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RESUMEN

Los pinos constituyen un recurso forestal estratégico en México; sin embargo, algunas
especies presentan distribucion restringida y alto riesgo de extincion por ejemplo Pinus
culminicola es un pino arbustivo endémico del noreste de México, catalogado en la
categoria de Proteccion especial y distribuido unicamente en tres localidades de los
estados de Coahuila y Nuevo Ledn. Debido a la limitada informacion sobre su sanidad y
calidad fitosanitaria, el presente estudio tuvo como objetivo identificar los hongos
asociados a las semillas y evaluar el efecto antagonista in vitro de agentes de control

bioldgico.

Se analizaron 500 semillas para determinar el porcentaje de germinacion, el cual fue de
28%. Los hongos asociados se aislaron mediante técnicas convencionales y la
identificacion morfolégica fue corroborada molecularmente mediante la amplificacion de
la region ITS del ADN ribosomal. Se identificaron los siguientes patdégenos con sus
respectivos porcentajes de incidencia y similitud molecular: Fusarium oxysporum (39%
de incidencia; 100% de similitud), Alternaria alternata (40.2%; 99.81%) y Trichothecium

roseum (19.8 %; 99.76%).

El potencial antagonista contra los hongos asociados se evalué mediante cultivos duales
utilizando Trichoderma harzianum y Bacillus amyloliquefaciens, con diez repeticiones por
tratamiento. Los porcentajes de inhibicidon se analizaron mediante ANOVA 'y comparacion
de medias de Tukey (p < 0.05). T. harzianum mostrd porcentajes de inhibicion de 53%
frente a F. oxysporum, 58% contra A. alternata y 82% contra T. roseum. Por su parte, B.

amyloliquefaciens registrod 37%, 46% y 79% de inhibicion, respectivamente.



Los resultados confirman la presencia de hongos fitopatdgenos con alta incidencia en
semillas de P. culminicola y evidencian el potencial de ambos agentes como alternativas
de control biolégico in vitro, destacando T. harzianum por su mayor eficacia antagonista.
Este estudio aporta informacién fitosanitaria relevante para la conservacion y manejo de

esta especie forestal en riesgo.
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INTRODUCCION

Los pinos constituyen uno de los componentes mas representativos de la biodiversidad
forestal de Meéxico, desempefiando un papel fundamental en la estructura vy
funcionamiento de los ecosistemas templados. Estas especies participan activamente en
procesos ecologicos esenciales como la regulacion hidrica, la conservacion del suelo y
el mantenimiento de la diversidad biologica (Santillan, 2021). Dentro de este grupo, el
geénero Pinus presenta una amplia diversidad en el territorio nacional, posicionando a

México como uno de los principales centros de diversificacion del género a nivel mundial.

Pinus culminicola Andresen & Beaman es una especie arbustiva de pino pifionero,
endémica del noreste de México, considerada rara y de distribucion restringida. Se
caracteriza por su habito achaparrado y crecimiento rastrero, formando comunidades
densas en ambientes de alta montafia. Su distribucion se limita a tres localidades
principales: el Cerro del Potosi en Nuevo Leon, y el Cerro ElI Coahuilon y Sierra La
Martha—El Morro en Coahuila, a altitudes superiores a los 3000 m s.n.m (Manzanilla,

2017).

Debido a la reduccién de sus poblaciones y a su limitada distribucion geografica, la
especie se encuentra catalogada como En Peligro (P) en la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010. Entre los principales factores de riesgo se han senalado
incendios forestales, perturbaciones antropicas y cambios en el uso del suelo. Sin

embargo, otras posibles causas de deterioro, como la incidencia de patdogenos asociados



a semillas, han sido poco estudiadas, lo que representa un vacio importante en el

conocimiento fitosanitario de la especie.

Las enfermedades de las plantas constituyen un factor determinante en la dinamica y
composicidon de los ecosistemas, ya que pueden reducir drasticamente las poblaciones
susceptibles dentro de una region determinada (Agrios, 2005). Un ejemplo histérico de
gran impacto es la desaparicion del castafio americano (Castanea dentata) a causa del
tizon del castafio, provocado por Cryphonectria parasitica, evento que transformoé
profundamente los bosques del este de Norteamérica. Este antecedente evidencia el
potencial devastador de los patdégenos forestales cuando interactuan con hospedantes

altamente susceptibles.

En las pinaceas, la mayoria de las enfermedades son ocasionadas por hongos
fitopatégenos, favorecidos por condiciones de humedad y temperatura caracteristicas de
los ecosistemas. Las semillas representan un importante reservorio y via de dispersion
de estos microorganismos, facilitando la transmision vertical y horizontal de patégenos
(Agarwal & Sinclair, 1997). Entre los géneros de mayor relevancia en coniferas destaca,
particularmente Fusarium circinatum, agente causal del chancro resinoso del pino,
enfermedad que puede provocar marchitez, deformaciones y mortalidad en diversas

especies (Cibrian Tovar, 2008).

