron establecidos sobre suelo ya
infectado (Wingfield et al., 2002), ademas hay registros en Europa, provocando
en el norte de Espafa perdidas en viveros de P. radiata y P. pinaster, (Pérez-
Sierra et al., 2007) y en Italia P. halepensis y P. pinea (Carlucci et al., 2007),
como consecuencia de la distribucidbn de las especies susceptibles y las
condiciones climéticas presentes en esta region, F. circinatum es catalogado

como especie de importancia cuarentenaria(EFSA, 2010).

Recientemente Fusarium circinatum ha sido identificado en Uruguay (Alonso y
Bettucci, 2009), Colombia (Steenkamp et al., 2012) y Brasil (Pfenning et al.,
2014).

La propagacion de F. circinatum es de gran preocupacion para muchos paises
puesto que no solamente amenaza a plantaciones forestales establecidas por el

hombre, sino también a las nativas (Dick 1998).

Es importante mencionar que la expansion de esta enfermedad se encuentra
ligada a diversos factores entre ellos el cambio climatico y el rango alto de
adaptabilidad del patdgeno a los cambios ambientales y la globalizacion (Watt
et al., 2011).


https://es.pons.com/traducción/español-inglés/Dick
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Clasificacion taxonomica

(Nirenberg y O’'Donnell 1998, Britz et al., 2005)

Reino... Fungi
Sub-reino...Dikarya
Filo...Ascomycota
Sub-filo...Pezizomycotina
Clase...Sordamioycetes
Sub-clase...Hypocreomycetidae
Orden...Hypocreales
Familia...Nectriaceae

Género...Fusarium

Fusarium circinatumse ubica dentro de la seccion Liseola, donde se clasifican
especies que producen falsas cadenas o cabezas las cuales son una
agrupacion de células sin cohesion morfolégica y ademas no producen
clamidosporas(Hepting y Roth 1946). En 1978, a partir de la recoleccion de
aislados de cancro resinoso del pino, en los que se destaca la presencia de
microconidios con falsas cabezas y la ausencia de clamidosporas, se asigné la
especie como Fusarium moniliforme variedad subglutinans (Dwinellet al., 1985).

En 1983, fue elevado a nivel de especie denominandose Fusarium
subglutinans(Nelson et al., 1983) y en 1992 por efecto de pruebas moleculares
de ADN mitocondrial se clasific6 como F. subglutinans f. sp. pini (Correll et al.,
1992). Nirenberg y O’Donnell, no fue hasta en el afio 1998,Nirenberg y
O’Donnell lo describieron con el nombre de F. circinatum, perteneciente al
complejo Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw., dentro de la seccién Liseola,
confirmado por estudios morfolégicos (Britz et al., 2005) y analisis filogenéticos
(Schweigkofler et al., 2004).
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Morfologia

Peritecio: ovoide a subpiriforme, mide alrededor de 325 um de largo por 230 um
de ancho, punteado alrededor del apice pero liso en el resto. Las ascas son
cilindricas, de 85-100 x 7,5-8,5 um (Leslie y Summerell 2006).

Las ascosporas, son de elipsoidales a fusiformes, lisas, hialinas y separadas
con un septo medio en un principio. Posteriormente se pueden desarrollar
varios septos mas. Miden (9,4-)11,1-12,6-14(16,6) x (4,5-)4,7-5,1-5,5(-6) pum
(Nirenberg y O"Donnell 1998, Leslie y Summerell 2006)

Los macroconidios son relativamente finos y muestran tres o cuatro septos. La
célula apical es curvada, mientras que la basal estd poco desarrollada. Sus
medidas son: (32-)33,7-38,2-42,7(-48) x (3,2-)3,4-3,6-3,7(-3,8) um (Nirenberg y
O"Donnell 1998).

Microconidios: son ovoides u ovalados sin septos de entre 7- 12 um de largo y
2.5-3.9um de ancho. Se presentan en micelio aéreo de forma aislada o
agregados en falsas cabezas. Las células conidiogenas son mono o polifialides,

pudiendo presentarse en gran cantidad (Nirenberg y O*Donnell 1998).

