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RESUMEN

En Coahuila, la planta parasita Phoradendron spp afecta a un 82% de los arboles
forestales. Con el objetivo de evaluar cinco hongos como potenciales
biocontroles de Phoradendron, se realizaron bioensayos de selectividad y
patogenicidad de los hongos Curvularia hawaiiensis, Colletotrichum
gloeosporioides, Alternaria alternata, Nigrospora sphaerica y Fusarium
acuminatum en hojas de Phoradendron densum, P. lanceolatum y P.
tomentosum, y hojas de los respectivos hospederos forestales de los muérdagos
bajo estudio (Prosopis glandulosa, Quercus pringlei, Q. microphylla y Juniperus
angosturana) inoculando a las hojas una suspension de 1X10’ esporas. La
unidad experimental consisti6 en una caja Petri con una hoja de la especie
vegetal a probar, y 15 repeticiones. También se evalué un testigo inoculando solo
agua destilada estéril. El progreso de la necrosis se midié diariamente en
milimetros hasta el completo necrosado de la hoja. A los datos se les realizé un
andlisis de varianza y una prueba de permutacion. Las cinco cepas de hongos
usadas provocaron necrosis a las tres especies de muérdago bajo estudio sin
diferencia significativa. No se observd ningan tipo de lesién provocada por los
hongos en las hojas de las especies de arboles forestales evaluadas 4 dias
después de la inoculacion, mismo tiempo que le llevé a la mayor parte de los
hongos evaluados necrosar totalmente las hojas del muérdago. La prueba de
permutacion permitié distinguir un patrén de agresividad de las diferentes
especies del hongo hacia los muérdagos inoculados, siendo Fusarium
acuminatum y Alternaria alternata los que presentaron mayor agresividad., A.
alternata y F. acuminatum pueden ser candidatos potenciales como biocontroles
de muérdago. Se recomienda realizar pruebas de patogenicidad y selectividad a
flora asociada y a cultivos en los sitios de muestreo asi como realizar pruebas in

Situ.

Palabras clave. - Alternaria alternata, Fusarium acuminatum, Control bioldgico,

plantas parasita.



INTRODUCCION

Los muérdagos son parasitos obligados que dependen de su huésped para obtener
agua, nutrientes y la mayoria de sus carbohidratos. Los efectos que causan al
hospedero son: deformacion del tallo infectado, pérdida de crecimiento, aumento de
la susceptibilidad para otras enfermedades e insectos. La presencia de los
muérdagos y la mortalidad causada por éstos tienen efecto ecoldgico y econdémico
significante en bosques y é&reas de recreacion severamente infestados, los
muérdagos son un grupo diverso dentro del orden Santalales. Vazquez y Geils,
(2002).

Las plagas y enfermedades forestales son consideradas como una de las
principales causas de disturbio en los bosques templados. Actualmente se tiene
registro de alrededor de 250 especies de insectos y patdgenos que afectan al
arbolado del pais. De acuerdo con el monitoreo periédico que realiza la SEMARNAT
de las zonas forestales de México, para el afio 2012 la superficie afectada fue de
43,551 hectareas. De esta superficie afectada, la mayor parte correspondié a los
descortezadores (39.8%), seguidos por los muérdagos (32.3%), defoliadores
(17.7%) y barrenadores (6.6%) (SEMARNAT, 2011; CONAFOR, 2012).

Las plantas parasitas son aquellas que obtienen sus nutrientes de otras plantas.
Dentro del género Phoradendron se encuentran plantas parasitas de pinos llegando
a ser muy destructivas y arrasando grandes extensiones de pinares en algunas
zonas localizadas convirtiéndose en una plaga dificil de erradicar. Los muérdagos
de la familia Loranthaceae y Viscaceae son las plantas vasculares parasitas mas
importantes de coniferas en Canada, Estados Unidos y México. Las especies de los
géneros, Phoradendron, Psittacanthus y Arceuthobium causan los mas grandes

impactos economicos y ecologicos (Geils et al., 2002).

El género Phoradendron incluye cerca de 250 especies que se encuentran en zonas
tropicales y templadas de América. Dentro de los hospederos se incluyen varios
géneros de coniferas, muchas gimnospermas, arbéreas, arbustos y otros

muérdagos (Geils et al., 2002).



Hasta el momento, la Unica forma de controlar el muérdago es mediante la poda de
los arboles infectado. Dentro de los controles biolégicos existe un producto
formulado a base de algas diatomeas llamado “Muérdago Killer® (Injecthor),” y
recomendado por la CONAFOR para que fuera probado por algun tiempo,
resultando muy efectivo para dar muerte al muérdago (Coria Avalos et al., 2010)
pero inaccesible econbmicamente al usuario, por lo que se estan buscando otras
alternativas de control bioldgico efectivas y de bajo costo.
Justificacion

Uno de los pasos fundamentales para proponer a un agente fitopatdgeno como
potencial control biolégico de una maleza es verificar su patogenicidad, asi como su
especificidad a la maleza que se desea controlar. El presente trabajo de
investigacion verifica la patogenicidad de 5 cepas de hongos encontradas en 3
especies de muérdago del género Phoradendron, asi como su especificidad en
comparacion con las especies forestales parasitadas por el muérdago. Cabe
mencionar que el presente trabajo de investigacion se encuentra inmerso en un
proyecto mas grande cuyo propdsito es proponer algunos hongos fitopatégenos
como potenciales controles bioldgicos de muérdago, ya que se esta presentando un
gran problema en los arboles forestales de la Sierra de Zapalinamé del municipio
de Arteaga, Coahuila, como en los arboles de la presa “El Tulillo” del municipio de
General Cepeda, Coahuila.

Objetivo
Determinar la patogenicidad y especificidad de Curvularia hawaiiensis,

Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria alternata, Nigrospora sphaerica y
Fusarium acuminatum a tres especies de Phoradendron spp. que parasitan arboles
forestales de la Sierra de Zapalinamé, Arteaga, Coahuila y de la presa “El Tulillo”,
General Cepeda, Coahuila.

Hipotesis
Al menos una de las cepas de hongos asociados a Phoradendron seré patogénica

y especifica a Phoradendron spp.



REVISION DE LITERATURA

El Muérdago en el Mundo

Los muérdagos son un grupo diverso dentro del orden Santalales de las plantas
parasitas arbustivas, usualmente aéreas con frutos que poseen una capa de viscina.
Estos estan ampliamente distribuidos geograficamente y como grupos tiene amplio
rango de hospedero en coniferas y otras plantas lefiosas como el roble, el nogal, la
pacana, el almez y los fresnos. Muchos muérdagos estan especialmente adaptados
para la polinizacion y dispersion por aves y varias de estas especies hacen un uso
extensivo de este recurso. Los muérdagos son patdgenos dafinos de arboles y en

muchas partes del mundo son un serio problema forestal (Geils y Vazquez, 2002).