Tradicionalmente, el manejo de enfermedades forestales ha dependido del control
quimico, el cual ofrece resultados rapidos; sin embargo, su uso intensivo puede generar
resistencia en los patdgenos y efectos negativos sobre el suelo y la biota asociada (Cook
& Baker, 1983). Ante esta problematica, el control biologico ha emergido como una

alternativa sustentable basada en el uso de microorganismos benéficos capaces de

2



inhibir el desarrollo de patogenos mediante mecanismos como competencia, antibiosis y
micoparasitismo. Entre los agentes mas estudiados destacan especies del género
Trichoderma y bacterias del género Bacillus, particularmente Trichoderma harzianum y
Bacillus amyloliquefaciens, los cuales han demostrado eficacia en la supresion de

diversos hongos fitopatogenos (Galindo, 2023).

En este contexto, resulta necesario generar informacién fitosanitaria que permita
comprender el papel de los hongos asociados a semillas de P culminicola,
especialmente considerando su estatus de conservacion y su distribucion restringida en

ecosistemas de alta montana.



Objetivo general

Identificar los hongos portados en las semillas de P. culminicola y control in vitro con T.
harzinumy B. amyloliquefaciens.

Objetivos especificos

1. Identificar los hongos presentes en las semillas de Pinus culminicula de Arteaga,

Coahuila.

2. Evaluar la inhibicion in vitro de T. harzianum y B. amyloliquefaciens contra los

patogenos de las semillas de P. culminicula.
Hipotesis
Se espera encontrar a menos un hongo patégeno asociado a semillas de P. culminicula

y que al menos una especie de antagonistas controle eficientemente los hongos

asociados a las semillas de P. culminicola en condiciones de laboratorio.



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes y Distribucién de Pinus culminicola

Pinus culminicola fue descrita en 1961 a partir del estudio de ejemplares localizados en
el Cerro del Potosi, Nuevo Ledn, una de las zonas montafiosas mas elevadas del noreste
de México. Posteriormente, su presencia fue documentada en otras regiones, como la
Sierra La Marta, en Coahuila, en 1972, y en San Antonio de las Alazanas, también en
Coahuila, en 1975. En todos estos registros se observé que la especie no forma
asociaciones puras, sino que aparece mezclada con otros componentes de la
vegetacion. En 1979, se recolectaron individuos en la Sierra La Viga, Coahuila, a una
altitud aproximada de 3 300 metros sobre el nivel del mar; sin embargo, en ese momento
no se registrd informacion detallada sobre las condiciones ambientales del lugar. En ese
entonces se consideraba que su distribucion en esta sierra era restringida y se limitaba

exclusivamente a la ladera sur del Cerro La Viga (Sanchez Silva et al., 1990).

La forma de crecimiento de P. culminicola es parecida a la de otros pinos enanos de
regiones montafosas del mundo, como P. mugo en Europa y P. pumila en el noreste de
Asia, este habito achaparrado es el resultado de su adaptacion a condiciones
ambientales extremas, caracterizadas por vientos intensos, temperaturas bajas, suelos
poco desarrollados y una temporada de crecimiento muy corta. Los suelos donde se
establece la especie son, en su mayoria rocosos y calcareos. Aunque el conocimiento
detallado del clima en estos espacios es poco debido a la ausencia de estaciones
meteoroldgicas, se infiere que la precipitacion es considerable y que una parte importante

ocurre en forma de nieve. En el cerro del Potosi P. culminicola puede formar extensas



areas dominadas por individuos muy proximos entre si, acompanados a veces por
ejemplares dispersos de P. hartwegii. Esta coexistencia sugiere que el limite climatico
para el desarrollo de arboles aun no se alcanza completamente en esta zona, incluso
cerca de los 3 700 metros de altitud. En altitudes ligeramente menores, como en la sierra
la Marta, la especie se integra en comunidades de matorral de montafa junto con encinos
(Quercus spp.), Arctostaphylos, Ceanothus, Agave y diversas especies de pastos. En el
cerro la Viga y la sierra de Arteaga, en Coahuila, se ha registrado una vegetacion similar,
aunque con la presencia adicional de géneros como Abies y Pseudotsuga, los cuales
crecen de forma dispersa junto a P. culminicola. Finalmente, se ha documentado que la
dispersion del polen en el Cerro del Potosi ocurre hacia finales de julio, a una altitud de
aproximadamente 3 690 metros, lo que refleja una fertilizacion tardia y confirma la
existencia de una temporada de crecimiento breve, propia de los ambientes de alta

montafa (Farjon, 2019).

