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La SEMARNAT (2005) reporta que en Coahuila existen 200 hectareas afectadas
por diferentes especies de muérdago, cantidad que para el siguiente afio se
multiplico por 10 y un poco mas subiendo a 2059 has; de estas existencias, del
40 al 100% pertenece al género Phoradendron sp. (Zavaleta, 2008) que se
encuentra en la zona del Cafdn de los Lirios de la Sierra de Arteaga. Ademas en
Saltillo ya esta atacando a los nogales, por lo que se realizé el siguiente estudio
para investigar qué hongos pueden atacar al muérdago y se propuso el objetivo de

encontrar un hongo que fungiera como control bioldégico para estas plantas

\Y



parasitas. Se llevaron a cabo recolectas de muérdagos con hongos en la Sierra
de Arteaga, y Saltillo, las cuales se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la UAAAN, donde se sembraron en
medios de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), para su aislamiento e identificacion;
Posteriormente, por medio de la técnica de la hoja desprendida de Bafiuelos
(2008) se inocularon los hongos al muérdago; en un primer bioensayo se puso
una caja petri con papel filtro himedo y una hoja de muérdago, a la cual se le
afiadié un explante de 0.5 cm de PDA con hongo y en un segundo bioensayo, se
hizo lo mismo pero ahora se inocularon las hojas con una suspension de esporas,
estas cajas se sellaron y se dejaron a 25T para qu e creciera el hongo, se midio la
necrosis en cm con un vernier hasta que cubrid a la hoja por completo. La
evaluacion se hizo con un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 4 X
17 con 7 repeticiones por cada tratamiento, el nidmero de tratamientos fue de
acuerdo al ndmero de hongos, para el primer bioensayo; para el segundo
bioensayo fue con un arreglo factorial 7 X 8 con 7 repeticiones. Los analisis
estadisticos se hicieron con el programa estadistico SAS, 2004, obteniéndose la
prueba Tukey y la DMS (diferencia minima Significativa). Los resultados fueron: 3
hongos encontrados: Fusarium oxysporum, Alternaria alternata y Alternaria
infectoria; en el primer bioensayo, en los cuatro tratamientos no hubo significancia
en la interaccion muérdago X dias, pero si superd Fusarium oxysporum en
necrosis al resto con un 99.9% de confianza. El nivel de significancia utilizado en
la prueba de comparacion multiple entre medias fue 0.001. Para el segundo
bioensayo, en el analisis de varianza se encontro diferencia altamente significativa
en la interaccion de los 7 tratamientos de hongos y los 8 dias al 99.9% de
confianza. Por lo que se concluye que Fusarium oxyosporum fue superior que los

demas para un futuro control del muérdago Phoradendron bolleanum.
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ABSTRACT

Identification and Pathogenicity of fungi in mistletoe (Phoradendron bolleanum) in
Arteaga and Saltillo, Coahuila.

BY

MARIA PAZ PONCE

MASTER
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, JUNE 2013

M. C. Abiel Sanchez Arizpe - Advisor

Keywords: Phoradendron, Fungi, Biological Control.

The SEMARNAT (2005) reports for Coahuila 200 hectares affected by different
species of mistletoe, an amount that for the following year was multiplied by 10 and
a little more up to 2059 hectares. Of these stocks belong a 40 to 100% to the
genus Phoradendron (Zavaleta, 2008), that is in the area of Cafidn de los Lirios of
the Sierra de Arteaga. In Saltillo actually is attacking the walnuts, so the following
study was conducted to find out which fungi can attack the mistletoe and set the

objective of finding a fungus who could act as a biological control for these
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parasitic plants. It were performed collects of mistletoes with fungus in the Sierra
de Arteaga, and Saltillo, which were transferred to the laboratory of Plant
Pathology, Department of Agricultural Parasitology UAAAN, where they were
planted in culture media Potato dextrose agar (PDA) to subsequent isolation and
identification. Subsequently, through the technique of detached leaf Bafiuelos
(2008) were inoculated fungi to mistletoe; in first bioassay it was placed a petri dish
with wet filter paper and a leaf of mistletoe, to which was added a 0.5 cm explant
fungus PDA and in a second bioassay was the same but now the leaves were
inoculated with a spore suspension, these boxes were sealed and left at 25 °C to
grow the fungus; necrosis was measured with vernier cm until the leaf was
completely filled. The evaluation was done with a completely randomized design
with factorial arrangement 4 X 17 with 7 replications per treatment, the number of
treatments was based on the number of fungi, for the first bioassay; for the second
bioassay was with a factorial arrangement 7 X 8 with 7 reps. Statistical analysis
were done with the program SAS, 2004 and means were compared using the
Tukey test and LSD test (least significant difference). The results were: 3 fungi
found: Fusarium oxysporum, Alternaria alternata and Alternaria infectoria, in the
first bioassay, in the four treatments were not significant in the interaction mistletoe
X days, but Fusarium oxysporum necrosis exceeded the rest with 99.9%
confidence. The significance level used in multiple comparison test between
means was 0.001. For the second bioassay, analysis of variance was found highly
significant difference in the interaction of the 7 treatments fungi and 8 days at
99.9% confidence level. So it is concluded that Fusarium oxyosporum was higher

than the others for future control of mistletoe Phoradendron bolleanum.
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l. INTRODUCCION

1.1 Importancia del estudio

Se define como planta parasita a una angiosperma (planta con flor) que ataca
directamente a otra planta a través de un haustorio. Un haustorio es una raiz
modificada que forma una cadena morfolégica y fisiologica entre el parasito y su
huésped. La mayor parte de las plantas son autétrofas y producen su propio
carbono por medio de la fotosintesis, sin embargo algunas plantas no poseen

clorofila y son parasiticas. (Kuijt 1969).

Este parasito arbustivo aéreo produce flores vistosas o cripticas; las semillas
son dispersadas por aves o por los mismos frutos, los cuales son explosivos.
Los muérdagos son parasitos obligados que dependen de su huésped para
obtener agua, nutrientes y la mayoria de sus carbohidratos. Los efectos que
causa en su hospedero son: deformacion del tallo infectado, pérdida de
crecimiento, aumento en la susceptibilidad para otras enfermedades, insectos y
reduce la longevidad. La presencia del muérdago y la mortalidad causada por
éstos tienen efectos ecoldgicos y econdmicos significantes en bosques y areas
de recreacion severamente infestados. Los muérdagos son un grupo diverso
dentro del orden Santalales, de plantas parasitas arbustivas, usualmente
aéreas, con frutos que poseen una capa de viscina. Estos, estdn ampliamente
distribuidos geograficamente y como grupo tienen amplio rango de hospederos
en coniferas y otras plantas lefiosas. Muchos muérdagos estan especialmente

adaptados para la polinizacion y dispersion por aves. (Vazquez y Geils, 2002).

Las familias de muérdagos son Loranthaceae y Viscaceae. Las lorantaceas y
viscaceas han sido consideradas subfamilias dentro de Loranthaceae, pero

1



ahora son reconocidas como familias distintas aunque relacionadas. Estas
tienen varias diferencias anatdmicas, embrioldgicas, y cromosomales entre
ellas, y una de esas diferencias es que las flores en Viscaceae son pequefas e
inconspicuas, mientras que en Loranthaceae son largas, coloreadas y poseen
un caliculo. Las plantas de la familia Viscaceae ocurren en zonas tropicales y
templadas del hemisferio norte, en cambio las Loranthaceae estan
generalmente en zonas tropicales. Ambas familias se encuentran en territorio

mexicano (Vazquez y Geils, 2002).