Estas plantas parésitas se fijan a los troncos y ramas de los arboles hospederos por
medio de unas estructuras llamadas “haustorios”, formaciones que hacen las veces
de raiz. Este sistema radicular interior se denomina endofitico y le sirve al
muérdago para obtener agua y nutrientes de su hospedero, provocando asi el
debilitamiento de este (Geils et. al., 2002).

Existen cientos de especies de muérdago en todo el mundo, constituyendo un serio
problema en bosques naturales, plantaciones, huertos fruticolas y arboles urbanos.
Algunos paises europeos, por ejemplo, en donde predominan las coniferas, tienen
una importante presencia de Viscum album. En el sureste de los Estados Unidos,
todos los muérdagos (excepto uno) pertenecen al género Phoradendron. (Valencia,
2009).

En Chile, entre otros, encontramos Tristerix aphyllus, pero en la mayoria de los
paises sudamericanos prevalece Tripodanthus acutifolius. Caso particular es la
Ciudad de Curitiba, Brasil, en donde aproximadamente la tercera parte de los
arboles urbanos se encuentran infestados por esta especie, que durante su floracion
exhala un aroma tan agradable, que todos los habitantes de dicha ciudad la
encuentran encantadora, y no permiten que se les quite a sus arboles. (Valencia,
20009).



El Muérdago en la Republica Mexicana

En México existen los géneros Arceuthobium conocidos como muérdagos enanos
y Cladocolea, Phoradendron, Psittacanthus, Struthanthus, Phthirusa,
Dendrophthora, Oryctanthus, Antidaphne e Ixocatus denominados muérdagos
verdaderos. Los géneros Phoradendron, Struthanthus y Psittacanthus parasitan una

gran cantidad de especies de angiospermas (Vazquez et al., 2006).

La Comision Nacional Forestal reporta presencia de muérdago en la mayoria de los
estados, y los estudios que han emprendido diversos especialistas nos hablan de
problemas en Michoacan, Veracruz, Tlaxcala, Morelos, Oaxaca, Guerrero,
Querétaro, etc., algunos de los cuales datan de hace mas de veinte afios. Es un
hecho que la mayoria de estos estudios se refieren al desarrollo de muérdagos en
areas naturales. (SEMARNAT, 2011; CONAFOR, 2012).

Y sin embargo, en 1993, Chazaro Basafez M., y otros especialistas afirman que en
México existe un gran desconocimiento respecto de la biologia, fisiologia y otros
aspectos de los muérdagos, asi como de las medidas silvicolas para su control.
Agregan que a pesar de estar presentes en muchos estados de la Republica
Mexicana y de ser considerados el problema patolégico mas importante en los
bosques de nuestro pais (SARH, 1991-1992), todavia no se cuenta con una
evaluacion detallada de la distribucién, area total dafiada y pérdidas ocasionadas

por las principales familias y sus géneros.

Cabe mencionar que la publicacién en 2007 del libro “Enfermedades Forestales en
México”, editado por David Cibrian Tovar, Dionicio Alvarado Rosales y Silvia Edith
Garcia Diaz, ha significado un avance fundamental en la identificaciéon de los

muérdagos mas devastadores de la Republica Mexicana.

El muérdago en Coahuila

De las nueve especies reportadas para el estado de Coahuila, solamente dos estan
presentes en el municipio de Arteaga: Phoradendron densum Torr (sinébnimo P.

pauciflorum Torr., y P. saltillense Trel.) y Phoradendron villosum (Nutt.) Nutt



(sinénimo P. tomentosum) (Villarreal, 2001). Zavaleta (2008) menciona ademas de

las especies anteriores, a P. lanceolatum en Arteaga.

Clasificacion Taxondmica

Dominio:......... Eucariota
Reino.............. Plantae Haeckel, 1986
Filum:............... Tracheophyta
Subfilum:............. Spermatophytina (auct), Smith-caballero
Intraphylum:.......... Angiospermas auct.
Clase:......ccooeennnnn. Magnoliopsida Brongniart, 1843
Subclase:.................. Rosidae Takhtajan, 1967
Superorden................. Santalanae Thome 1992
Orden:......oovvveiiiienn, Santalales Dumortier, 1829
Familia:................oooii Viscaceae Batsch, 1802
Subfamilia:...................... Charadrinae
Tribui...oo Phoradendreae
Género:.........oooveiiiiiiinenn. Phoradendron Nuttall, 1848.

Descripcion del Género Phoradendron

Los muérdagos verdaderos del género Phoradendron son plantas parasitas con
flores que se caracterizan por sus ramas aéreas que son facilmente visibles sobre

la planta hospedera. Mayormente tienen hojas, aunque a veces éstas pueden estar
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grandemente reducidas en algunas especies. Los muérdagos son dioicos y las
plantas femeninas tienen flores y producen bayas con semillas que varian desde
blanco, verde, verde amarillento, anaranjado o rojo, mientras que las plantas
masculinas tienen pequefias flores inconspicuas que sélo producen polen (Young y
Olsen, 2003). Por ser las flores masculinas y femeninas tan similares en apariencia,
es dificil saber el sexo de la planta a menos de que los frutos estén presentes
(Hawksworth y Scharpf, 1974). Nombres comunes: Injerto, muérdago y mistletoe,

en inglés.

Phoradendron tiene alrededor de 300 especies exclusivas, ubicandose
principalmente en el area intertropical, siendo el mas grande y dificil desde el punto
de vista taxonémico de la familia Loranthaceae; se localiza desde el suroeste de los
Estados Unidos hasta América del Sur. En México se encuentra presente en casi
todos los estados de la Republica, con 57 especies y una distribucién altitudinal que
va desde el nivel del mar hasta los 3000 m. Presenta especificidad sobre las
angiospermas, encontrandose pocas especies parasitando las gimnospermas
(coniferas). Este género tiene importancia ecolégica, ya que afecta un alto
porcentaje de los encinos; sin embargo, no es tan relevante econémicamente ya
que el encino es de interés secundario en la explotacion maderable (Vazquez
Collazo, et al., 2006).

El Muérdago verdadero o injerto son plantas parasitas que se caracterizan por sus

ramas aéreas que son facilmente visibles sobre la planta hospedera.

Zamora (2006) describio a los muérdagos del género Phoradendron como: arbustos
hemiparasitos, unidos al hospedero por raices especializadas hasta formar una

estructura llamada haustorio, tallos y hojas con clorofila.

Agrios (2005) menciona que los muérdagos del género Phoradendron son parasitos
siempre verdes, que tienen hojas y tallos bien desarrollados. La altura de estas

plantas va desde unos cuantos centimetros hasta un metro o mas.



Caracteristicas de los géneros de Phoradendron bajo estudio

Phoradendron lanceolatum Engelm. (= P. schumannii Trel.)
Hospederos principales: varias especies de Quercus; intervalo altitudinal 1150-2550

msnm; habitante de encinares y de bosque mesofilo de montafia.