A lo largo de los ultimos afios, se ha registrado una disminucidn preocupante de la
superficie ocupada por P. culminicola, este fendbmeno se vincula a la intensificacion de
diversas actividades antrépicas. Entre los principales factores que han contribuido a esta
reduccion destacan las explotaciones forestales, que han modificado de manera
significativa la estructura y composicion del habitat; la ganaderia extensiva, la cual ha
generado procesos de degradacion del suelo y alteracion de la cobertura vegetal; asi
como la apertura y construccion de caminos, que fragmentan el territorio y facilitan el
acceso a zonas previamente conservada. A ello se le suma la instalaciéon de
infraestructura destinada a las telecomunicaciones, que implica en ello la remocién de la

vegetacion y cambios en el paisaje natural. En conjunto, estas acciones han ejercido una



presidn constante sobre los ecosistemas donde se desarrolla P. culminicola, provocando
una reduccion notable de su area de distribucion y representando un riesgo para su

conservacion a largo plazo (Manzanilla, 2017).

Clasificacion Taxonémica

Reino: Plantae
Division: Spermatophyta
Subdivisién: Gymnospermae
Orden: Coniferales
Familia: Pinaceae
Género: Pinus

Especie: culminicola Andresen y Beaman (Perry, 1991).

Descripcion botanica de Pinus culminicola

Fuste: Arbustivo, de uno a cinco metros de alto, corteza; delgada, escamosa, con placas
pequefias e irregulares de color café-gris; Ramillas delgadas pero rigidas, con pequefias,
decurrentes y persistentes bases de las hojas (de los fasciculos); fasciculos extendidos

a erectos que persisten por dos o tres afos.

Aciculas: En fasciculos de cinco (muy raro de cuatro a seis), de tres a cinco centimetros

de longitud, de entre 0.9 y 1.3 milimetros de ancho, margenes casi enteros, estomas solo



en las dos caras interiores, en franjas de color blanquecino; las escamas de la vaina de

los fasciculos retrayéndose antes de caer.

Conos: Solitarios o en pares, con pedunculos cortos, deciduos, generalmente mas

anchos que largos cuando se abren de tres a cinco centimetros.

Escamas del cono: De 40 a 60, sélo de 10 a 20 son fértiles, irregulares, delgadas,

flexibles, con profundas cavidades donde se encuentran las amplias semillas.

Rango de altitud: De 3 000 a 3 700 metros sobre el nivel del mar (Aguirre & Yerena,

2010).

Importancia de la especie

Pinus culminicola se encuentra en La Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-1994, la
cual determina que las especies y subespecies de flora y fauna silvestres terrestres y
acuaticas en peligro de extincidon, amenazadas, raras y las sujetas a proteccion especial,

y establece especificaciones para su proteccion.

P. culminicola se encuentra posicionada de la siguiente manera:

Familia Género Especie Categoria

Pinaceae Pinus culminicola Pr*

Pr* = Sujetas a proteccion especial endémica.



Pinus culminicola es una conifera microendémica restringida principalmente al Cerro El
Potosi, en la Sierra Madre Oriental (Nuevo Ledn, México), donde forma matorrales
subalpinos por encima de los 3,000 m. s.n.m. Debido a su distribucién geografica
extremadamente limitada, tamafo poblacional reducido y alta susceptibilidad a
perturbaciones como incendios forestales y efectos del cambio climatico, plagas, la
especie esta clasificada como En Peligro (Endangered, EN) en la Lista Roja de la Uni6n
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN). A nivel nacional, se
encuentra incluida en la NOM-059-SEMARNAT-2010 bajo categoria de riesgo, lo que
reconoce su vulnerabilidad y la necesidad de implementar medidas de conservacion y
manejo especificas para asegurar la viabilidad de sus poblaciones naturales. Su
condicion de microendemismo y especializacion ecoldgica la convierten en un taxén
prioritario para estrategias de conservacion in situ, monitoreo poblacional y programas

de restauracion ecoldgica en ecosistemas de alta montafa del noreste de México.

Importancia de las semillas

Las semillas representan el componente mas valioso en el ciclo de vida de los pinos, ya
que en su interior resguardan la informacién genética que define a cada especie y que
determina su capacidad para adaptarse a las condiciones ambientales en las que se
desarrolla. A través de ellas se transmiten rasgos fundamentales que permiten a los
individuos responder a variaciones climaticas, edaficas y ecoldgicas, lo que las convierte
en un elemento clave para la conservacion y regeneracion de los ecosistemas forestales
(CONAFOR, 2018). Sin embargo, las semillas no solo actuan como vehiculos de
propagacion de las especies, sino que también pueden funcionar como importantes

9



medios de dispersiéon de patdogenos dentro de los ecosistemas forestales. Diversos
estudios han demostrado que pueden transportar microorganismos patégenos, como
hongos, bacterias y virus, ya sea de manera externa, adheridos a la superficie de la
semilla, o de forma interna, alojados en sus tejidos (Agarwal & Sinclair, 1997)
Esta caracteristica convierte a las semillas en un factor determinante en la introduccion
y propagacion de enfermedades forestales, especialmente cuando se movilizan entre

regiones o se utilizan en programas de reforestacion.