Clamidosporas: No se encuentran en esta especie, aunque en algunas cepas
se producen hifas que pueden parecerse superficialmente a clamidosporas o
pseudoclamidosporas(Herrera y Ulloa 1990).

Fusarium circinatum es un patdogeno de comportamiento necrotrofico, se
caracteriza por la produccion de enzimas degradantes de células y micotoxinas
como la poligalacturonasa responsable de la degradacion de la pared celular y

la posterior penetracién del huésped (Leslie y Summerell 2006)
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Epidemiologia

Wingfield et al. (2008), mencionan que la temperatura optima para la

germinacion de esporas es de 20 a 25° C, asi como altos niveles de humedad.

Sintomatologia

Es posible que la enfermedad de cancro resinosose presente en cualquier
etapa fenoldgica y sobre diferentes dérganos como brotes, tallos, ramas,
aciculas, conos, semillas y raices (Dwinell et al2001; Wingfieldet al., 2008). La
intensidad de expresion de los sintomas dependerd del hospedero, érgano
afectado, las condiciones ambientales y las practicas forestales llevadas a cabo
(Dwinell et al1985; Gordon et al 2001).

Marchitamiento de aciculas y desecacion de las guias

Uno del sintomas caracteristicos de esta enfermedad es la coloracion de las
aciculas, las cuales se tornan desde amarillas a rojas para después caerse
(Hepting y Roth 1946).

El cancro resinoso del pino origina la muerte de la guia principal del arbol y de
ramas secundarias afectadas por una lesion que puede estrangular la rama a la
altura del punto de infeccién. Aunque el patégeno se desarrolla tanto hacia la
parte distal como hacia la parte basal de la planta desde el punto de infeccion,
en algunos casos el crecimiento no se extiende hacia abajo y no ocasiona

dafios visibles en el resto del arbol (Dwinell et al., 1985)

Los brotes desarrollados por encima del punto de infeccibn se vuelven
marrones para después marchitarse y morir con rapidez, también se puede

observar la muerte de la punta (Correll et al., 1991).
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Formacion de chancros y exudados de resina

Se caracteriza por provocar cancros sobre areas donde el tejido de la planta ha
sido dafiado por el hongo. Los cancros localizados en la parte inferior del tronco
pueden ocasionar la muerte del arbol completo por estrangulamiento (Correll et
al., 1992).

Pifias, semillas y raiz.

En los viveros la aparicion de la enfermedad esta asociada especialmente a
semillas infectadas (Soria, 2010), ocasionando damping off, ademas, puede
sobrevivir en el suelo y que es capaz de infectar a las plantas actuando como
un patégeno de raiz (Dwinell et al., 1985) Asi como pose la capacidad de
infectar no solo la superficie externa de las escamas de los conos sino también
logra penetrar en su interior causando la muerte de estrébilos femeninos y pifias
maduras (Dwinell, 2001).

El dafio tardio causa pudricion, malformacién en la plantula, aciculas rojizas y
raices cafés (Peterson, 2008; Solano y Brenes, 2012). En plantas en vivero
(mayores de seis meses) el patdgeno se puede asociar a pudricién de raices
(Gordon et al.,, 2001),en estado avanzado de la enfermedad pueden

presentarse esporodoquios en el tallo de las plantas (Wingfield et al., 2008).