Phoradendron tomentosum (DC.) Kuijt (= P. flavum I. M.Johnst.); hospederos
diversos; intervalo altitudinal 2000-2500 msnm; habitante de encinares y matorrales
xerofilos; abundante en el noreste, y poco frecuente en el centro de México.

Phoradendron densum (Seem.) Eichl (sindbnimo de P. bolleanum= P. saltillensis

en Norte América, (Hawksworth y Scharpf, 1980).

Hospederos conocidos Cupressus lusitanica y Juniperus flaccida; intervalo

altitudinal 1650-2300 msnm; habitante de bosques de coniferas y de encinares.

Fisiologia de la Infeccion de Phoradendron
La infeccion se inicia cuando una semilla se adhiere a la corteza o a las hojas del

hospedero (Figura 1), cuando comienza a germinar forma un hipocotilo que se
elonga hasta formar un abultamiento, en este punto, la radicula produce una
cantidad irregular de tejido (apresorio) el cual funciona como un soporte por la parte
inferior de este tejido, que hace presidn directamente sobre las ramas del hospedero
donde se desarrolla la clavija y la raiz principal formando el haustorio (Hawksworth
y Scharpf, 1980).

La planta de muérdago parasita a su hospedero y comienza a desarrollarse, durante
aproximadamente dos afios antes de producir brotes aéreos en el exterior de la
planta. Los brotes de muérdago contienen clorofila y llevan a cabo la fotosintesis y
dependen de su planta hospedera para obtener los carbohidratos, asi como
nutrientes minerales y agua. Suelen causar un ligero retraso en el desarrollo en la
planta huésped durante muchos afios. El muérdago verdadero difiere del muérdago
enano en que generalmente son menos perjudiciales para su hospedero, ademas
son mas grandes y mas visibles y otra gran diferencia es que los muérdagos enanos
son muy especificos para sus hospedantes al infectar coniferas solamente (Olsen,
2003).



Figura 1. Infeccion de muérdago (Olsen, 2003).
Polinizacion
Los muérdagos son polinizados por agentes bioticos, principalmente pajaros e
insectos, como abidticos por el viento (Hawksworth y Scharpf, 1974 y Nickrent y
Musselman, 2004).
Dispersion
El muérdago denso presenta un fruto del tipo baya color rosada o blanca, su semilla

es cubierta por una sustancia mucilaginosa natural llamada viscina.

Las semillas del muérdago son diseminadas por aves de varias maneras,
dependiendo de la especies de ave: unas lo hacen mientras se acicalan, algunas
otras se llevan semillas pegadas entre las patas y donde se paran dejan pegada la
semilla gracias a la viscina, pero la manera de dispersar semilla mas importante es
mediante excretas y por regurgitar, porque resulta una dispersion en un area mas
grande y las semillas son depositadas en las partes superiores de los hospederos
(Olsen, 2003).

Ademas de las aves como principal vector de la semilla de P. densum, el viento
constituye otro factor para dispersar la semilla del muérdago, también se sabe que
cuando el fruto estd muy maduro cae y debido a la viscina de este, se adhiere a

alguna otra rama de la misma planta ya infectada (Geils et al., 2002).

Ciclo de Vida de Phoradendron

Phoradendron tiene un ciclo de vida tipico de los demas muérdagos pertenecientes

a este género (Figura 2), caracterizado por la diseminacion de aves, un parasitismo



interno en su hospedante lefioso y un crecimiento aéreo para la produccién 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 infeccion reduce el vigor del hospedero porque los
muérdagos compiten con sus hospederos por los nutrientes y el agua (Olsen, 2003).

Las flores forman unas bolas verdes que posteriormente van adquiriendo su aspecto
caracteristico de bayas blanquecinas y traslucidas. En el interior se alberga sélo una

semilla rodeada de un tejido mucilaginoso y pegajoso (Bernal E., 2010).

La maduracién del fruto se produce en las primeras semanas del invierno,
dependiendo del biotipo en el que esté establecido. Sirven de alimento para gran
cantidad de animales, especialmente p4jaros que son los que intervienen de una

forma mas directa en la diseminacion (Bernal E., 2010).

Se requieren varios afios después de la infeccion para que una nueva semilla
genere una planta desarrollada. El parasito no aparece rapidamente, pero una vez
gue una planta se establece, el sistema epicortical se extiende gradualmente hacia
arriba y abajo de la rama. La defoliacién o destruccion de la parte aérea no mata al
muérdago. Nuevos brotes pueden ser producidos del sistema interno, o la parasita
puede sobrevivir y crecer completamente a partir del tejido infectado del hospedero.
El muérdago muere cuando el arbol, o si la porcién infectada muere o es removida
(Hawksworth y Scharpf, 1974).

Hawksworth (1980) menciona que el muérdago tiene un ciclo de vida largo. El
tiempo transcurrido entre la infeccion y la produccion de semillas es tipicamente de
cuatro a seis afios, y a veces mayor. El tiempo de la maduracion de la semilla para
las especies mexicanas varia de 12 a 18 meses teniendo lugar en la ultima parte
del verano, dependiendo de la especie que se trate. También menciona que la
mayoria de los muérdagos mexicanos florecen en invierno y a principios de la
primavera, con algunas excepciones lo hacen mas tarde, en los ultimos dias de julio,

agosto o septiembre.



Brotes aéreos visibles
Sobre el hospedero.
Después de 2 \
Desarrollo inicial del
clavo y haustorio en el
tejido del hospedero.

V.

Germinacién de Dispersion de
semillas y penetracion semillas por aves.
dentro del hospedero.

Fuente: Olsen, 2003
Figura 2. Ciclo de vida del muérdago (Olsen, 2003)

Condiciones favorables para el establecimiento del muérdago

El muérdago es del tipo de plantas parasitas oportunistas que se presentan en areas
debilitadas, esto se refiere a las areas perturbadas sobre explotadas con mal
manejo y sobre todo a aquellas areas que se desarrollan bajo estrés hidrico no
acostumbradas a ello. Estas circunstancias hacen que el arbolado pierda cualquier
resistencia natural de repeler y tolerar el ataque de los parasitos, entonces se tornan
susceptibles y el ataque de estos se hace mas notorio y cobra mayor importancia.
Se considera que al abrir la masa arbérea donde existe infestacion se propicia su
diseminacién o esta se hace mas rapida (Hawksworth, 1980). Las semillas de la
especie de Phoradendron requieren de humedad para la germinacion, por lo que la

infeccion ocurre durante periodos de lluvia.

Hospederos forestales de los muérdagos bajo estudio

Juniperus angosturana
Este género forma parte de los nueve géneros de las coniferas mexicanas. Juega

un papel importante desde el punto de vista economico, social y ecolégico, se utiliza
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para la industria cosmética, farmacéutica, mueblera y artesanal; también se usa en
el medio rural para postes o lefia; ademas de ser un nicho ecologico y de
alimentacion para la fauna silvestre. El género Juniperus presenta caracteristicas
distintivas que lo separan del resto de las coniferas mexicanas y tiene un gran

namero de especies, variedades y formas (Adams, 1994).