La calidad sanitaria de las semillas influye de manera directa en la salud, el vigor y el
desarrollo inicial de las plantulas. Un lote de semillas de buena calidad incrementa
significativamente las probabilidades de germinacién exitosa y de establecimiento de
plantas fuertes, capaces de sobrevivir en sus primeras etapas de crecimiento. Por el
contrario, la presencia de patdégenos puede reducir la germinacion, debilitar a las
plantulas y afectar negativamente su crecimiento temprano, comprometiendo el éxito de
los proyectos de restauracion y manejo forestal. A pesar de que se conoce la presencia
y distribucion de muchos patégenos asociados a las semillas de arboles forestales, aun
existe un conocimiento un poco escaso sobre el impacto real que estos organismos
tienen en la produccion, calidad y viabilidad de las semillas. Esta falta de informacion
dificulta la evaluacion precisa de los riesgos sanitarios y subraya la necesidad de
estudios mas detallados que permitan comprender la magnitud de sus efectos en los

procesos de regeneracion natural y artificial de los bosques (Vozzo, 2002).

En el caso de las especies forestales, la transmisién de patdégenos por medio de la
semilla puede afectar de manera importante la germinacion, el vigor y el desarrollo inicial

de las plantulas, estas son etapas criticas para el establecimiento exitoso de las plantas
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en campo. La interaccion entre la semilla, el patégeno y las condiciones ambientales
determina en gran medida el grado de dafio que puede ocasionarse en estas fases

tempranas del crecimiento (Bashan & de-Bashan, 2010).

Cabe destacar que practicamente todas las semillas albergan esporas de diversos
hongos microscépicos, ya sea en su superficie o en el interior de sus tejidos. La presencia
de esta microflora superficial es comun y se debe, en gran medida, a la adhesion de
esporas a la superficie irregular de la semilla. Aunque la cantidad de esporas puede variar
considerablemente entre especies y lotes de semillas, en casos como el abeto noruego
y el pino albar se han registrado concentraciones particularmente elevadas, que pueden
oscilar entre 50 000 y 150 000 esporas por gramo de semilla, e incluso alcanzar varios
cientos de miles en determinados lotes (Urosevic, 1961). Esta elevada carga microbiana
resalta la importancia de evaluar la sanidad de las semillas antes de su uso,

especialmente en programas de propagacion y reforestacion forestal.

Hongos portados en semilla

Los hongos que se pueden presentar en semillas dependen de ciertos factores como su
ubicacion, se pueden clasificar en dos grupos: portados externamente en la semilla y
portados internamente por la semilla. En el primer grupo se encuentran especies de
Botryosphaeria, Botrytis, Fusarium, Mucor, Phialophora, Rhizopus y Trichothecium. Los
hongos bien portados internamente en la semilla incluyen especies de Alternaria,

Aspergillus, Botrytis, Botryodiplodia, Caloscypha, Cephalosporium, Fusarium, Phoma,
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Schizophyllum 'y Sirococcus. Estos pueden causar deterioro de la calidad de la semilla y

mortandad pre o post-emergencia de plantulas (Mathur & Singh, 1993).

Los sintomas de las enfermedades transmitidas por los hongos portados en semillas se
dividen en enfermedad de los almacigos (Damping-Off) pre y post-emergencia. El primer
grupo reduce la emergencia significativamente y descompone la radicula que recién
emerge de la testa y el segundo grupo se subdivide en pudricion de la raiz, del cotiledon
y del tallo basal después que las plantulas emergen del suelo. La reduccion en la
germinacion de semillas, descomposicion y pérdida de viabilidad de semillas durante
almacenamiento y las enfermedades de plantulas son unos de los principales problemas

causados por hongos patogenos (Vozzo, 2002).

Prisyazhnyk (1960) mencioné que cuanto mayor era la infeccién por hongos de las
semillas, menor es el porcentaje de germinacion de semillas de Pinus sylvestris, Larix
sibirica, Picea abies y Abies sibirica. Rowan & DeBarr, (1974) observaron presencia de
moho en tres lotes de semillas de pinos del incienso durante pruebas de germinacion.
Siguiendo los procedimientos de pruebas estandares, las semillas se rompieron
individualmente y casi 90% de ellas se encontraron llenas, aunque la germinacion fluctué

solo de 31 a 79%. Se obtuvo Fusarium solani de las semillas no germinadas.

Pruebas de deteccion

Las pruebas de deteccion de hongos en las semillas son de gran importancia y estas
incluyen el aislamiento y estudio de hongos mediante la recoleccion de conos, extraccion

de la semilla, procesamiento, almacenamiento, germinacion y el crecimiento de las
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plantulas para observar sintomatologias. Diferente a los cultivos agricolas, estos
meétodos de deteccion en la mayoria de las semillas de arboles forestales no han sido
estandarizados, y las pruebas que se realizan es por medio de procedimientos normales
(Vozzo, 2002). Los métodos que usualmente se utilizan son la prueba de papel filtro, la
utilizacién de medios de cultivo y el método de disolucion, los cuales permiten identificar

hongos presentes en la superficie o en el interior de la semilla (ISTA, 2018).