Los muérdagos enanos (Arceuthobium spp.) causan enfermedades graves y
econdmicamente importantes de coniferas en muchos bosque del Oeste de
América del Norte, en Europa, Asia y Norte de Africa. Se relacionan con las
mas conocidas pero menos perjudiciales de hoja verde o muérdagos
verdaderos: géneros Phoradendron y Viscum, que parasitan coniferas, frutales

y nogales (Worrall y Geils, 2006).

Los géneros Psittacanthus, Phoradendron y Arceuthobium causan los mas
grandes impactos ecolégicos y econdémicos, los cuales dependen del arbol
huésped para obtener agua y nutrientes, ademas de carbohidratos. La patologia
gue causan en su hospedero incluye deformacién de los tallos infectados,
crecimiento disminuido, aumentando ademas la susceptibilidad a otros agentes
infecciosos e insectos y la reduccion de su longevidad (Geilset al., 2002)
Muchos muérdagos estan muy bien adaptados y la polinizacion y dispersiéon de
semillas es por medio de aves y varias especies de ellas hacen un amplio uso
de estos recursos (Kuijt 1969, Watson 2001).

Actualmente en México, segun la CONAFOR (2012), los muérdagos se
encuentran distribuidos en los Estados de Aguascalientes, Baja California
Norte, Baja California Sur, Colima, Distrito federal, Durango, Guanajuato,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Quintana

Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y



Zacatecas. En Coahuila los recursos forestales maderables son escasos, no
sujetos a aprovechamientos forestales. Su importancia se valora desde el
punto de vista ecoldgico, cientifico y recreativo. Por tal razén estamos mas
obligados a protegerlos y conservarlos. Debido a la sequia, heladas e incendios
forestales los arboles han quedado extremadamente debilitados, susceptibles al

ataque de plagas, enfermedades y plantas parasitas.

Los muérdagos Phoradendron sp. estan atacando fuertemente a los arboles
forestales de la Sierra de Arteaga, tanto a los Juniperus angosturana como a los
Quercus striatula y Cupressus arizonica, y como extraen de ellos principalmente
agua y nutrientes, los estan debilitando a tal grado que ya existe una
incidencia de 40% al 100%, y en Saltillo tenemos al Phoradendron
macrophyllum que esta infestando a los nogales, por lo que cobran una gran
importancia estas plantas parésitas no solo ecoldgica sino también social y

econdmica (Cibrian et al., 2007).

Género Phoradendron
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Santalales
Familia: Santalaceae
Geénero: Phoradendron Nuttall.

Especie: bolleanum Seem

Phoradendron es un género de muérdago nativo de regiones templadas y
tropicales del continente americano. Son lefiosas hemi-paréasitas arbustos con
ramas de 10-80 cm de largo, que crecen sobre otros arboles. El follaje es de
ramificaciéon dicotomica, con pares opuestos de las hojas, que son bastante
grandes, de 2-5 cm de largo, verdes y fotosintesis en algunas especies (por

ejemplo, P. leucarpum), pero reducidas en algunos otros (por ejemplo, P.



californicum). A pesar de que son capaces de realizar la fotosintesis, la planta
depende de su huésped para algunos nutrientes. La planta extrae su agua
mineral utilizando un haustorio que crece en los tallos del huésped. Las
diferentes especies de Phoradendron tienden a utilizar varios hospederos
diferentes. Las flores son poco visibles, de color amarillo verdoso, de 1-3 mm
de diametro (Fig. 1) El fruto es una baya que cuando madura es de color:
blanca, amarilla, naranja o roja, y contiene varias semillas embebidas en un
jugo muy pegajoso; las semillas se dispersan por medio de aves, las cuales
comen la fruta, y las depositan en otras ramas de otros arboles donde pueden
germinar. El follaje y frutos de algunas especies de Phoradendron son toxicos.
Ciclo biologico. La infeccion se lleva a cabo cuando se adhieren las semillas a
la corteza o a una rama joven susceptible como huésped. Durante la
germinacion el muérdago forma un hipocotilo que se elonga hasta que es
detenido por un abultamiento o por la base de una hoja, en ese momento, la
radicula produce un apresorio que hace presion directamente sobre las ramas
del hospedero y da lugar a la clavija y la raiz principal como haustorio (Scharpf
y Hawkworth, 1974).

Una vez que el muérdago penetr6 al tejido del hospedero, éste desarrolla el
sistema endofitico que consiste en hebras que corren en forma paralela al
Cortex y haustorios, para después producir los brotes aéreos, Fig 2 (Mathiasen,
et al., 2008).



Figura 1.- Phoradendron bolleanum, Seen (Departamento de Parasitologia,
UAAAN, 2013.

Haustorios

Figura 2.- Haustorio y su corte transversal en Phoradendron sp.



1.2. Planteamiento del problema

El llevar a cabo esta investigacion es por la necesidad de estudio de las plantas
parasitas en la zona de los Lirios, que forma parte de la Sierra de Arteaga, la
cual presenta bosques con una asociacion principal de pino-encino, siendo
éste Ultimo al que mas estan atacando los muérdagos, y si el encino se
acabara, entonces se terminarian también los bosques, pues los encinos son la
mayoria de la vegetacion. Ademas, el control quimico de los muérdagos esta
sumamente limitado por la normatividad de la legislacion forestal en materia de
sanidad forestal, lo que quiere decir que no se permite el uso de cualquier
producto quimico que controle las poblaciones de estas plantas parasitas, por lo
gue el uso de productos de origen biolégico o de organismos biorreguladores
cobra gran importancia en esta area. Es importante sefialar que en Saltillo lo
mas apremiante son los muérdagos que atacan a los Nogales, ya que éstos son
el sustento de muchas familias. En consecuencia urge encontrar un control
biolégico efectivo para los muérdagos por lo que en el presente trabajo se

pretende descubrir un hongo que realmente pueda controlar a los muérdagos.

Por lo tanto se plantearon los siguientes

OBJETIVOS
Objetivo General

Identificacion y Patogenicidad de hongos que atacan al muérdago.

Objetivos especificos:
1.- Identificar los hongos asociados al muérdago Phoradendron sp.
2.- Determinar la patogenicidad de los hongos sobre el muérdago

Phoradendron sp.



HIPOTESIS

Ho 1: No existen hongos fitopatégenos asociados al muérdago Phoradendron.

Ha: Si existen hongos fitopatdgenos asociados a dicho muérdago.

Ho 2: Ninguno de los hongos detectados le causa dafios de importancia
significativa al muérdago Phoradendron.
Ha: Al menos un hongo de los encontrados tendra un control satisfactorio sobre

el muérdago Phoradendron.



Il REVISION DE LITERATURA

Forest Renewal, British Columbia (FRBC) Canada (1992), publicaron que el
muérdago Arceuthobium tsugense ataca especificamente a Abies abietinum,
ocurriendo esto exclusivamente en British Columbia y encontraron que el arbol
tiene otros hiperparasitos mas comunmente encontrados como Walirothiella
arceuthobli que ataca semillas de plantas femeninas y Colletotrichum
gloeosporioides y Cylindrocarpon sp que predominantemente atacan las raices

del muérdago.

Funk, et al., (1973), encontraron que Nectria fuckeliana Stand var. Macrospora
(Wr.) Booth estaba asociado comunmente con llagas abiertas, resinosas de
hinchazones de muérdago enano de la cicuta occidental (Tsuga heterophylla
(Raf.) Sarg.) en British Columbia, Canada. La patogenicidad de los hongos fue
demostrada por inoculacion artificial y reaislamiento de los tejidos enmohecidos.

Los chancros redujeron sustancialmente la reproduccion del muérdago enano.