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
Europay 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 plantay 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 6vulos; estas escamas,
después de la fecundacion, se ensanchan y unen formando un falso ovario que, al
madurar, constituye un fruto indehiscente, mas o menos globoso, llamado galbula,
semejante en unos casos a una drupa y en otros a una baya. Madura a los dos
afios (Adams, 1994).

Nombre comudn y notas taxonémicas.
Sinénimo de Juniperus monosperma, vargracilis (Martinez, 1946; Farjon, 2005).

Quercus microphylla Née

Descripcion general
Género de la familia Fagaceae, el cual presenta una distribucion 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

gue Manos et al., (1999) han estimado que existen a nivel mundial.

Es una especie mexicana de encino enano (0.4-1 m altura) ramificado incluso en la

base del tronco. Estos arboles participan en la formacion y estabilizacion del suelo,

11



ya gue la mineralizacion de su hojarasca es excelente y forma agregados de suelo
estable y de buen tamafio, estas caracteristicas le confieren un papel muy

importante en la recuperacion y conservacion de los suelos.

Fenologia. Hojas 1-3 x 0.7-1.8 cm; caduco; coriaceo; eliptica mas o menos estrecha
u ovalada; flores pistiladas en un peddnculo tomentoso; La fruta es una bellota de

1-1.5 cm, globosa a ovoide.

Romero Rangel et al.,, 2014 y Vazquez, 2000 no documentan sinonimias para
Quercus microphylla, a diferencia de Valencia, 2004 que considera como tales a Q.
frutex var. Uhdeana (Trel). y Q. microphylla var. Uhdeana (Trel.), asi como
Gonzalez, 1986 y McVaugh, 1974 a Q. striatula (Trel).

Quercus pringlei Seemen ex Loes

Es un arbol que tiene menos de 2 m de altura, pero llega a alcanzar los 3 metros.
En arboles maduros la copa es redondeada con ramas largas irregularmente
dispuestas. Forma parte del matorral submontano ubicado en las laderas de Sierras

y serranias, en transicion con ecosistemas Xxericos.

Fenologia. - Hojas de 1.6-3 cm de largo, 0.5-1.3 de ancho, perennes, eliptica u
oblonga, rara vez lanceolada. Las flores se dan entre marzo y abril, la fruta es una

bellota ovoide o globosa de 1-1.2 cm

Prosopis glandulosa Torr.
Es un arbol mediano a pequefio, con corona redondeada y en cayado, ramas
pendientes con follaje ligero, y pares de espinas rectas en ramitas. Normalmente

alcanza de 5 a 9 m de altura, pero puede llegar a medir 14 m.

El arbol es apto para forraje de ganado y para lefia. Es también una excelente fuente
de néctar para abejas. Los agricultores de Estados Unidos de Norteamérica lo
consideran por lo general una maleza, puesto que esta especie ha invadido los

pastizales, habiéndose organizado intensos programas de erradicacién. Es
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interesante el hecho de que el ganado es el mayor factor de propagacion de la planta

en estos pastizales (Anénimo).

Fenologia.- Las hojas son caducas, de colores verdes brillantes y plumosos.
Pequefias flores fragantes de color amarillo verdoso aparecen en racimos densos
con forma de espiga que aparecen en abril y hasta agosto, durante los veranos
hamedos. Fruto una vaina larga, de color marron amarillento, algo aplanada y con
ligeras constricciones entre las semillas, comestibles por muchas especies animales

salvajes.

Dafios causados por Muérdagos
Los dafios causados por Phoradendron no son tan severos como los causados por
Arceuthobium, pero ciertas especies pueden llegar a provocar la muerte de su

hospedero.

El primer signo visible de la infeccion es la aparicién de pequefios brotes aéreos
que salen de la planta huésped. La infeccidon causa la reduccion del vigor por la
competencia por nutrientes y agua (Young y Olsen, 2003; y Mathiasen et al., 2008).

Entre los dafos que causa son:

% Reduccion del vigor por la competencia por nutrientes y agua (Young y Olsen,
2003 y Mathiasen et al., 2008).

% Reduccion de crecimiento en altura y grosor

% Reduce la cantidad de frutos y semillas

% Predispone el ataque de otros agentes, como insectos y hongos causantes de
pudricion.

% Reduce la capacidad fotosintética

% Afecta la estética del arbol

% Muerte descendente de ramas es un sintoma muy comun después de algun
tiempo, las ramas distales a la conexion del muérdago mueren; mientras que
el segmento de la rama proximal al punto de conexidbn permanece Vvivo y
continua suministrando agua y nutrientes al parasito. En muchos casos la

parte distal cae, quedando solo la rama soportando la planta de muérdago en
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la punta. La muerte de toda la parte alta del arbol es sintoma de una severa

infeccion.

/7
A X4

Predispone a los arboles afectados a un ataque intenso de insectos y hongos
gue pueden afectar cualquier otra parte vegetativa de la planta, asi como
debilitamiento en el tronco y ramas que llegan a sufrir quiebras y caidas por
el viento. Ademas de afectar gravemente la longevidad del arbol (Hawksworth
y Scharpf ,1974).

Los muérdagos y su Control bioldégico

Existen hongos que destruyen los tallos del muérdago, por lo que la plaga persiste
en el interior de las ramas o tallo; entre estos se encuentran: Wallrothiella
arceuthobii, que ataca los 6rganos florales femeninos evitando la dispersion de la
semilla; Colletotrichum gloesporoides que causa marchitez en los tallos;
Cylindrocarpon gilli  produce antracnosis (Baranyay y Khutson, 1978);
Aureobasidium pullulans y Alternaria alternata que se consideran agentes de
marchitez y muerte de los tallos del muérdago (Mark et al, 1976).

En México no existen trabajos especificos sobre podas de arboles infestados por
muérdagos verdaderos; sin embargo, Vazquez (1991) realizé dos tipos de podas en
varios individuos de mezquite severamente infestados con Psittacanthus sp: una
consistio en la eliminacion de la rama por arriba del tumor y la otra es la eliminacion
de la rama por debajo del tumor. Pasados dos afios y medio del tratamiento se pudo
observar que en los individuos en los que habia podado por arriba del tumor se
habian presentado brotes del muérdago después de 12 meses del tratamiento, por
otra parte se detecté una recuperacion general del arbol aunque con el tiempo se
volvi6 a parasitar y cuando se realiz6 la poda por debajo del tumor hubo un
excelente control del muérdago verdadero y una buena y permanente recuperacion

del hospedero.

El control bioldgico alcanza en la actualidad un gran auge dentro de la agricultura
ecologica como medida complementaria de una amplia ventaja, por no generar
efectos secundarios, como resistencia y contaminacién (Kolmans y Vazquez, 2002).

Las tendencias actuales en Cuba se enfocan hacia la lucha por alcanzar una
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agricultura sostenible, que presupone la éptima utilizacién de diversos métodos
técnicamente efectivos, econdmicamente viables y compatibles con el ambiente
(Fernandez Larrea, 1997), dentro de los que la lucha biologica tiene una

participacion preponderante.