Algunos métodos especiales como el plato de dilucion, técnica de ultrasonido, patrones
de isozima, excision de tejido de semilla, seccionar la semilla, radiografia y técnica de
ELISA también se han utilizado. Se siguen las recomendaciones de ISTA para pruebas
de germinacién, que, aunque estan mas disponibles para cultivos agricolas son de gran
ayuda para guiarse y tomar referencia. Un factor un poco limitante es el tamafio de la

semilla y la inaccesibilidad en grandes cantidades (Vozzo, 2002).

Métodos de control para hongos

Control cultural

El control cultural se basa en las condiciones de manejo y almacenamiento de las
semillas, con la finalidad de reducir las probabilidades de infeccion (Munkvold, 2009). Es
decir, la aplicacion de medidas preventivas que comienzan en la recoleccion de las
semillas buscandolas en areas sanas, asi como de arboles que se encuentren en un
momento adecuado, recomendado una recoleccion directa del arbol y no del suelo

(Mathur & Singh, 1993).
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Control legal

El control legal es importante ya que es necesario que se cumplan las normas a las que
estan sujetas las semillas, como las leyes y programas de certificacion de semillas para
la evaluacién de su calidad y manejo, asi como los estandares para recoleccion,
extraccion, almacenamiento y movimiento de semillas para evitar problemas que puedan

surgir de ellas (Mathur & Singh, 1993).

Control fisico

El control fisico es un tipo de control que trata de proteger la vida de las semillas, se
utiliza calor, ya que se sumergen las semillas en agua caliente, esto ha sido utilizado
para erradicar distintas enfermedades. Aunque este sea un buen método presenta
algunos inconvenientes de tipo practico. Con él todas las semillas deben alcanzar la
misma temperatura durante el mismo periodo de tiempo, entonces no se pueden tratar

lotes grandes, solo lotes pequerios y esto limita su funcion (Ortega, 1991).

Control quimico

Este tipo de control se basa en el uso de fungicidas que se aplican directamente sobre
las semillas antes de la siembra para inhibir a las enfermedades fungicas que disminuyen
la viabilidad y el vigor de las plantas jovenes, fungicidas como fludioxonil, carbendazim
o thiram han mostrado eficacia contra los patégenos semilleros, y a pesar de sus
beneficios su uso prolongado puede ser dafiino a la ecologia y al ser humano (Paulikiné

& Dambrauskas, 2025).
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Control biolégico

El control biolégico es un método de control ecoldgico en el cual intervienen distintos
agentes que hacen la funcion de antagonistas naturales para combatir y reducir la
actividad de diversos tipos de organismos fitopatégenos, esta es una alternativa
sostenible y eficaz, se ha estudiado y con el paso del tiempo se ha fortalecido, su empleo
ha dado buenos resultados y actualmente es uno de los tipos de control mas utilizado

(Galindo, 2023).

Trichoderma harzianum

En la naturaleza existen diferentes especies de hongos y bacterias que desempefian un
papel importante para el control de microorganismos fitopatégenos. Entre ellos, los
hongos del género Trichoderma, los cuales han sido reconocidos por su eficacia. Este
género tiene un buen efecto contra sus enemigos por la activacion de sus diferentes
mecanismos de accion, los cuales limitan el desarrollo de patogenos del suelo (Martinez-

Padron et al., 2017).

Los mecanismos de control de Trichoderma son la produccion de enzimas hidroliticas,
como lo son las quitinasas, glucanasas y proteasas, estas son capaces de degradar las
paredes celulares de otros hongos. También presenta un comportamiento de
micoparasitismo, medio por el cual invade y usa los nutrientes de los hongos
fitopatogenos. Compite por espacio y nutrientes en la rizosfera, esto dificulta el
establecimiento y proliferacién de organismos patégenos. Ademas de ser un agente de

control, Trichoderma también ha demostrado que tiene efectos positivos en el
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crecimiento y el desarrollo vegetal, este estimula la elongacion radicular, genera un
aumento de altura en las plantas y la biomasa, haciendo a las plantas mas fuertes y con
una mayor capacidad de adaptacion a condiciones adversas que pudieran presentar.
Estas propiedades le dan caracteristicas favorables para su implementacion en la
agricultura, especialmente por su rapido crecimiento y su alta capacidad de colonizacion,
asi como su notable adaptabilidad ambiental (Martinez-Padron et al., 2017). La
estabilidad de Trichoderma le permite habitar y establecerse en una amplia variedad de
tipos de suelo, bajo distintas condiciones climaticas y edaficas, lo que refuerza su
potencial como herramienta biotecnoldgica. Por estas razones, diversos estudios han
descrito a los mecanismos de accién de Trichoderma, asi como el uso de los metabolitos
secundarios que produce para el control de distintos organismos fitopatogenos que
afectan a los cultivos agricolas. Se ha registrado su eficacia en el control de hongos
patogenos del suelo, como Sclerotinia, Rhizoctonia, Phytophthora y Fusarium, los cuales
representan una de las principales causas de pérdidas en la produccion agricola a nivel

mundial (Howell, 2003).