Cepeda (2010), reporta para el Cafdn de los Lirios de la Sierra de Arteaga,
Coahuila Juniperus, Quercus y Cupressus con un 71% de incidencia de

Phoradendron densum = P. bolleanum.

Garcia (2010), para la misma Sierra, especificamente para Jamé dice que
Phoradendron tomentosum presenta una incidencia de 49.52% en Quercus y

Juniperus.



Deek et al., (2002) evaluaron la patogenicidad de dos hongos que parasitan al
muérdago enano (Arceuthobium tsugense) y encontraron que Cylindrocarpon

cylindroides fue mas virulento que Colletotrichum gloeosporioides.

Vazquez, et al., (2006), mencionan para el Control biolégico del muérdago, al
hongo Colletotrichum gloeosporioides que causa marchitez en tallos. Ademas
mencionan que Baranyay y Khutson, 1978, reportaron a Cylindrocarpon gillii
gue les produce antracnosis y Mark et al.,, 1976 mencionan a Aureobasidium
pullulans y Alternaria alternata como agentes de marchitez y muerte de los
tallos de muérdago.

Zavaleta (2008), en su tesis encontré 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.

2.1. Taxonomia de las plantas parasitas

A continuacién se presenta informacion de 5 géneros de muérdagos:
Arceuthobium, Phoradendron, Psittacanthus, Cladocolea y Struthanthus; para
separarlos a nivel de género se da una clave que permite su rapida
identificacion.

Clave para los géneros de muérdagos en México
Flores con caliz, con pétalos, por lo general grandes y coloridos
................................................................................... Loranthaceae

Flores de menos de 1 cm de longitud, verde brillante o amarillento; hojas de
menos de 5 cm de longitud y 2 cm de ancho......................... Cladocolea

Flores de 3-5 cm de longitud, pétalos amarillos o rojizos; hojas de 5-8 cm de
longitud mdsde2cmde ancho............ccooviiiii i, Psittacanthus

Flores sin céliz ni pétalos, con tépalos, de menos de 3 mm de longitud, del
mismo color que la parte aérea, plantas sin hojas o con hojas de menos de 5
cm de longitud o 2 cm de ancho



..................................................................................... Viscaceae

Plantas rojizas, amarillentas o negruzcas, carentes de clorofila; hojas reducidas
o bracteas, frutos elongados y bicoloreados, semillas dispersadas de manera
explosiva (una excepcion); parasitos de coniferas

................................................................................. Arceuthobium

Plantas verdes o verde amarillento, con clorofila; hojas bien desarrolladas, o
algunas veces ausentes; frutos redondeados, rosas, rojo pélido o blancos;
semillas dispersadas por aves; parasitos en juniperos, cipreses y plantas de
110 P Phoradendron

Cibrian, (2007).

2.2. Ciclo de Vida de Phoradendron

Phoradendron tiene un ciclo de vida tipico de los demas muérdagos
pertenecientes a este género, caracterizado por la diseminacion de aves, un
parasitismo interno en su hospedante lefioso y un crecimiento aéreo para la
produccion de flores y frutos (Geils et al., 2002).

Para iniciar la germinacion el muérdago debe tener una planta hospedera viva
en el cual se desarrollara. La infeccidén reduce el vigor del hospedero porque los
muérdagos compiten con sus hospederos por los nutrientes y el agua (Olsen,
2003).

Las semillas del muérdago son diseminadas por aves, durante la germinacion,
la semilla produce una radicula y un apresorio que penetra la rama del
hospedero, desarrollando un sistema endofitico interno. Una vez que los brotes
aéreos son producidos, inicia la realizacion de fotosintesis del muérdago, son
plantas dioicas es decir hembra y macho, la produccion de flores es tipica y su
reproduccion es sexual. Los frutos son producidos después de uno 0 mas afos
de la infeccion, Fig. 3 (Geils et al., 2002).
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Fig. 3.- Ciclo bioldgico del género Phoradendron spp (Geils y Vazquez, 2002).

2.3. Distribucion de P. bolleanum en Norte América

Olsen (2003), dio los reportes de P. bolleanum en México y E.U.A.

México.- En la Sierra de San Pedro Matrtir, en Baja California, Trelease (1916)
informa de P. bolleanum en el estado de Sonora y el Herbario de Patologia
Forestal de la ciudad de Fort Collins, Colorado, E.U.A. Cuenta en su coleccion

especimenes colectados en Coahuila y Nuevo Leon.

E.U.A.- Hawksworth y Scharpf (1980), mencionaron la presencia de P.
bolleanum en Oregdn, California, Arizona, Nuevo México y Texas (Figura 4). En

un rango de elevacion es de 200 a 2,300 msnm.
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Distribucion
de P. densum

Figura 4. Distribucion de P. densum, sindbnimo de P. bolleanum= P.
saltillensis en Norte América, (Hawksworth y Scharpf 1980).

2.4. Hospederos de muérdagos del género  Phoradendron

Género Juniperus

El género Juniperus forma parte de los nueve géneros de las coniferas
mexicanas. Juega un papel importante desde el punto de vista econdémico,
social y ecoldgico, se utiliza para la industria cosmética, farmacéutica,
mueblera y artesanal; también se usa en el medio rural para postes o lefia,;
ademas, conservacion de nichos ecolégicos y alimentacion de la fauna
silvestre. El género Juniperus presenta caracteristicas distintivas que lo
separan del resto de las coniferas mexicanas y presenta un gran numero de
especies, variedades y formas, las que se presentan a continuacion, basado en

el trabajo de Maximino Martinez, realizado en 1963, el cual se considera
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vigente, ya que no se han encontrado trabajos adicionales para el género
(Adams, 2004).

Descripcion general.

Los Juniperus son arboles o arbustos siempre verdes, con hojas opuestas o
alternas, aciculares en las plantas jovenes y escamiformes en las adultas (en
Europa y los Estados Unidos hay algunas especies con hojas aciculares en
ambos casos. Las especies mexicanas, son dioicas, es decir, las flores
masculinas se producen en una planta y las femeninas en otra. Las masculinas
estan en pequefios amentos ovales, de unos 5 mm, formados por escamas que
abrigan cada una cuatro saquitos de polen. Las flores femeninas constan de 3 a
8 escamas carnosas dispuestas en roseta, que protegen a cada uno de los
ovulos; estas escamas, después de la fecundacion, se ensanchan y unen dos
formando un falso ovario que, al madurar, constituye un fruto indehiscente, mas
0 menos globoso, llamado galbula, semejante en unos casos a una drupa y en

otros a una baya. Madura a los dos afios (Adams, 2004).

Juniperus angosturana(Adams, 1994)
Clasificacion:
Reino Plantae
Divisiéon Pinophyta
Clase Coniferopsida
Orden Coniferales
Familia Cupressaceae
Género Juniperus angosturana

Nombre comun y notas taxonOmicas. SinGnimo de Juniperus monosperma,

vargracilis Martinez 1946 (Farjon, 2005).
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Descripcion.- Pequefio arbol de hoja perenne, arbol o arbusto dioico, 3-8 (-10)
m de altura y hasta 50 cm de ancho de tronco, y a menudo se bifurcan. Corteza
lisa en las ramas, poco exfoliante en pequefias escamas, marrén claro o gris.
Ramas gruesas, crecimiento tortuoso, con caida de follaje formando una corona
irregular con cupula, conos con semillas numerosas, terminales en las ramas
laterales, semillas de 1-2 ovaladas o subglobosas, apice agudo con un hilo
basal. (Farjon, 2005).

Encinos ( Quercus sp.)