El control biolégico ha adquirido gran interés para incluirse dentro del manejo
integrado de plagas y como una alternativa para reducir el uso excesivo de
plaguicidas. Dentro de esta estrategia de control los insecticidas biolégicos como
aquellos basados en virus, bacterias, hongos y nematodos entomopatdégenos, son
considerados como una alternativa prometedora ya que proporcionan mayor
seguridad a la salud del hombre y mayor especificidad hacia la plaga, por lo que su
impacto es menor sobre el medio ambiente. Las caracteristicas mas notables de
estos bioinsecticidas y que los hacen muy atractivos son su baja residualidad y la
baja probabilidad de que las 2 plagas desarrollen resistencia debido a la complejidad

de la interaccion entre los patdégenos con el insecto hospedero (Elésegui, 2006).

Las poblaciones de todos los organismos vivos son, en alguna medida, reducidas
por la acciéon natural de sus depredadores, parasitos, antagonistas y patdgenos.
Este proceso es llamado “control natural”; sin embargo, cuando la densidad de la
poblacién de una plaga es manipulada por el hombre se denomina control biologico,
y los agentes que llevan a cabo el control se denominan enemigos naturales
(Robinson et al., 1999, Eilenberg et al., 2001). Asi, los humanos pueden explotar el
control biolégico de varias maneras para suprimir las poblaciones de las plagas
(Dent, 2000).

Eilenberg et al. (2001) definen control biol6gico como el uso de organismos vivos
para suprimir la poblacién de una plaga especifica, haciéndola menos abundante o

menos perjudicial de lo que de otra manera podria ser.

Entre otras, las principales ventajas, y por lo tanto razones para usar métodos de
control biolégico son: 1) es ambientalmente respetuoso, bastante especifico, sin
efectos nocivos para los organismos no-diana; 2) es un método econdémico, la
relacion costo-beneficio es muy favorable; 3) ausencia de residualidad; 4) una vez

establecidos, los agentes naturales de control bioldgico pueden reproducirse por si
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solos, y en pocos casos se requiere de aplicaciones constantes (Dent, 2000;
Thacker, 2002; Hajek, 2004).

Las caracteristicas de un buen organismo para biocontrol de acuerdo a Coppel y
Mertins (1977) tienen que tener especificidad de hospederos y compatibilidad con
la fisiologia del hospedero y de acuerdo a Mcevoy (1996), es recomendable que las
pruebas de patogenicidad y selectividad se hagan en todas las plantas o cultivos de

la regidn donde se pretende usar el potencial organismo biocontrolador.
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MATERIALES Y METODOS

El procedimiento consto de tres fases fundamentales resumidas en el siguiente
Diagrama.

entificacion
las especie
presentes del
muerdago en las
areas de estudio

entificacion hongos
sociados al muérdago
horadendron

Bioensayo de

patogenicidad y
selectividad con

hongos asociado
a Phoradendro

Tabla 1. Pasos fundamentales de la investigacion de este trabajo.

Identificacidn de las especies de muérdago en las areas de
estudio.

Las Areas de estudio fueron dos, La presa “El Tulillo” y la sierra de Zapalinamé. La
Presa “El Tulillo”, del Municipio de General Cepeda, se localiza en las coordenadas
geograficas 101° 26’ 08.1” de Longitud oeste y 25° 40’ 14.8” de latitud Norte a una
altitud de 1123 msnm. Esta area de mezquital se encuentra infestada de muérdago
Phoradendron tomentosum. Y la Sierra de Zapalinamé del Municipio de Arteaga,
region delimitada por los paralelos 25' 09'y 25' 16' de latitud norte y los meridianos
100" 20' y 100" 35' de longitud oeste. Esta area tiene encinos infestados por P.
tomentosum y P. lanceolatum. Las especies forestales ya mencionadas se

identificaron con la ayuda del especialista en Taxonomia vegetal, el Dr. José Angel
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Villarreal Quintanilla, del Herbario ANSM de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro.

Identificacién Morfoldgica
La identificacion morfolégica de los muérdagos se hizo por medio de las claves de
Kuij, (2003), Marroquin (1976), Rzedowski (2006) y Cibrian, et al., (2007).

Identificacién de hongos asociados al muérdago Phoradendron sp.

Colecta de material vegetal
Se realizaron colectas de muérdago en los dos sitios de muestreo en donde se

detectaron los arboles que tenian plantas parasitas y que presentaban sintomas y
signos de hongos. Se colectaron hojas y se transportaron al laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN) en bolsas de polietileno dentro de hieleras para
conservarlas frescas y después sembrar las hojas con signos y sintomas de hongos
en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA).

Crecimiento de hongos asociados y purificacion

Se prepard Papa Dextrosa Agar (PDA) en cajas Petri siguiendo las indicaciones del
fabricante. Primeramente se lavaron las hojas de muérdago y se cortaron en
pedacitos pequefios para luego ponerse a desinfectar en una solucién de hiploclorito
al 3% en una caja petri durante 3 minutos, después de transcurrido ese tiempo se
pasaron con una pinza estéril a otra caja Petri con agua destilada estéril otros 3
minutos para enjuagarlos. Enseguida nuevamente bajo condiciones estériles se
pusieron a secar los pedacitos de hoja en sanitas. Ya seco el material, con una pinza
estéril se sembro en cajas Petri con PDA. Estas cajas se sellaron con parafilm y se
pusieron en la incubadora a 25°C durante varios dias hasta que crecio el hongo.
Después los hongos se aislaron por medio de la técnica de punta de hifa en PDA 'y
se procedid a su identificacidbn morfolégica. Las cepas aisladas se guardaron en

tubos Eppendorf con glicerol de acuerdo a Ladino Rey et al., (2016).
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Identificacién Morfolégica de Hongos
Los hongos se identificaron por medio de las claves de Abad, (2002); Neergaard,
(1977) y Barnett y Hunter (1998).

Identificacién Molecular de Hongos

También se realizé una identificacién molecular de los hongos, la cual fue hecha por
medio de la extraccion de ADN por el método de CTAB (Posso et al., 2009) y se
amplific6 mediante PCR (Murray y Thompson 1980) usando los primers ITS4 e
ITS5, La mezcla de reaccion fue la siguiente: 1 pl de agua destilada estéril, 10 pl de
mastermix 2X (Genscript), 4 pl de cada primer (10 uyM), y 1 pl de ADN. Las
condiciones de reaccion fueron: una desnaturalizacién inicial a 95° C 5 min, seguido
de 43 ciclos de desnaturalizacion a 95°C 30 seg, alineamiento a 56.1°C 30 seg. y
extension a 72°C 1 min, terminando con una extension finala 72 °C 10 min. La PCR
se realizé en un termociclador Px2 (Thermo electron corporation). Los productos de
PCR obtenidos se mandaron a secuenciar y las secuencias obtenidas se
compararon con la informacion del GenBank usando la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) que se encuentra en la direccion

www.ncbi.nlm.nih.gov.