Clasificacion taxondmica

Reyno: Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreales
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Género: Trichoderma

Especie: Trichoderma harzianum

(Kubicek et al., 2011)

Bacillus amyloliquefaciens

En la década de 1980, bacteridlogos especializados en taxonomia establecieron a
Bacillus amyloliquefaciens como una especie distinta de Bacillus subtilis, a pesar de que
ambas comparten unicamente alrededor del 15 % de similitud morfoldgica (Priest, 1987)
Desde entonces, B. amyloliquefaciens ha sido reconocida como una de las bacterias mas
viables y seguras para la promocion del crecimiento vegetal, ya que no presenta efectos
secundarios perjudiciales para las plantas ni para el ambiente. Gracias a estas
caracteristicas, se ha posicionado como un excelente agente para su uso en

biofertilizantes y estrategias de biocontrol en la agricultura (Priest, 1987).

Los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal (PGP) asociados a B.
amyloliquefaciens han sido ampliamente estudiados, destacando su capacidad para
mejorar la resistencia de las plantas frente al estrés biotico causado por patdgenos del
suelo. Esta bacteria actua mediante la competencia por nichos ecoldgicos y nutrientes,
limitando el establecimiento de microorganismos fitopatdégenos. Ademas, produce una
amplia variedad de compuestos bioactivos, como lipopéptidos ciclicos, policétidos y
compuestos organicos volatiles (COV), los cuales permiten antagonizar directamente a

los patégenos e inducir la resistencia sistémica en las (Luo et al, 2022).
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En el ambito de la proteccidn de especies forestales, B. amyloliquefaciens destaca como
un aliado especialmente valioso en el tratamiento de semillas. Su principal ventaja radica
en el equilibrio que presenta como agente bioldgico: es lo suficientemente suave para no
causar dafos a las semillas ni afectar negativamente su viabilidad, pero al mismo tiempo
posee la fortaleza necesaria para persistir en el suelo y establecerse de manera natural.
Esta capacidad le permite integrarse eficazmente en los ecosistemas forestales sin
generar alteraciones o complicaciones adicionales, lo que refuerza su potencial como

una herramienta sostenible para la sanidad forestal (Borriss, 2011).

Clasificacion taxonomica

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

Especie: Bacillus amyloliquefaciens (Borriss, 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Las muestras de semillas de Pinus culminicola fueron proporcionadas por el Dr. Celestino
Flores Lopez del departamento de Forestal de la Universidad Autonoma Agraria Antonio

Narro.

El conteo de semillas se llevd a cabo en el Laboratorio del Departamento de Forestal de

la UAAAN.

Desinfeccion y establecimiento de semillas

Este trabajo se realiz6 en el Departamento de Parasitologia de la Universidad Autdbnoma

Agraria Antonio Narro.

Se extrajeron semillas de los conos y se resguardaron en bolsas de papel siendo
etiquetadas con el nombre de la especie, la region y la fecha en la que se realiz6 el

muestreo.

Se tomaron 500 semillas, se colocaron en un vaso de precipitado, se les realizo un lavado
con hipoclorito al 2% y tres enjuagues con agua destilada. Junto al mechero con las
pinzas se tomé la semilla y se colocd en papel secante estéril por 24 horas.
Posteriormente en la campana de flujo laminar se colocaron 10 semillas por cada caja
Petri, se sellaron y se llevaron a incubar hasta el crecimiento de los hongos 27°C +1°C

hasta el crecimiento de los hongos.
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Aislamiento de hongos

El procedimiento se llevdé a cabo conforme fueron apareciendo los hongos en las
semillas. Esto se realiz6 bajo un microscopio estereoscopico con el area de trabajo
estéril. Se tomd micelio del hongo y se transfirio a medio de cultivo PDA, utilizando dos

cajas por cepa.

Purificaciéon de hongos

La purificacion de hongos se realizé en la campana de flujo laminar por punta de hifa,
tomandose una pequefia fraccion de la cepa con una aguja fina y sembrandose en una

placa de medio de cultivo PDA, llevandose a incubar para su crecimiento 27°C+1°C.

Montaje e identificacion de hongos

Se realizaron montas de la siguiente manera; se tomaba una fraccién de micelio con
ayuda de una aguja fina y se colocaba en un portaobjetos con una gota de lactofenol, se
cubria con un cubreobjetos y se observaba en el microscopio compuesto con el lente de

40 x.