Vias de dispersién

Fusarium circinatum forma esporodoquios en los tejidos infectados y esporula
durante todo el afio. Los conidios son facilmente dispersados por el viento
durante tiempo humedo acompafiado de fuertes vientos y las salpicaduras de
agua. (Blakeslee y Rockwood 1978, Correll et al., 1991). Logrando generar
nuevas infecciones en ramas y brotes dafiados (Blakesleeet al.,1978; Gordon
2006)

Owen yAdams (1999), observaron una distribucion lenta y gradual del hongo a

partir de areas infectadas inicialmente. Pero la localizacién de la enfermedad en
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zonas muy lejanas y aisladas de los centros importantes de infeccion parece
indicar el transporte de forma asistida por medios humanos como el
acarreamiento de madera para lefia, corteza de pino para jardineria, arboles de
navidad, material de acampada etc. Ademas el suelo puede ser un agente de
dispersion de la enfermedad porque puede adherirse al calzado, a maquinaria,
a vehiculos y a la superficie de contenedores de planta mal limpiados (Gadgil et
al., 2003). Las semillas pueden ser otro mecanismo de dispersion del hongo.
Storer et al.(1998) realizaron una serie de ensayos en los que consiguieron
aislar Fusarium circinatum de la superficie de semillas extraidas de pifias
aparentemente sanas de Pinus radiata. En el caso de pifias enfermas extrajeron
semillas de las que aislaron el hongo, tanto de la superficie como del interior.
También aislaron el hongo de plantulas germinadas a partir de semillas
extraidas de pifias aparentemente sanas. Cuando la recoleccion de semilla se
hace de arboles en apariencia sanos pero en areas afectadas por la
enfermedad, el hongo puede permanecer latente y no manifestarse hasta que
las plantulas nacen en el vivero (lturritxa et al., 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
El estudio fue realizado en la plantacion forestal del Campo Agricola

Experimental Sierra de Arteaga (C.A.E.S.A)de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, en Los Lirios, Arteaga, Coah. ubicada en las coordenadas
geograficas 25°24°11.2"" Ny 100° 36" 25.46"" W, a una latitud de 2269 msnm

Estimacion de laincidenciay severidad.
Arboles de P. greggii fueron seccionados al azar para su evaluacion en nueve

secciones correspondientes a dos calles compuestas de hasta 72 arboles cada
una.

Se evalud la incidencia como el total de arboles enfermos por seccion y la
severidad como la proporcion de dafio de la enfermedad por cada arbol

(pudricion, %) mediante una escala (Figura 1).

1 2 3 4

4

i

Presencia de follaje Perdida je Pérdida de follaje entre

’ 'S Follaje nulo y
saludable en todas Menor a50%, gglculas 55% a 75%, clorosis, presencia de
las ramas. Sin levemente clordticas.  tonalidades rojizas, cancros.
dafios en la corteza. abundante  secrecion

de resina y lesiones en
la corteza.

llustracién 1 Escala utilizada para la evaluacion de la severidad de la enfermedad de cancro resinoso en P. greggii
Engelm la plantacion CAESA, En Los Lirios, Arteaga, Coah.
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Los datos obtenidos de la incidencia y severidad de la plantacion se
transformaron por raiz cuadrada del arcoseno, se procesaron con el Statistical
Analysis System (SAS) version 9.1 (SAS, 2002).

Aislamiento y purificacion del patégeno

Se seleccionaron arboles consintomas de la enfermedad como: exudado de
resina, presencia de cancros, coloracion rojiza en las aciculas y defoliacion
descendente y se tomaron muestras de resina, raices, aciculas, ramas, corteza,
cancros y pifias (estrobilos femeninos). Se hicieron cortes de £+ 1 cm y se
desinfectaron en hipoclorito de sodio al 1% por 3 min, posteriormente, se
lavaron en agua destilada estéril por 1 min (dos veces) siguiendo la
metodologia de Robles et al. (2016).

Se colocaron de 5 a 8 cortes de manera equidistante en placas conmedio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y se mantuvieron a 25 °C £ 2 °C por 120 h.
La purificacion del patégeno se realizé mediante cultivos monoconidiales en
medio de cultivo SpeziellerNahrstof-farmer (SNA) y Agar Clavel (AC) y se
mantuvieron a 25 °C = 2 °C por 120 h.
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Identificacion morfolégicay molecular del patégeno
La identificacién morfolégica se basé en caracteristicas microscépicas de 100