Material vegetal
Se colectaron muérdagos (Phoradendron tomentosum, P. lanceolatum y P.

densum) sanos sin ningun signo y sintoma de enfermedad, frescos y verdes, asi
como también los arboles forestales hospederos del muérdago (Prosopis
glandulosa, Quercus pringlei, Q. microphylla y Juniperus angosturana) en las dos

areas de estudio.

Incremento del inoculo en arroz: Para aumentar el inoculo (esporas) de cada uno
de los hongos aislados e identificados de los muérdagos bajo estudio, se prepar6
una suspension de esporas ya que la preparacion se realiz6 de tal manera:
poniendo cinco explantes de muérdago que se encontraban en el medio de PDA
con micelio esporulado en 10 ml de agua destilada estéril agitando manualmente
para desprender las esporas e inocular el arroz, de acuerdo a la técnica reportada

por Gutiérrez et al.,1995.
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Preparacion de la Suspension de esporas

Primera suspension para inocular el arroz. Esta suspension se hizo para cada
hongo ya identificado y aislado, los cuales fueron 5 diferentes: (Alternaria alternata,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium acuminatum, Curvularia hawaiiensis y
Nigrospora sphaerica). Para cada uno se hizo lo siguiente: se obtuvo el micelio y las
esporas raspando el PDA con una cucharita de plastico de 10 cajas Petri, se trasfirio
todo a 100 ml de agua destilada y se mezclé muy bien. Esta suspension se filtré en
una malla de organza para separar el micelio y todo lo que quedo en la organza se
tird, quedandonos solo con una suspension de esporas, de la cual se trasporto a
una camara de Neubauer para contar las esporas en el microscopio compuesto.
Para que quedara la concentracion 1 X 10’ esporas/ mL se usoé la férmula C1 V1 =
C2 V2. Yarealizado lo anterior, con 10 ml de la suspension, se inocularon las bolsas
de arroz de 400 gr lavado y esterilizado. Este arroz se incubé a 25° C por

aproximadamente tres semanas para que crecieran los hongos ya mencionados.

Segunda suspensién para inocular las hojas de muérdagos y hospederos.-

La suspension de esporas se realizdé con los hongos que ya habian crecido y
esporulado en el arroz, lo que se hizo fue solamente lavar el arroz con agua
destilada estéril y filtrar el arroz en organza, para quedarnos con la suspensiéon de
esporas, a la cual nuevamente se le contaron las esporas en una camara de
Neubauer al microscopio compuesto, y a partir de la férmula C1 V1= C2V2 se hizo la
suspension de 1 X 107 esp/mL para cada hongo, cabe mencionar que a esta
suspension de esporas, se le adiciond 0.05% de surfactante Bionex para que
actuard como agente de dispersion de las esporas. Hecho lo anterior con esta
suspensién, se inocularon las hojas tanto de muérdagos como de arboles

hospederos, de acuerdo a la siguiente técnica.

Bioensayo (Bafuelos and Mayek, 2008)

En condiciones de asepsia con lamparas de alcohol, las hojas del material vegetal
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante 3 minutos, y se enjuagaron
en agua destilada estéril colocandose en papel secante esterilizado. Se
acomodaron individualmente con el enveés hacia arriba en cajas Petri que contenian

papel filtro estéril humedecido con agua destilada estéril. A cada hoja se le coloco
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1 ml de la suspension de esporas correspondiente o un ml de agua, usando una
micropipeta. Se midié diariamente la longitud de la necrosis provocada en la hoja
(en cm) por medio de un vernier electronico hasta que la lesion cubrid

completamente la hoja.

Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial de 5x7
siendo el primer factor el nUmero de hongos a probar (Fusarium acuminatum,
Alternaria alternata, Colletotrichum gloesporoides, Curvularia hawaiiensis y
Nigrospora sphaerica) y el segundo las especies de plantas a infestar (Especies de
muérdago: Phoradendron tomentosum, P. lanceolatumy P. densum y hospederos
forestales del muérdago: Quercus microphylla, Juniperus angosturana, Quercus
pringlei y Prosopis glandulosa) mas un testigo al que solo se le aplico agua

destilada. Cada tratamiento consistio de 15 repeticiones.

Analisis estadisticos

A los datos obtenidos se les realiz6é un andlisis de varianza con nivel de significancia
de 0.05 mediante el sistema estadistico R. Se desarroll6é una prueba de permutacion
estadistica para comparar pares de cepas de hongos a lo largo de la infeccion. El
estadistico de prueba (media t) es el estadistico t de dos muestras para comparar
el avance de la necrosis entre los dos grupos en cada dia, promediados a lo largo
del curso de la infeccién (Zerbe and Murphy, 1986). Dicha prueba de permutacién

se realiz6 mediante el programa estadistico R.
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RESULTADOS

Identificaciéon morfolégica y molecular del material vegetal y fungico.

En la Presa “El Tulillo” se encontré una especie de Phoradendron parasitando a

Prosopis glandulosa, mientras que en la Sierra de Zapalinamé se encontraron tres

especies de muérdago parasitando tres especies forestales, como se puede

apreciar en el Cuadro 1y figura 3.

Cuadro 1. Nombre cientifico de cada una de las especies de hongos

asociados alos muérdagos y sus hospederos forestales.

Sitio de Especie forestal Especie de Género(s) de hongo(s)
colecta hospedera Phoradendron asociado(s)
parasita
Sierra de Quercus P. lanceolatum Fusarium acuminatum
Zapalinamé | microphylla Née Engelm. Ex A. Ellis&Everh
Gray
Juniperus P. densum Torr. Alternaria alternata (Fries)
angosturana Ex Trel. Keissler
R.P. Adams
Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.)
Penz. y Sacc.
Quercus pringlei P. tomentosum Curvularia hawaiiensis
Seemen (DC.) ex Engelm Manamgoda, L. Cai, K. D.
Hyde.
Presa “El
Tulillo” Prosopis P. tomentosum Nigrospora sphaerica

glandulosa Torr.

(DC.) Engelm.

(Sacc.) Mason
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Figura 3. Especies forestales parasitadas por Phoradendron spp. A.-
Phoradendron lanceolatum en Quercus microphylla B.- Phoradendron densum en
Juniperus angosturana C.- Phoradendron tomentosum en Quercus pringlei. D.-
Phoradendron tomentosum en Prosopis glandulosa. Fotos A, By C tomadas en la
Sierra de Zapalinamé. Foto D tomada en la presa “El Tulillo”.

Los hongos asociados a las especies de muérdago bajo estudio fueron en total

cinco, los cuales se muestran también en el Cuadro 1y la Figura 4.