La identificacion se baso en las caracteristicas morfoldgicas de los hongos, tomandose
en cuenta la forma de las hifas, conidiéforos, esporas y demas estructuras reproductivas
utilizando principalmente la literatura ya establecida como lo fueron (Barnett & Hunter,

1998), (Leslie & Sumerell, 2006), (Simons, 2007) y literatura especializada.
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Corroboracion molecular de las cepas

La identidad de T. roseum, A. alternata y F. oxysporum se corroboré molecularmente
utilizando los oligos ITS1 e ITS4, realizados en IPICYT San Luis Potosi. Posteriormente
se realiz6 la alineacion y comparacion de las secuencias en el GenBank para poder

obtener sus porcentajes de identidad de acuerdo con la base de datos.

Determinacién de incidencia de patégenos en semillas.

Para determinar la incidencia de los hongos se observo la presencia de cada uno en las
500 semillas que se tenian como referencia, guiandose con las caracteristicas de su

micelio y anotando en una bitacora la informacién.

Para calcular el porcentaje de incidencia se aplico la siguiente formula:

I = (%) (100)
Donde:

e | = porcentaje de incidencia.
e« n =numero de semillas en las que se detecto la presencia.

« N= numero total de semillas analizadas en la muestra.
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Bioensayos con Bacillus amyloliquefaciens

Se realizo un disefio completamente al azar con 10 placas Petri, con ayuda de un asa
bacteriologica se coloco el agente de control en los cuatro puntos cardinales. El patogeno

se sembro en el centro de la caja mientras que para el testigo solo se sembro6 al centro.

Se revisaron dia a dia y con ayuda de una regla milimétrica se realizaron las medidas

correspondientes tomando en cuenta los puntos norte, sur, este, oeste.

Los datos tomados se registraron en el programa Excel para posteriormente poder

aplicar la formula acento y obtener el porcentaje de inhibicién de cada patégeno.

Bioensayos con Trichoderma harzianum

Para la evaluacion in vitro del potencial antagonista de Trichoderma harzianum, se
realizaron ensayos de confrontacién dual en medio de cultivo PDA. Se colocé un explante
micelial de 0.5 cm de diametro del agente de control biolégico en un extremo de la caja
Petri y, en el extremo opuesto, un explante del hongo fitopatdogeno de igual tamafo. Las
placas se incubaron en condiciones controladas a 27°C+1°C de temperatura y se

monitorearon diariamente.

El crecimiento radial de ambas colonias se midi6é con una regla milimétrica, considerando
los ejes norte, sur, este y oeste para obtener un promedio representativo del diametro
micelial. Las mediciones se realizaron a contraluz para delimitar con mayor precision el
borde de la colonia y reducir errores de lectura. Los datos obtenidos se registraron en
hojas de calculo de Excel y se compararon con el tratamiento testigo (patégeno sin

confrontacién) para determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial.
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Determinacién del porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR)

El efecto antagonista de Trichoderma harzianum y Bacillus amyloliquefaciens sobre el
crecimiento micelial del hongo fitopatégeno se cuantificO6 mediante el calculo del

porcentaje de inhibiciéon del crecimiento radial (PICR), de acuerdo con la férmula:

R 2
———~(100)

0 =
(%)PICR —

donde:

« R1 = crecimiento radial promedio del patégeno en el tratamiento testigo (sin
confrontacion).

e R2 = crecimiento radial promedio del patégeno en confrontacién con T. harzianum.

Los valores de crecimiento radial se obtuvieron a partir del promedio de las mediciones
realizadas en los ejes norte, sur, este y oeste de cada colonia. Los ensayos se

establecieron bajo un disefio completamente al azar con 10 repeticiones por tratamiento.

Los datos fueron sometidos a analisis estadistico mediante un analisis de varianza
(ANOVA) para determinar diferencias significativas entre tratamientos. Cuando se
detectaron diferencias (p < 0.05), se aplicé una prueba de comparacién multiple de
medias (Tukey) para discriminar grupos homogéneos. El analisis estadistico se realizo

utilizando el software SAS version 9.0.

23



Porcentaje de germinacion de las semillas

El porcentaje de germinacion (PG) se determiné conforme a los criterios establecidos por
la Association of Official Seed Analysts (AOSA, 1990), considerando como germinada
aquella semilla que presenté emergencia visible de la radicula bajo condiciones in vitro.
El calculo se realiz6 dividiendo el numero total de semillas germinadas entre el numero

total de semillas sembradas, multiplicado por 100, mediante la siguiente expresion:

PG= [(N° de semillas germinadas) / (N° semillas sembradas)] x 100

Las evaluaciones se efectuaron durante el periodo experimental establecido, registrando

diariamente la emergencia de la radicula para asegurar precision en el conteo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Hongos encontrados en semillas de Pinus culminicola