Género de la familia Fagaceae, el cual presenta una distribucién en todo el
mundo. Se encuentra en casi todos los bosques templados del Hemisferio
Norte, asi como en algunas regiones tropicales y subtropicales del mismo. En
México alcanza su mayor representatividad con alrededor de 160 especies
(Valencia, 2004) de las 500 que Manos et al., (1999) han estimado que existen

a nivel mundial.

Quercus striatula Trel.

Arbustos rizomatosos de hoja perenne, muy ramificados, de 0.3-1 m de alto.
Corteza oscura a negruzca, fisurada, ramillas delgadas y densas, glabras al
segundo afo. Hojas firmes, elipticas, de 1-6 cm de largo x 0.5-2.5 cm de ancho,
base redondeada a cordiforme, 4pice agudo y cortamente mucronado (que
termina en una punta rigida, corta y aguda). 6 a 8 pares de nervios
secundarios. Peciolo blanquecino, ensanchado en la base, de hasta 0.2 cm de
largo. Bellotas de cupula hemisférica, de alrededor de 1 cm de alto por 1.5 cm
de ancho. Especie nativa de Chihuahua, Durango y Zacatecas. (Huang Chen &
Chiu et al., 1998).
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Carya lllinoinensis (Wangenh) K. Koch

Sinénimos: Carya oliviformes (Michx. F.) Nutt; Carya pecan (Marshall) Engl.
&Graebn; Hicoria pecan (Marshall) Britton.

El arbol de la nuez pecan o nuez pacana, es nativo del noreste de México
(Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas y Nuevo Ledn) y sureste de Estados Unidos
(Indiana, lowa, Mississippi y Texas). Los principales productores son Los
Estados Unidos (72%) con los siguientes estados: Georgia, Texas y Nuevo
México. La republica Mexicana con un 25% en Chihuahua, Nuevo Leon y
Coahuila.

Es un arbol que puede alcanzar 60 metros de altura, con la corteza marron,
irregularmente agrietada, desprendiéndose en escamas. Hojas de hasta 50 cm
de longitud, con 11-17 foliolos lanceolados u oblongos. Base redondeada.
Limbo de color verde amarillento en el haz y en el envés mas pélido. Flores
masculinas en amentos del mismo color del limbo. Flores femeninas en espigas
con pubescencia amarilla. Frutos en racimos, oblongos, puntiagudos, con 4
costillas. Nuez ovoide o elipsoidal, de agradable sabor y alto valor alimenticio.
Su madera es pesada y dura, utilizada como combustible y para la fabricacion
de muebles. (Manning, 1949)

2.5. Hongos en muérdago Phoradendron
Fusarium oxysporum

Es un hongo cosmopolita que existe en muchas formas patogénicas,
parasitando mas de 100 especies de plantas Gimnospermas y Angiospermas,
gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas
de muchas plantas (Bosland, 1988).
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Se caracteriza por producir colonias de rapido crecimiento, con una tasa diaria
cercana a un centimetro en medio papa- dextrosa agar (PDA) a 25<T. La
morfologia de las colonias es muy variable y puede presentar dos tipos: una de
tipo micelial caracterizada por la produccion de abundante micelio aéreo,
algodonoso, con una coloracion variable, de blanco a rosado durazno, pero
usualmente con un tinte purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar
y pocas microconidias, y una con la formacion de poco o ningun micelio aéreo y

abundantes microconidias (Booth, 1970).

Este hongo produce tres clases de esporas:

Microconidias.- esporas unicelulares, sin septos, hialinas, elipsoidales a
cilindricas, rectas o curvadas; se forman sobre fialides laterales, cortas, simples
o sobre conidi6foros poco ramificados. Las microconidias tienen de 5-12um de

largo por 2.5-3.5um de ancho (Nelson, 1981).

Macroconidias.- Esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas,
moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5 septos
transversales, con la célula basal elongada y la célula apical atenuada; las
macroconidias tienen un tamafio de 27 a 46 um de largo por 3.0 a 4.5um de
ancho (Nelson, 1981).

Clamidosporas.- Esporas formadas a partir de la condensacion del contenido
de las hifas y de las conidias, de paredes gruesas. Se forman simples o en
pares, terminales o intercalares: poseen un tamafio de 5-10um de didmetro
(Nelson, 1981). Gracias a ellas el hongo sobrevive en condiciones ambientales
desfavorables y en el suelo como saproéfito de vida libre en ausencia de plantas
hospedantes (Garret, 1977).

El estudio taxondmico de Fusarium oxysporum se basa en la morfologia, en el

desarrollo de las estructuras reproductivas y en la manera como se forman
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(Kistler, 1997). Hacia el afio 1935 Hollenweber y Reinking ubican en la seccién
(grupo) Elegans, aquellas especies caracterizadas por presentar diferencias
morfolégicas pequefias sujetas principalmente a influencia ambiental:
posteriormente unen la seccién Elegans en una especie Unica: Fusarium
oxysporum, reconociendo, sin embargo, la existencia de variantes dentro de la
especie, particularmente con respecto a la especializacion de la planta

hospedante.

El taxon forma especial (f. sp.) corresponde a cepas cuyas caracteristicas
morfolégicas y de cultivo son indistinguibles, pero muestran diferentes
propiedades fisiolégicas en su habilidad para parasitar un hospedante
especifico (Booth 1975) Este taxdn se ha empleado para categorizar
aislamientos que causan enfermedades en una especie, género o familia, en
particular (Bosland y Williams, 1987; Bosland, 1988); por lo cual, aislamientos
con el mismo rango de hospedante se asignan a una forma especial. Se han

reportado mas de 70 formas especiales del patdogeno (Kistler, 1997).

Las formas especiales de Fusarium oxysporum se subdividen en razas
fisiologicas, con base a su especificidad patogénica sobre determinadas
variables de una misma especie de planta, razon por la cual las pruebas de
patogenicidad y las caracteristicas de virulencia de los aislamientos del hongo
son el principal criterio para diferenciar las formas especiales de Fusarium

oxysporum y sus razas fisioldgicas (Bosland, 1988).

Alternaria

El género Alternaria tiene especies cosmopolitas que se encuentran en un
amplio rango de productos y materiales. Como saprobias deterioran alimentos y
forrajes, produciendo compuestos biologicamente activos como micotoxinas.
Como patogenas reducen el rendimiento de las cosechas o afectan a los

vegetales almacenados. Es necesaria una identificacion precisa de las especies
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porque cada nombre tiene un conjunto de caracteristicas (preferencias para el
crecimiento, patogenicidad, produccidon de metabolitos secundarios) que

permiten predecir el comportamiento del hongo (Andersen et al., 2001).

Medios de cultivo

Las caracteristicas del crecimiento del hongo constituyen uno de los criterios
para la clasificacion. En Czapek Levadura A. alternata y A. infectoria producen
colonias de tamafio similar (56 - 63 mm de diametro en 1 semana a 27<C),
chatas y ligeramente algodonosas. El micelio aéreo es gris verdoso con reverso
negro parduzco. Muchas cepas de A. infectoria forman pocos conidios, tienen
un micelio algodonoso y al revés, la colonia es obscura en el centro y rodeada

de un anillo anaranjado palido (Andrews, 1992).

En Malta-Glucosa A. alternata forma colonias algodonosas, elevadas, con
micelio gris verdoso y esporas negro parduzco. A. infectoria tiene colonias
pardas aceituna a negro parduzco, chatas y algodonosas, a veces con
fasciculos y esporulacion moderada mostrando el micelio gris y con frecuencia
un pigmento soluble verde amarillento. Otras especies casi no presentan

esporulacion sobre este medio (Andrews, 1992).