conidios (forma, color, largo y ancho) usando el software Dinocapture 2.0
(DinoCapture, 2020), y macroscopicas de la colonia (textura y color), utilizando
el manual de laboratorio de Fusarium de Leslie y Summerell (2006) y la clave
interactiva para Fusarium de Seifert (1996).La identificacién molecular se realizé
a partir de cepas axeénicas, se realizé en el Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, usando los cebadoresITS1 (5TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G3) e ITS4 (5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC3’), para la
extraccion de ADN se hizo mediante el método Dellaporta (Dellaportaet al.,
1983), la visualizacién del ADN obtenido se realizd por electroforesis en un gel
de agarosa al 2% (p/v), ademas, el ADN se cuantificé en un espectrofotbmetro
NanoDrop 1000 y el termocicladorVeriti para PCR de punto final. Las muestras
se secuenciaron con el método de didesoxinucledtidos marcados en el
secuenciador del Analizador Genético 3130, y la secuencia obtenida se alined y
compard con las disponibles en la base de datos del Centro Nacional de

Informacién Biotecnoldgica (NCBI).
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Inoculacion en arboles de P. greggii

La inoculacion se llevo a cabo en 15 plantulas de P.greggii de 2 afios de edad,
con una altura promedio de 86.5 cm y un didmetro de 3 cm, La suspension de
esporas 108esporas mL™ de F. verticillioides se inyecté al tallo principal de las
plantas y a dos ramas superiores laterales distales del brote mas reciente,
ademas, un control (plantulas inoculados solo con agua destilada estéril). Las
evaluaciones del porcentaje de dafo se realizaron cada 15 dias durante tres
meses Y se registro la severidad durante los 45, 60, 75 y 90 dias después de la
inoculacion (DDI).

Los datos obtenidos de la inoculacién fueron en porcentaje y se transformaron a
la raiz cuadrada del arcoseno, posteriormente, se hizo un andlisis de varianza
considerando un disefio experimental completamente al azar con arreglo
factorial 2 x 4. El factor A estuvo representado por dos niveles, plantulas
inoculadas y plantulas no inoculadas, en tanto que el factor B lo conformaron
cuatro niveles que correspondieron a las fechas de evaluacion (45, 60, 75y 90
dias). El disefio comprendio tres repeticiones con cinco plantulas por repeticion
y nivel del Factor A. El modelo estadistico empelado fue el siguiente Steel y
Torrie (1986):

Yijk=p+ai+Bj+ (ap)ij+(ay)ik+eijk
Donde:

Yijk: Es la ijk-ésima observacion en el i-ésimo nivel del factor A con el j-ésimo
nivel del factor B

"u" = Es la media general
"ai" : Es el efecto producido por el nivel i-ésimo del factor A.
"Bj" : Es el efecto producido por el nivel j-ésimo del factor B.

""aB" ij: Es el efecto de la interaccion del nivel i-ésimo del factor A con el nivel |-
ésimo del factor B.

"eijk" : Error experimental



24

Inoculacion en microplacas

Para la evaluacion in vitro se emple6 la metodologia propuesta por Wilson et al.
(1997).Se colocé material vegetal de P.greggii (aciculas, ramas y brote) por
separado en bolsas de plastico de polietileno y se mantuvieron a -20°C por 24
h. Posteriormente, se descongelaron y el liquido resultante se colocd en vasos
de precipitados de 250 mL y se prepar6 una solucién una suspension de
esporas 1x10* esporas mL™ de F. verticillioides en caldo estéril de extracto de

malta.