23



Figura 3. Hongos asociados a muérdagos del género Phoradendron. A:
Colletotrichum gloeosporioides aislado de P. densum; B: Curvularia hawaiiensis
aislado de P. tomentosum; C: Alternaria alternata aislada de P. densum; D:
Fusarium acuminatum de P. lanceolatum; E: Nigrospora sphaerica de P.
tomentosum.

La identificacibn molecular de los hongos corrobor6 la identificacion morfolégica

hecha mediante las claves taxonémicas.

Bioensayo de patogenicidad y selectividad con hongos asociados

Los 5 hongos inoculados a las diferentes especies de muérdago causaron necrosis,
llegando este sintoma a llenar toda la hoja. Sin embargo, en el analisis de varianza
no hubo diferencias significativas. En las hojas de los arboles no hubo presencia de
necrosis ni otro sintoma asociado con la inoculacién de los hongos usados. A
continuacion se presentan las imagenes con ausencia y presencia de sintomas
(Figuras 5 y 6) en especies forestales y muérdagos respectivamente, por la
inoculacién del hongo Fusarium acuminatum.
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2N
Figura 5. Hojas de las especies forestales a los 4 dias después de la
inoculacion con Fusarium acuminatum sin dafio asociado a la inoculacion. A:
Quercus pringlei; B: Prosopis glandulosa; C: Juniperus angosturana y D: Quercus

microphylla.
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Figura 6. Hojas de Phoradendron a los 4 dias después de la inoculacion con
el hongo Fusarium acuminatum necrosadas totalmente. A: P. tomentosum de
Quercus pringlei; B.- P. tomentosum de Prosopis glandulosa; C: P. lanceolatum de

Q. microphylla'y D: P. densum de Juniperus angosturana.

A pesar de no haber diferencias significativas en el andlisis estadistico, la prueba
de permutacion permiti6 determinar que si se puede distinguir un patron de
agresividad de las diferentes especies de hongos hacia los muérdagos inoculados.
Fusarium acuminatum fue el hongo que lleno mas rapido las hojas de los muérdagos
seguido de Alternaria alternata. Los hongos que le siguen, en orden descendente
de agresividad son Curvularia hawaiiensis, Colletotrichum gloeosporioides y

finalmente Nigrospora sphaerica (Figura 7).
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Figura 7. Curso de lainfeccidon en hojas de muérdago causada por los hongos

probados en este estudio. En el eje vertical, crecimiento en mm.
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DISCUSION

Las especies de Phoradendron y sus respectivos arboles hospederos estudiados
en el presente trabajo ya han sido reportados por varios autores para las dos zonas
bajo estudio (Correll y Johnston, 1970; y Henrickson y Johnston, 1997, citados por
Villarreal y Castillon, 2008). Estas especies también se encuentran dentro de la
coleccion del herbario ANSM de la UAAAN y son fuente de informacién sobre flora

y vegetacion del area.

La prueba de patogenicidad in vitro realizada en el presente estudio muestra que
las cepas de hongos encontradas provocan necrosis solo al muérdago y no a los
arboles forestales dentro de los primeros 4 dias del bioensayo. Estos resultados
estan en concordancia con la bibliografia, ya que no se encontraron reportes que
asociaran a Fusarium acuminatum, Alternaria alternata, Colletotrichum
gloesporoides, Curvularia hawaiiensis o Nigrospora sphaerica como agentes
causales de enfermedades en Quercus microphylla, Juniperus angosturana,
Quercus pringlei y Prosopis glandulosa. Estos resultados son alentadores para
determinar a las cepas como posibles candidatos para desarrollar un bioherbicida
contra Phoradendron ya que éstos deben tener especificidad a hospederos (Coppel
y Mertins, 1977). Sin embargo, de acuerdo con Dent (2000) Thacker (2002) y Hajek
(2004), es necesario probar dosis en pruebas en campo para poder definir
realmente cual serd el dafio y como funcionara, ya que en el campo podemos
encontrar diversos factores como la temperatura, la humedad o el medio ambiente
que no podrian ser favorables a nuestra cepa de hongo, o se podria correr el riesgo
de no combatir en su totalidad al muérdago, o de encontrarnos con algunos otros
factores como incrementar dafos a la flora asociados a los arboles forestales

hospederos.

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos
en el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados
oportunistas. Las especies fitopatdgenas de Fusarium afectan avena, cafa de
azucar, arroz, cacao, mango y tomate, entre otros cultivos (Pérez Vicente, 2014).
Se ha encontrado con frecuencia en Europa, (Boari and Vurro, 2003), donde la
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mayor parte de las especies previamente aisladas y propuestas para el control de
malezas parasitas pertenece a Fusarium spp y también han encontrado que éste
hongo produce siete toxinas que hacen que la maleza parasita no germine, siendo
éstas: fusarenon X, nivalenol, doxynivalenol, T-2 Toxin, HT-2 toxin,
diacetoxyscirpenol y neosolaniol (Bozoukov y Kouzmanova, 1994 y Amsellem et
al., 2001).

Otras especies de Fusarium que se usan también como controles de malezas son
Fusarium orobanches, con buenos resultados contra Orobanche sp (planta parasita
de Europa) en campos de soya y melon (Wang, 1986). Por su parte Fusarium
moniliforme controla Rottboellia cochinchinensis, maleza de la familia de las
Gramineas (Alan et al., 1995). De acuerdo a lo anterior, Fusarium acuminatum
podria ser un buen candidato para biocontrol del muérdago dada su mayor
agresividad. En la bibliografia hay reportes de casos de control de maleza exitosos
con especies de éste género, sin embargo, F. acuminatum es una especie invasora
secundaria de raices, tallos y hojas de una amplia gama de plantas que se
encuentran en climas templados y tropicales en el mundo (Marasas et al., 1984), lo
que podria influir negativamente en la selectividad del hongo al realizar pruebas de
campo y evaluarlo con la flora asociada a las zona donde se pretende llevar a cabo
el control de Phoradendron. Una alta selectividad es una de las caracteristicas

necesarias y fundamentales para un buen bioherbicida.

El género Alternaria tiene especies cosmopolitas que se encuentran en un amplio
rango de productos y materiales. Cuando son patdgenas reducen el rendimiento de
las cosechas o afectan a los vegetales almacenados (Andersen et al., 2001). Varias
especies también han sido evaluadas como control biolégico como Alternaria
macrospora en plantas de la familia Malvaceae donde Anoda cristata es la mas
susceptible de las especies probadas (Waker Scimbato, 1979 citado por Iracheta
Cardenas, et al., 1992).

Alternaria alternata ya ha sido reportado como fitopatdogeno de varios muérdagos,
como de Psittacanthus, donde produce mancha foliar en las hojas mas viejas y tizon

en ramas jovenes (Vazquez, et al., 2006). También se ha encontrado en los géneros
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de muérdago Arceuthobium, Viscum y Phoradendron (Gelils, et al., 2002). También
ha sido reportado sobre Phoradendron macrophyllum (Paz, et al., 2013, datos no
publicados). Han reportado ademas tres cepas de Alternaria alternata (VAS 202,
VAS 205 y VAS 217), que junto con Acremonium kiliense, fueron los hongos més
efectivos al causar necrosis en las hojas de Viscum album, el muérdago Europeo
(Kotan et al., 2013).