En Czapek-Glicerol A. alternata y A. infectoria producen colonias
indistinguibles, de color pardo grisaceo a pardo oliva, 7 - 12 mm de diametro en
1 semana a 27, con micelio poco denso. En Malta-D icloran, las colonias
tienen un diametro de 40 - 45 mm en iguales condiciones. Tiene un color
negro verdoso en anillos concéntricos, la colonia aterciopelada tiene largas
cadenas no ramificadas de conidios lisos. A. infectoria tiene colonias
fasciculadas, de color gris verdoso, con cadenas siempre ramificadas de
conidios rugosos y con frecuencia forman estructuras teleomorficas inmaduras
(Andrews 1992).
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Pero el medio de cultivo mas conveniente para separar las especies de
Alternaria en grupos con caracteristicas macro y micromorfologicas similares
es Papa-Zanahoria, si la incubacién se hace a 25°C con luz fluorescente
durante 8 hrs seguida de 16 hrs en la obscuridad (Andersen et al., 2001).

Identificacion

Los conidios de Alternaria tienen septos transversales y longitudinales y se les
conoce como dictiosporas, ademas son pardos y picudos. Nacen por la
brotacion apical de una célula conidibgena o de la espora anterior, dando lugar
en este Ultimo caso a una cadena que suele ramificarse si una espora produce
mas de un brote. La especie A. infectoria tiene un estado perfecto que
pertenece al género Pleospora. Este forma pseudotecios sobre el tallo de
cereales o hierbas con ascas bitunicadas cilindricas en los I6culos del estroma,
dentro de las cuales hay 8 ascosporas provistas de septos transversales y
longitudinales (Webster, 1986).

A las cepas se las solia dividir en tres secciones segun formaran o no cadenas
de dictiosporas, y si tales cadenas eran cortas o largas (Chou & Wu, 2002)
pero luego se tomo en cuenta el aspecto de los conidiéforos y se las reunié en
otras tres secciones que abarcan seis grupos de especies en base a la
morfologia sobre Papa-Zanahoria, a 25°C con alternancia dia-noche (Andersen
et al., 2001).Una seccibn comprende especies fitopatdgenas que forman
conidios solitarios con grandes picos, rara vez en cadenas de 2 o 3 conidios,
como por ejemplo A. dauci que se transmite a través de las semillas de

zanahoria (Konstantinova et al., 2002).

Otra seccion reune a las especies que producen conidios en cadenas no
ramificadas, por ejemplo A. gaisen con esporas ovoides gruesas en cadenas
relativamente cortas (Andersen et al., 2001). El grupo A. tenuissima tiene

cadenas rectas relativamente largas de esporas nacidas sobre cortos
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conidiéforos primarios, pero ocasionalmente hay una ramificacion corta sobre
un conidioforo secundario nacido en la base de la cadena desde una célula
intercalar del conidio. En cultivo las cadenas tienen una posicién erguida,
vertical (Roberts et al., 2000).

La tercera seccion comprende a los grupos de especies cuyas cadenas estan
ramificadas de manera diversa y abarca especies toxigénicas y otras que no lo
son. El grupo A. alternata produce cadenas de 10 o mas conidios muy
ramificadas a partir de conidiéforos cortos. La ramificacion de los conidios surge
de conidi6foros secundarios desde células conidiales basales o apicales, en

relacién 1, dando un aspecto abierto (Andersen et al., 2001).

El grupo A. infectoria, se caracteriza por los largos conidiéforos secundarios
apicales, con varios l6culos conididgenos, lo que resulta en una ramificacion
abierta. Los conidiéforos primarios son cortos y se producen en manojos dando
al cultivo un aspecto granular. La forma de los conidios, el color y la superficie
de la colonia varia dentro de este grupo de especies. Las colonias tienen un
aspecto granular (Roberts et al., 2000).
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion
Esta investigacion se llevé a cabo en Saltillo y la Sierra de Arteaga, donde se
recolectaron las muestras y en el Departamento de Parasitologia de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, donde se procesaron.

3.2. Clima

Climas Templados y Semifrios de las Sierras del Sureste.

En las partes altas de las sierras que se extienden al sur y sureste de la
entidad, por encima de los 2,000 6 2,200 m de altitud, reinan climas templados
y semifrios subhimedos, como en las sierras de El Fraile, Playa Madero, San
Antonio, y en las que las rodean las poblaciones de Huachichil, San Miguel y
Escobedo, entre otras. Se trata de las Unicas areas coahuilenses no afectadas
por climas secos. Presentan vegetacion de bosques y chaparrales en las
sierras; pastizales y algunos matorrales en bajadas y llanuras altas. El clima
gue mas se extiende es el templado subhimedo con lluvias escasas todo el afio
y precipitacion total anual entre 450 a un poco mas de 500 mm. Los porcentajes
de lluvia invernal son relativamente altos, sin embargo la precipitacion alcanza
sus niveles maximos en el verano. La temperatura media anual es, en estas
areas, de 13C. Las medias mensuales mas elevadas, que se aprecian en
mayo Y junio, rebasan apenas los 16<C; y las mas bajas —en enero— son del

orden de los 9C. En los limites con Nuevo Ledn, en la sierra de San Antonio,
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existen areas con clima templado subhiumedo con lluvias de verano, de mas de

600 mm de precipitacion total anual, y temperatura media anual de 14<C.

3.3. Geologia

A la zona de estudio se le denomina provincia o subprovincia de la Gran Sierra
Plegada, a continuacion sus caracteristicas geologicas.

La subprovincia de la Gran sierra plegada se inicia inmediatamente al este de
Saltillo, Coahuila, y tuerce al sur en las proximidades de Monterrey, Nuevo
Ledn. La morfologia que domina en esta zona es de estratos plegados de
calizas, con prominentes ejes estructurales. La region flexionada al este de
Saltillo y sur de Monterrey se conoce como anticlinorio de Arteaga, un
anticlinorio es la sucesion estructural de pliegues, que |untos integran un
anticlinal general.

La parte oeste del anticlinorio de Arteaga es lo que de esta subprovincia
corresponde a Coahuila, y estad constituida por los sistemas de topoformas
designados sierra pliegue flexionada, bajada, bajada con sierras y valle
intermontano. Esta porcion cubre 2,178.18 km2 de la superficie total estatal, y
abarca partes importantes del municipio de Arteaga (95%) y una fraccidbn muy
reducida de Saltillo.

3.4. Hidrologia

En el estado de Coahuila son abundantes los terrenos con posibilidades
moderadas o altas de infiltracion, que permite la recarga de muchos acuiferos
subterraneos.

La region hidrologica de la zona de estudio se llama “El Salado”

Region Hidrolégica "ElI Salado”.- De todas las regiones hidroldgicas
comprendidas en el estado de Coahuila, ésta es la de menor extension. Sin

embargo, es una de las vertientes interiores mas importantes del pais. Esta
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integrada por un conjunto hidrografico de cuencas cerradas de muy diferentes
dimensiones. Corresponden al estado de Coahuila porciones de tres de sus

cuencas, las que a continuacion se describen.

1.- Sierra Madre Oriental. Con una extension en el estado de 1 293.77 km2.
Corresponde a esta cuenca en el estado una pequefia porcion al sureste de
Saltillo, que forma parte de la subcuenca intermedia de San Rafael. Los

escurrimientos superficiales en la cuenca son de 10 a 20 mm anuales.

2.- Matehuala. Con una éarea dentro del estado de 311.69 km2. La poblacién
principal de esta cuenca es precisamente la ciudad potosina del mismo nombre.
Su aprovechamiento hacia el estado de Coahuila es nulo, y los escurrimientos
28.