La inoculacién se llevo a cabo en placas de microtitulacion de 96 pocillos en las
cuales se colocaron 50 L del extracto de la planta y 50 yL de la suspension de
esporas, se emplearon tres tratamientos con 8 repeticiones y un control,
distribuidos de la siguiente manera: una columna de suspension de esporas,
una columna en blanco, 1 columna son extracto de aciculas, 1 columna con
extracto de brote y 1 columna con extracto de corteza. Las placas se
mantuvieron a 25 °C por 12 h. Se observo y cuantificd el porcentaje de esporas
germinadas en el microscopio de luz invertida y se evalué el nivel de

absorbancia en el lector de microplacas BIO-RAD modelo 550.
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Los resultados de la inoculacion de microplacas se procesaron en un analisis
completamente al azar, con comparacion de medias de Tukey (p=0.5),
utilizando el programa estadistico SAS version 9.1 (SAS, 2002) El modelo

estadistico utilizado fue el siguiente:
Yi=u+Ti+Ei

i=1,...t

t= numero de tratamientos

j=1,...n

n = numero de repeticiones por tratamiento
Donde:

Ti=es el efecto del i-ésimo tratamiento

€ij= error experimental
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del hongo

Las cepas presentaron microconidios ovoides hialinos con dimensiones de 7 a
10 x 2.5 a 3.5 ym, de largo y ancho, respectivamente, ademas, formando
cadenas, conididforos escasamente ramificados nacidos lateralmente de la hifa.
La presencia de macroconidios fusiformes, con célula basal en forma de pie, la
célula apical afilada y curva, con tres a seis septos, con medias de largo
de29.34-60.89um y ancho de 2.7 a 3.6 um. Las cepas axénicas presentaron
inicialmente crecimiento micelial algodonoso color blanco que con el paso de
los dias se tornd color rojo-violaceo, todas estas caracteristicas determinantes
para F. verticillioides(Figura 3), similares a lo reportado por Nelson et al.
(1983);Leslie y Summerell (2006), Fuentes et al. (2012) y Maciel et al. (2017).
La secuencia obtenida comparada en el BLAST dio como resultado a F.
verticillioides (Cuadro 1). La alta capacidad adaptativa de Fusarium spp.
favorece el desarrollo de infecciones en plantas cultivadas desde etapas
prematuras hasta el estado avanzado de la fenologia de la planta (Martin-Pinto
et al., 2007; Chenget al., 2019; Ezrari et al., 2020). Al hablar de coniferas como
P. pinaster, P. radiata, P. patula, P. sylvestris Pérez et al.(2006) reportan a F.
circinatum como uno de los principales agentes responsables de pérdidas
econdémicas y alto impacto ecolégico en plantaciones forestales al causar la
enfermedad de cancer resinoso, también se asocia a este patdgeno a
enfermedades de vivero como lo indican Mitchell et al.(2011) y Hernandez et
al.(2018).

Otra de las especies cosmopolita del genero Fusarium que reporta
considerables pérdidas es F. verticillioides que al producir enfermedades
vasculares en conjunto con otros patégenos desencadena la muerte en viveros,
cultivos y arboles, (Abad et al., 2012; Liewet al., 2016)
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llustracidn 2 Caracteristicas micro y macroscoépicas de F. verticillioides aislado de Pinus greggii

A) Microcondios, B) Microconidios en cadena y D) Macroconidios

Tabla 1 Identificacion molecular de F. verticillioides, aislado de Pinus greggii Engelm

. Puntaje Puntaje % de -
Patogeno  \iavimo  Total  identidad AdNesion
F. verticillioides 931 1180 100 MK790051.1
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Incidenciay severidad

En los arboles de P. greggii de la plantacion forestal en estudio la incidencia fue
del del66.66 al 100%. En genera el impacto de los sintomas de cancer resinoso
fue de 32. 27%. Durante el recorrido se encontr6 que la seccién 2 con 65
arboles presentdé la mayor severidad con 36.56% y la seccion 8 presento
25.62%. (Cuadro 2)

Tabla 2 Incidencia y severidad evaluados en las nueve secciones de P. greggii Engelm en la plantacién forestal
CAESA, Los Lirios Arteaga, Coahuila.