Tomando en cuenta esta informacion y la prueba de permutacion, Alternaria
alternata puede ser un buen candidato para control biolégico de P. densum, P.

lanceolatum y P. tomentosum.

Colletotrichum gloeosporioides comunmente es aislado de los muérdagos enanos
(género Arceuthobium) en los Estados Unidos de América y provincias occidentales
de Canada (Kope, et al., 1997). Con este hongo se han desarrollado bioherbicidas
para manejar a A. tsugense y A. americanum Yy tiene tres formulaciones
comerciales, uno es el llamado “Colego”, el cual controla la maleza Aeschinomene
virginica en campos de arroz y soya en Estados Unidos (Te Beest & Templeton,
1985), otro es llamado “Biomal” que controla la maleza Malva pusilla en Lentejas en
Canada y uno mas llamado “Velgo” que es una formulaciéon de Colletotrichum
coccodes para el control de Abutilon theophrasti en maiz y soya (Greaves y
MacQueen, 1990). Con base en estos antecedentes se puede considerar que C.

gloesporioides es un buen candidato para bioherbicida.

Las especies de Curvularia son capaces de ser patdgenos facultativos de las
plantas y del suelo (An6énimo, 2003). Pueden causar diferentes tipos de dafios en
hojas, tallos, flores y semillas, que abarcan desde pequefias manchas hasta
lesiones de mayor tamarfo (Cansada et al., 1991) Estas afectaciones abarcan un
gran numero de cultivos, muchos de ellos de gran importancia econémica (Bonilla
et al., 1999). Es conocido que Curvularia es un patégeno foliar en varios pastos en
Estados Unidos de América como Festuca arundinacea, Cynodon dactylon, Zoysia
japonica y Eremochloa ophiuroides en los cuales provoca lesiones de hojas
irregulares de color verde pardusco o negro causando un declive general y muerte

de las puntas del césped (Mirabolfathi y Ershad, 2006). Algunas especies de
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Curvularia han sido evaluadas para usarse como control biolégico en zacate
Johnson (Sorgum halepense), pero han mostrado ser poco virulentos (Iracheta et
al., 1992). No hay informacion bibliografica sobre alguna especie de Curvularia

encontrada en muérdagos y que haya sido evaluada como biocontrol.

Nigrospora sphaerica es comun en varias frutillas de diferentes partes del mundo.
Causa varias enfermedades en China como la enfermedad de tiro de municion en
Mora en donde mancha las hojas dando lugar después a una apariencia de “agujero
perforado”. (Chen, et al., 2018) También causa tizon de la hoja en la conifera
Cunninghamia lanceolata (Xu y Liu, 2017). Igualmente causa la mancha de la hoja
en el kiwi (Chen, et al., 2016). En Georgia (USA) N. sphaerica causa la mancha de
la hoja de la calabaza Lagenaria siceraria conocida en México con el nombre comun
de guaje, una planta trepadora de la familia de la Cucurbitaceas (Li, et al., 2016).
En Irag N. sphaerica se aislo a partir de hojas de palmera datilera los cuales
mostraron sintomas severos de la mancha de la hoja y el tallo. (Mohammed A. et
al., 2013). Al igual que el género Curvularia, no hay informacion bibliogréafica sobre
alguna especie de Nigrospora encontrada en muérdagos y que haya sido evaluada

como biocontrol.

Aunque no exista informacion donde se halla usado alguna especie de Curvularia o
Nigrospora como biocontrol de muérdagos, es necesario realizar pruebas de
patogenicidad en campo y de selectividad con flora asociada a los sitios de
muestreo para descartar o incluir a Curvularia hawaiiensis y Nigrospora sphaerica

como potenciales agentes de biocontrol.

Los resultados muestran que se acepta la hipétesis de este trabajo, ya que las cinco
cepas de hongos fueron patogénicas y especificas a Phoradendron spp. En las

pruebas in vitro.
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CONCLUSIONES

Se aislaron 5 hongos fitopatdogenos de las especies de Phoradendron encontradas
en la Presa “El Tulillo” y en la Sierra de Zapalinamé, que fueron: Fusarium
acuminatum de P. lanceolatum; Alternaria alternata 'y Colletotrichum gloeosporioides
de P. densum; y Curvularia hawaiiensis y Nigrospora sphaerica de P. tomentosum.
En nuestro conocimiento, todas las especies de hongos encontrados en las
especies de Phoradendron respectivas son reportes nuevos para las especies del

mueérdago estudiado.

Las pruebas de selectividad in vitro realizadas con las cinco cepas de hongos
mostraron ser patdogenas para Phoradendron tomentosum, P. lanceolatum y P.
densum, y no patdégenas para las especies de arboles forestales parasitadas por el
muérdago (Prosopis glandulosa, Quercus microphylla, Juniperus angosturana vy

Quercus pringlei).

Aunque no se hubo diferencias estadisticamente significativas, la prueba de
permutacion permitié distinguir un patrén de agresividad de las diferentes especies
de hongos hacia los muérdagos inoculados, siendo Fusarium acuminatum vy

Alternaria alternata los mas agresivos.

Alternaria alternata y Fusarium acuminatum son buenos candidatos para desarrollar
un bioherbicida para Phoradendron, con base en las pruebas de permutacion y la

bibliografia consultada.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo las pruebas de patogenicidad y selectividad de los hongos asociados
al muérdago se hicieron solo en condiciones in vitro. Se recomiendan pruebas en
campo para verificar el dafio que podria causar en otras especies de flora asociada
a las zonas bajo estudio y evaluar el impacto ecolégico. Se deben realizar
bioensayos con cultivos, ademas de estudiarse a fondo al muérdago, por ejemplo
saber qué metabolitos son los que estan causando la necrosis, su fiosioquimica, en
fin, para saber el potencial de lo que asperjamos. Este trabajo, deja mucho por
estudiar ya que también la cepas de los hongos ha necrosado a plantas asociadas
a los arboles forestales. Se podria decir que es una hipotesis de un nuevo trabajo
de investigacion. Se recomienda también no descartar ninguna de las especies
encontradas (Fusarium acuminatum, Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides, Curvularia hawaiiensis y Nigrospora sphaerica) ya que los
comportamientos y resultados en la agresividad pueden diferir entre las pruebas de
laboratorio y campo debido a las condiciones de crecimiento bajo control y medio
ambiente, respectivamente. Y seguir probando a campo abierto para su control y
seguir realizando bioensayos, para asi aplicar masivamente a campo y probar
nuevamente que nuestra cepa que seria Alternaria alternata, no causa dafo alguno
y aprobarlo como un bioherbicida y poder obtener una patente. Aunque no queda
de mas probar con Fusarium acuminatum que fue el que también necrosé ya que

en la curva de crecimiento necrético se pudo observar.
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