3.- Sierra de Rodriguez. Con una superficie dentro del estado de 3 372.10 km2.
Esta cuenca es la que ocupa mayor extension en esta region. Sin embargo,
como en los casos anteriores, sus aguas son aprovechadas en otras entidades,
en particular en San Luis Potosi. Los escurrimientos superficiales que se
calcularon para esta cuenca son de menos de 10mm al afio, similar a la
anterior. La cuenca tiene entre los limites de Coahuila una subcuenca

intermedia: Concepcion del Oro.

3.5. Suelos

Los sistemas montafiosos de la subprovincia presentan abundantes
afloramientos rocosos que se alternan con areas de suelos muy someros; Los
Litosoles, menores de 10 cm de profundidad, que sobreyacen a la roca, son los
mas abundantes. Los Regosoles calcéricos, derivados de calizas o areniscas,
se encuentran asociados al Litosol en la mayor parte de las laderas, y son
suelos de textura media 0 gruesa, colores claros y bajo contenido en materia

organica. Los suelos méas profundos en las sierras, generalmente son
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pedregosos o gravosos, Yy limitados en su profundidad por capas de guijarros o

piedras, o0 bien por extensas y potentes laminas de caliche.

3.6. Vegetacion

Los matorrales desérticos microfilo y rosetéfilo son los tipos de vegetacion
dominantes en esta subprovincia; el rosetéfilo se distribuye en sierras, bajadas
y lomerios; y alternandose con él, encontramos el micréfilo en las partes llanas,
en suelos aluviales y profundos. Al norte de San Martin de las Varas, en el
matorral rosetofilo, hay cierta abundancia de pinos pifioneros (Pinus
cembroides) sin llegar a modificar la fisonomia de estos matorrales. En la parte
sur de la region, sobre las bajadas de la sierra El Jabali, encontramos bosques
de pino que se densifican a medida que la altitud aumenta. Entre los matorrales
y los bosques, hay areas de pastizales de dos tipos, naturales e inducidos. Del
primero, dos areas importantes se encuentran, una al sur de General Cepeda y
otra al sur de Saltillo en los lomerios préximos a Estacion Agua Nueva, sus
componentes principales son pastos de los géneros Bouteloua y Sporobolus.
Del segundo — pastizal inducido—, al este de Saltillo hay una extension
considerable compuesta por pastos de los géneros Bouteloua, y Aristida

principalmente.

3.7. Estudio del Primer Objetivo

Identificacion de los hongos

Se llevaron a cabo 3 salidas importantes: la primera fue a la Sierra de Arteaga,
especificamente a la regién de “Los Lirios”, de la cual se colectaron muérdagos
Phoradendron bolleanum (Figura 5). La segunda salida fue a la misma region,
pero ahora a la parte turistica en Monterreal, donde se recolectaron muérdagos
del género Phoradendron lanceolatum (Figura 6). La ultima salida a la zona
urbana de Saltillo, para recolectar muérdago de nogal pacanero Phoradendron

macrophyllum (Figura 7).
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Figura 5.- Phoradendron bolleanum en Cupressus arizonica. (Departamento de
Parasitologia, UAAAN, 2013).

Figura 6.- Phoradendron lanceolatum en Quercus striatula ( Departamento de
Parasitologia, UAAAN, 2013).
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Figura 7.- Phoradendron macrophyllum en nogal pacanero Carya illinoinensis
(Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013).

Se realizaron recorridos a la zona de estudio y se hizo una recolecta dirigida
hacia los muérdagos que presentaban hongos. Todos los muérdagos se
trasladaron al laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia
Agricola de la UAAAN, Buenavista, Saltillo, donde se sembraron en la camara
de flujo en estrictas condiciones de asepsia y con lamparas de alcohol
prendidas, en medio de cultivo PDA (Papa dextrosa Agar), para su posterior

purificacion y traslado a una laminilla para identificarlos.

3.8. Estudio del Segundo Objetivo: Pruebas de Pato  genicidad

3.8.1. Siembra de Muérdago in vitro (Deeks et al., 2002)

Las semillas de muérdago se sembraron en el Medio de cultivo Murashige &
Skoog (Cuadro 4, Apéndice). Este cultivo de tejidos fue para inducir la
formacion de callo, y asi después obtener muérdago sano para su posterior

prueba de patogenicidad.
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Procedimiento: A 4.43 gr de medio Murashige & skoog preparado, se le
agregan 300 ml de leche de coco (AC), 30 gr de Sacarosa o dextrosa 'y 20 gr
de agar bacterioldgico, todo se pone a hervir durante 2 a 3 minutos y luego se
esteriliza en el autoclave a 15 libras de presion, durante 15 minutos.

Enseguida en la camara de flujo se vacié el medio a frascos de vidrio, y ya
solidificado se sembraron las semillas desinfectadas con hipoclorito de sodio al
2%, una por frasco, tapando éstos con celofan y liga, todo bajo estrictas
condiciones de asepsia, y dejandolas en incubaciéon en el laboratorio de

Parasitologia Molecular a 25T con luz constante durante 7 meses (Figura 8).

Figura 8.- Frascos de vidrio con el medio de Cultivo Murashige & Skoog
(Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013).
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3.8.2. Preparacion del agua de coco (AC) parael m edio de cultivo

Se consiguen los cocos, se drena el liquido, se cuela el liquido empleando 2 a 3
capas de lienzo para extraer pedacitos de cascara o fibras u otros componentes
gue caen en el agua durante el proceso.

Coloque el agua en un matraz, tapela con algodén absorbente y esterilicela en
autoclave a 15 libras de presion, durante 20 minutos.

Este proceso precipitara gran cantidad de proteinas presentes en el AC.
Después de dejar que el agua se enfrie (preferiblemente a la mafana
siguiente), se filtra con papel filtro Whatman No. 2; primero se decanta el liquido
claro de la parte superior y, finalmente, la porcion que contiene el precipitado
denso (Krikorian, 1981).

3.8.3. Técnica de la hoja desprendida

3.8.3.1 Primer bioensayo (Bafiuelos, 2008).

En condiciones de asepsia con lamparas de alcohol, las hojas de muérdago se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2% durante 3 minutos, se enjuagaron
en agua destilada estéril y se colocaron en papel secante esterilizado. Se
acomodaron individualmente con el envés hacia arriba en cajas Petri que
contenian papel filtro estéril humedecido con agua destilada estéril. En el haz
de la hoja se coloco un disco de PDA de 0.5 cm de didmetro con crecimiento de

la cepa respectiva.

Variable medida: Se midi6 la longitud de la lesion (en cm) por medio de un
vernier (marca General con Calibrador de 150 mm) causada por el hongo,
diariamente hasta que se llend la hoja con el hongo. La unidad experimental fue

una hoja de muérdago en una caja Petri.

Se utilizé un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 4X17 con 7

repeticiones por cada tratamiento, el niumero de tratamientos se obtuvo de
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acuerdo al numero de hongos (4) y los dias (17). Los analisis estadisticos se
hicieron con el programa estadistico SAS, 2004 y se compararon las medias

por medio de la prueba de Tukeyy DMS (Diferencia Minima Significativa).

3.8.3.2 Segundo Bioensayo

En este se hizo lo mismo que en el primero, lo Unico que vario fue que las
hojas de muérdago se inocularon con el hongo bafiandose en la suspension de
esporas que se hizo (Cuadro 5 Apéndice). A saber, para los diferentes hongos
se prepard una suspension de esporas agitando bien el matraz, colocando en
10 ml de agua destilada 5 explantes del hongo ya esporulado y utilizando la
camara de Neubauer y microscopio compuesto contar las esporas por mililitro.
Igualmente se utilizé un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 7X8
con 7 repeticiones por cada tratamiento, el nimero de tratamientos se obtuvo
de acuerdo al numero de hongos (7) y los dias (8). Los analisis estadisticos se
hicieron con el programa estadistico SAS, 2004 y se compararon las medias

por medio de la prueba Tukey y DMS (Diferencia minima significativa).
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El objetivo de identificacion de hongos asociados a las hojas de muérdago
(Phoradendron bolleanum) se encontré a Fusarium oxysporum (Fig 9a),
Alternaria alternata (Fig. 9b) y Alternaria infectoria (Fig. 9c). Los que se
identificaron con las claves de Abad, 2002, Neergaard, 1977 y Barnett, 1998.