Seccién No. A. Incidencia DS Severidad DS
(%) (%)
1 71 81.69 15.832 31.69 15.95
2 65 93.75 13.488 36.56 13.59
3 65 90.62 12.185 31.64 12.28
4 67 93.44 9.738 34.29 6.83
5 71 87.3 9.678 36.43 9.75
6 71 76.81 18.925 26.79 19.26
7 70 84.61 17.418 31.74 17.55
8 66 66.66 19.567 25.62 20.32
9 74 88.88 17.754 35.55 18.63

No. A.= Nimero de arboles, SD = Desviacion estandar
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Prueba de patogenicidad in vivo
La aparicion de los primeros sintomas se registrdo entre 15 y 30 DDI con

aciculas cloréticas y secrecidon de resina, posteriormente pasados 45 DDI
comenzaron a tornarse rojizas. La muerte de brotes y ramas se caracterizo por
ocurrir de forma descendente, iniciando con clorosis, posteriormente coloracion
rojiza y secrecion de resina observandose marchitez al llegar a los 90 DDIAI
comienzo de la infeccién se registr6 3% de severidad, finalizando en los 90
DDlhasta con 35% de dafio de la plantula.

Durante el periodo de evaluacion el follaje del testigo presenté Unicamente
clorosis y escasa secrecion de resina.

El andlisis estadistico encontré6 diferencias altamente significativas en el
desarrollo del patdgeno entre los ejemplares inoculados y su testigo, por su
parte tanto el desarrollo de la enfermedad y la interaccion entre las fechas de

evaluacion presentaron diferencias significativas.

35 ~

M Inoculado

Severidad

W Testigo

25-Sept 12-Oct - 27-Oct 9-Nov

llustracién 3 Desarrollo de la Severidad de F. verticillioides durante las cuatro fechas de evaluacion después de la
inoculacion
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Prueba de patogenicidad in vitro
El andlisis estadistico de la evaluacion de germinacion conidios encontr6

diferencias significativas entre los cuatro tratamientos evaluados tanto en la
germinacion de conidios y en los niveles de absorbancia, habiendo una media
de 41.250 en el extracto de aciculas, mientras que la media del extracto de
corteza fue de 26.434, los niveles de absorbancia tuvieron un comportamiento
similar a la germinacion de conidios, con una media de 0.2236 en extracto de

aciculas y 0.1263 en corteza.

Tabla 3 Germinacion de conidios de F. verticillioides y Nivel de absorbancia en tres extractos de Pinus greggii
Engelm

Tratamiento Germinacion Desviacién Nivel de Desviacion

de esporas estandar absorbancia estandar
(Medias) (Medias)
Testigo 23.684 3.66 0.00 0.00
Aciculas 41.250 3.06 0.22 0.02
Brote 28.723 2.42 0.16 0.01
Corteza 26.434 4.40 0.13 0.01

El éxito de las plantaciones forestales depende de la supervivencia y calidad de
las plantulas utilizadas, la presencia de Fusarium spp. Link, limita su
establecimiento al haber diversas especies asociadas a la pudricion de semillas
e infecciones latentes en coniferas (Maciel et al., 2017), entre ellas se ha
reportado a F. sambucinum, F. circinatum, F. oxysporum y F. verticillioides, F.
solani y F. subglutinans sobre P. elliottii, P. radiata, P. pinaster, P. patula, P.
taeda, P. elliotti y P. greggii respectivamente. F. verticillioides ha sido
reconocido como patégeno de viveros (Ocamb et al., 2002; Gonzélez et al.,
2008; Abadd, 2012), ademas se asocia con la rizosfera del suelo (Ocamb y
Juzwik, 1995), al ser ampliamente adaptable a diferentes condiciones
ambientales Fusarium spp, se encuentra mundialmente distribuido sin limitarse
Unicamente a viveros (Maciel et al., 2013). Por lo que es de vital importancia
realizar investigaciones profundas en el comportamiento del patdgeno en

plantaciones forestales.
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CONCLUSION

Los sintomas reproducidos después de la inoculacion; coloracion rojiza de las
aciculas y secrecion de resina en los arboles de Pinus greggii permiten asociar
a Fusarium verticillioides a la enfermedad de cancro resinoso de pino en la

plantacion forestal en el CAESA, Arteaga, Coah.
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