Encontrando para Fusarium oxysporum que su caracteristica principal es que
posee microconidias y macroconidias y estas tienen de 3 a 5 septos. En este
trabajo fue identificado este hongo por sus macroconidias, las cuales son
esporas de paredes delgadas, largas y curvadas en forma de hoz con varias
células.

Alternaria alternata se caracteriza por largas cadenas de conidias. Las cadenas
forman masas verde oscuro. La colonia aterciopelada tiene grandes cadenas no
ramificadas de conidios lisos. Este hongo fue identificado por producir
cadenas de 10 o mas conidios muy ramificadas a partir de conidioforos cortos.
Alternaria infectoria por su parte tiene colonias fasciculadas de color gris
verdoso, y algunas cepas no producen muchos conidios. En el presente trabajo
fue identificada por sus largos conidiéforos secundarios apicales, lo que resulta

en una ramificacion abierta.
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Fig. 9a.- Fusarium oxysporum

Fig. 9b.- Alternaria infectoria
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Figura 9c.- Alternaria alternata

Para nuestro segundo objetivo de las pruebas de patogenicidad la semilla de
muérdago sembrado en medio Murashige & Skoog después de 7 meses
presentd un crecimiento de 2 mm, por lo que a partir del 2013 se sometié a
oscuridad para estimular crecimiento, pero no manifesté desarrollo alguno, por
lo que el crecimiento de 2 mm no es suficiente para inocular los hongos
asociados a la hoja de muérdago, y se opt6 por la alternativa de colectar hojas

sanas para realizar dicha prueba.

4.1. Primer Bioensayo de Patogenicidad

El andlisis de varianza se puede ver en el apéndice, Cuadro 1, ahi se puede
observar que no hubo diferencia significativa en el crecimiento de necrosis a
través de los dias. En la Tabla 1 podemos apreciar el promedio del area en
centimetros de las lesiones causadas después de aplicar el explante de los

diferentes hongos encontrados, esto ya con el analisis factorial.
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Tabla 1.- Prueba de Tukey para el rango multiple de medias de | grado de
necrosis en el muérdago , dada en centimetros.

Tratamiento de las hojas Media Agrupacion
Muérdago con F. 0.8454 A
oxysporum

Muérdago con A. alternata 0.2587 B
Muérdago con A. infectoria 0.2042 B
Muérdago Testigo (sin 0.1454 B

aplicacion)

Los valores agrupados con la misma letra no son significativamente diferentes

entre si, a un nivel de significancia del 5%.

La interaccion entre crecimiento necrético de la hoja y dias de incubacion no fue

significativo, sin embargo la media estadistica A muestra una diferencia entre el

avance de dafo de Fusarium oxysporum al que ocasiona A. alternatay

A.infectoria ya que estos no presentan diferencia con el testigo (Grafico 1) con

un nivel de confianza del 99.9%.
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Gréafico 1 Representacion del grado de necrosis en las hojas de muérdago dada

en centimetros durante los 17 dias del primer bioensayo.
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4.2. Segundo bioensayo de patogenicidad

En el andlisis de varianza se encontré diferencia altamente significativa (0.001)
en la interaccion crecimiento necrético en las hojas de muérdago, después de
aplicar conidias de hongos X 8 dias, con un al 99.9% de confianza (Apéndice,
Cuadro 2).

Tabla 2.- Prueba de Tukey para el rango multiple de  medias del grado de
necrosis en el muérdago y en Cupressus dada en centimetros.

TABLA DE MEDIAS Y AGRUPACION

Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8
de las hojas

Hoja de | 0.185 |0.314 |0.428 |0.550 |0.728 |1.852 |2.288 | 3.087
muérdago A AB A A A B A A
(HM)  con

Fusarium

oxysporum

HM con A.[0.252 |0.375 [0.385 |0.507 |0.714 | 2.898 | 3.190 | 3.287
alternata A A AB A AB A A A
HM con A.[0.092 |0.121 |0.121 |0.157 |0.228 | 0.342 | 0.415 | 0.557
infectoria A AB ABC | AB BC C B B
Cupressus | 0.000 |0.000 |0.000 [0.000 |0.014 |0.281 |0.385 |0.400
(C) con F.[A B C B C C C B
oxysporum

C con A.|[0.042 |0.014 |0.028 |0.042 |0.014 |0.285 |0.385 | 0.400
alternata A AB BC B C C BC B

C con A.|0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.042 [0.342 |0.557 |0.464
infectoria A B C B C C B B
HM Testigo | 0.000 | 0.028 | 0.015 | 0.057 |0.085 |0.278 | 0.310 | 0.347
(sin A AB BC B BC C C B
aplicacion)

Los valores estan dados en centimetros de necrosis en el muérdago y en
Cupressus, durante los 8 dias del segundo bioensayo. Los grupos con la misma
letra no son significativamente diferentes entre si, a un nivel de significancia del
5%.
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La interaccion entre crecimiento necrético de la hoja y dias de incubacion fue

altamente significativo a partir del segundo dia. La media estadistica A muestra

una diferencia entre el

avance de daflo de Fusarium oxysporum en

comparacion con A. alternata y A. infectoria, sin embargo A. alternata en el

dia 4 estuvo a la altura de F. oxysporum pues quedaron con las mismas letras .

Esto con un nivel de confianza del 99.9% (Gréfico 2).
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Grafico 2. Representacion del grado de necrosis en las hojas de muérdago y

Cupressus dada en centimetros durante los 8 dias del segundo bioensayo.

1= Hojas de muérdago (HM) con F. oxysporum, 2= HM con A. alternata, 3= HM
con A. infectoria, 4= Cupressus (C) con F. oxysporum, 5= C con A. alternata, 6=

C con A. infectoria y 7= Muérdago Testigo sin aplicacion.
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V. DISCUSION

5.1. Hongos presentes en el muérdago

De acuerdo a Vazquez et al., (2006) donde mencionan entre otros a Alternaria
alternata como agentes de marchitez en los tallos del muérdago, el presente
trabajo tuvo resultados iguales al encontrar nosotros también el mismo
patdégeno, coincidiendo probablemente por ser un trabajo hecho en México,

como el nuestro.

Forest Restore of Canada (1992), reportaron Colletotrichum gloeosporioides y
Cylindrocarpon sp en Arceuthobium tsugense, que comparados con el presente
trabajo no se encontraron, probablemente porque ellos trabajaron con
Arceuthobium tsugense y nosotros con Phoradendron bolleanum, especies

emparentadas pero no iguales.

Respecto a Funk, et al.,, (1973), que encontr6 Nectria fuckeliana var.
macrospora en Arceuthobium vaginatum, aqui nosotros tampoco encontramos

estos hongos, por haber trabajado con P. bolleanum y no Arceuthobium.

5.2. Bioensayos de Patogenicidad

De acuerdo a los resultados de los dos métodos de inoculacion del hongo en el
muérdago, se puso en evidencia que el de suspension de esporas es mucho
mas eficiente, porque en solo 8 dias, las hojas de muérdago se llenaron de

necrosis y en la del explante se tardaron 17 dias.
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En los analisis de varianza el resultado fue altamente significativo, y por lo tanto
se puede aseverar que Fusarium oxysporum fue el hongo mas agresivo para el
muérdago, siguiéndole Alternaria alternata y Alternaria infectoria, sin afectacion

a Cupressus.

Algo que cabe mencionar es que los Coeficientes de variacion, los cuales
podemos apreciar en el apéndice, fueron obtenidos al transformar los datos y

fue lo menos que se pudieron bajar.

El hongo Colletotrichum gloeosporioides, es comun en la literatura (Deek, 2002
and Forest Restore of Canada, 1992) pero no se encontr6 debido
probablemente a que dos de las colectas importantes se hicieron en tiempo de
invierno, por lo que pensamos que esto haya influido para no encontrar a este
hongo importante.

Sin duda, en base a los resultados podemos asegurar que el hongo F.
oxysporum fue mas agresivo en llenar las hojas de muérdago, sin embargo
Alternaria alternata en el segundo bioensayo dia 4 supero a F. oxysporum, por
lo que se piensa que también este hongo tiene su propia patogenicidad hacia
el muérdago Phoradendron bolleanum.

El que definitivamente no causo necrosis considerable, fue Alternaria infectoria

hongo que crecié muy lento en las hojas de muérdago.

Se recomienda seguir con esta linea de investigacion, ya que hace mucha falta
gue se sigan estudiando los hongos que presentan los muérdagos para llegar a
la meta deseada de poder obtener un efectivo control bioldgico de estas plantas

parasitas.

37



VI.  CONCLUSIONES

Una vez hechos los andlisis de los 2 bioensayos de Patogenicidad de los
hongos sobre el muérdago, y de acuerdo a los resultados obtenidos, se puede
concluir lo siguiente:

Fusarium oxysporum fue el hongo que se comportdé con una patogenicidad
superior a los deméas, por lo tanto, se puede aseverar que es un buen
candidato para un futuro biocontrol de los muérdagos del género
Phoradendron.
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VIl.  RESUMEN

Los muérdagos (Phoradendron bolleanum) al ser plantas parasitas que estan
acabando con las coniferas de la Sierra de Arteaga, ademas de los Nogales de
Saltillo, y ésta una de las causas mayoritarias de la muerte del arbolado, urge el
estudio de los Hongos que lo atacan para un futuro control biolégico de ésta
planta parésita, por lo que se llevd a cabo el presente trabajo. Se hicieron 3
salidas importantes en esta investigacion, la primera fue a la Sierra de Arteaga,
especificamente a la region de los Lirios, de la cual se colectaron muérdagos
Phoradendron bolleanum. La segunda salida fue a la misma region, pero ahora
a la parte turistica en Monterreal, donde se recolectaron muérdagos del género
Phoradendron lanceolatum. La ultima salida fue a la zona urbana de Saltillo,
para colectar muérdago de nogal (Phoradendron macrophyllum), cabe
mencionar que todos los muérdagos se escogieron de los que traian manchas
de hongos. Todos los muérdagos con hongos se trasladaron al laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la UAAAN,
Buenavista, Saltillo, en donde se sembraron en PDA y luego se aislaron para
identificarse, encontrandose 3 hongos: Fusarium oxysporum, Alternaria

alternata y Alternaria infectoria.

Con estos hongos se hicieron 2 pruebas de patogenicidad sobre los
muérdagos, segun la técnica de la hoja desprendida (Bafiuelos Balandran,
2008), en donde como unidad experimental fue una Caja Petri con papel filtro
hiamedo y una hoja de muérdago con un explante de PDA de 0.5 cm de

didmetro de hongo, el otro bioensayo se hizo lo mismo, solo que ahora se
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inocularon los hongos sumergiendo la hoja de muérdago en una suspension de
esporas. La evaluacion se hizo con un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 4 X 17 con 7 repeticiones por cada tratamiento, el nimero de
tratamientos fue de acuerdo al numero de hongos, esto para el primer
bioensayo, para el segundo fue con un arreglo factorial 7 X 8 con 7
repeticiones. Los andlisis estadisticos se hicieron con el programa estadistico
SAS, 2004 y se compararon las medias por medio de Tukey y se hizo la prueba
DMS (Diferencia minima significativa). Los resultados fueron 3 hongos
encontrados: Fusarium oxysporum, Alternaria alternata y Alternaria infectoria. F.
oxysporum tiene una mayor patogenicidad que el Hongo Alternaria alternata y
Alternaria infectoria; en el primer bioensayo en los cuatro tratamientos de los 3
hongos y el testigo no hubo significancia en la interaccibn muérdago X dias, por
lo que no se pudo descomponer dicha interaccion, pero si Fusarium oxysporum
super6 en necrosis al resto con un 99.9% de confianza. El nivel de significancia
utilizado en la prueba de comparacion multiple entre medias fue 0.001. Para el
segundo bioensayo, en el analisis de varianza se encontro diferencia altamente
significativa en la interaccion de los tratamientos de hongos y los 8 dias al 99.9
% de confianza. Por lo que se concluye que Fusarium oxysporum fue superior
gue los demas hongos, y por lo tanto un posible control biolégico de muérdagos

a futuro.
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l. APENDICE

Cuadro 1.- Analisis de varianza del primer bioensay 0. Datos dados en

centimetros y transformados con /X +0.1

FV GL SC CM Fc P=F
HONGOS 3 12.913 4.304 48.636 0.000
DIAS 16 5.688 0.355 4.0172 0.000
INTERACCION 48 1.167 0.024 0.274 1.000
ERROR 408 36.110 0.088
TOTAL 475 55.879
C.V. = 50.92%

Cuadro 2.- Andlisis de varianza del segundo bioensa  yo. Datos dados en
centimetros y transformados con /X +0.1 .

FV GL SC CM F P>F
HONGOS 6 26.4458 4.4076 66.6872 0.000
DIAS 7 22.7469 3.2495 49.1657 0.000
INTERACCION 42 9.7538 0.2322 3.5137 0.000
ERROR 336 22.2076 0.0660
TOTAL 391 81.1542
C.V.=40.18%

Cuadro 3.- Nivel de infestacion de arboles de acuer do a CONAFOR, 2012.

Grado de infeccion Dafo %volumen infectado de
copa
0 Sano 0
1 Leve 1-30
2 Medio 31-60
3 Fuerte 61-90
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Cuadro 4.- Componentes del medio Murashige & Skoog.

CONTITUYENTE CONCENTRACION DE LA VOLUMEN DE LA SOLUCION
SOLUCION MADRE (g/L) MADRE POR LITRO DE MEDIO
Macros
NH4NOs3 16.5
KNO3 19
CaCl2. 2 H20 4.4 100 ml
MgS0a4.7H20 3.7
KH2POa 1.7
Micros
MnS0O4.H20 1.69
ZnS04.7H20 0.86
H3BOs 0.62
Kl 0.083
Na:2Mo04.2H20 0.025
CuS04.5H20
10 ml de solucién 25 10 ml
mg/100ml
CoCl2.6H:20
10 ml de solucién 25
mg/100ml
Fuente de hierro
FeS04.7H20 0.00556 10 ml
Na:EDTA.2H20 0.00746
Vitaminas
Inositol 10
Nicotinico 0.05 10 ml
HCI-Piridoxina 0.05
Glicina 0.2
HCl-Tiamina 0.01
Cuadro 5.- Concentracion de esporas de hongo por mi lilitro de agua

destilada estéril.

Hongo Esporas/mililitro
Fusarium oxysporum 7x10°
Alternaria alternata 5X10 °
Alternaria infectoria 6x10°
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