Fusarium oxysporum

La identificacion de Fusarium oxysporum se realizd con base en sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas. En cultivo, el micelio presentd un crecimiento rapido y
abundante, con textura algodonosa; inicialmente de color blanco, que posteriormente
cambio a tonalidades rosadas a violeta conforme avanzé el desarrollo de la colonia. (Fig.
1A). Microscépicamente, se observaron conidiéforos simples con monofialides cortas.
(Fig.1D) Los macroconidios fueron hialinos, septados, de forma falcada de hoz,
ligeramente curvos a casi rectos, con célula basal distintiva en forma de pie, (Fig.1C)
caracteristica diagnostica del complejo F oxysporum. Los microconidios fueron
abundantes, unicelulares, hialinos, de forma oval, formados en falsas cabezas sobre

monofialides cortas. (Fig.1B).

Estas caracteristicas coinciden con las descripciones taxondmicas reportadas por Leslie
y Summerell (2006), lo que respalda la determinacion morfolégica del aislamiento como

F. oxysporum.
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Figura 1. Imagenes representativas de Fusarium oxysporum, (A) crecimiento en placa,

(B) microconidios, (C) macroconidios, (D) monofialides.

Desde el punto de vista fitosanitario, especies del complejo F. oxysporum son
reconocidas como patdogenos de amplia distribucion, capaces de colonizar tejidos tanto
superficial como internamente, afectando la viabilidad y el vigor de las semillas (Nelson
et al., 1983) En coniferas, la infeccién puede ocasionar pudricion de semilla y damping-
off en pre y postemergencia, reduciendo significativamente el establecimiento de
plantulas en vivero (Manka, 2005) Ademas, diversos estudios han sefialado que especies
del género Fusarium pueden transmitirse por semilla, facilitando su dispersion y

permanencia en sistemas forestales (Wingfield, 2015).

La presencia de F. oxysporum en semillas de Pinus culminicola representa un riesgo
sanitario relevante, particularmente considerando que se trata de una especie
microendémica con poblaciones naturalmente restringidas. En este contexto, la infeccion
fungica puede impactar de manera desproporcionada los procesos de regeneracion
natural y los programas de conservacion ex situ. Por ello, resulta indispensable

implementar medidas de diagnostico oportuno, desinfeccion de semillas y estrategias de
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manejo integrado que incluyan alternativas de control biolégico, a fin de garantizar la

calidad fisiolégica y sanitaria del germoplasma forestal.

Alternaria alternata

El aislamiento identificado como Alternaria alternata se determiné con base en sus
caracteristicas micro y macro morfologicas. identifico inicialmente por su micelio grisaceo
y filamentoso, en el microscopio se observaron sus conidios marrones en forma de
raqueta y en cadena de varios. En cuanto a los conidiéforos un poco declinados de un
color marrén claro de donde emergen los conidios lo cual se respalda con Barnett &
Hunter. En cultivo, las colonias mostraron crecimiento rapido, con textura felpuda a
flocosa y coloracion que vario de grisaceo a marron oscuro, propio de especies (Fig. 2A)
del género Alternaria. MicroscOpicamente, se observaron conidiéforos pigmentados,
septados, de color marron claro que emergen directamente del micelio, y que producen
conidios multicelulares organizados en cadenas acropetales, (Fig. 2C) lo cual es un rasgo

diagndsticamente relevante para A. alternata.

Los conidios presentaron forma obclavada a obpiriforme, de color marrén a pardo, con
multiples septaciones transversales y, en algunos casos, septaciones longitudinales u
oblicuas, y con un extremo apical que puede formar un pico corto caracteristico (Fig. 2B),
tal como se ha descrito en estudios morfolégicos recientes del complejo Alternaria .Estas
estructuras son consistentes con las claves taxondmicas actuales para la identificacion
de A. alternata en cultivos axénicos y reflejan el patron tipico de conidios que se observa

en aislamientos provenientes de semillas y tejidos vegetales (Woudenberg et al., 2023).
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Desde una perspectiva fitosanitaria, la deteccion de A. alternata en semillas de coniferas
tiene implicaciones importantes, ya que esta especie esta ampliamente distribuida a nivel
mundial, es comunmente portada en semillas y puede actuar como patégeno oportunista
en condiciones de estrés o heridas en tejidos, afectando la germinacion y el vigor de

plantulas.

llustracién 2. Imagenes representativas de Alternaria alternata, (A) Crecimiento en

placa (B) grupo de conidios, (C) conidiéforos con conidios.

Trichothecium roseum

La identificacion del aislamiento como Trichothecium roseum se realizé con base en sus
caracteristicas, crecimiento en medio PDA, la colonia presenté crecimiento moderado

con coloracién rosado-salmén y textura aterciopelada a pulverulenta, (Fig 3, A), rasgo
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distintivo de esta especie. Microscopicamente, se observaron conidioforos hialinos a
ligeramente pigmentados, simples o poco ramificados, que producen conidios en

disposiciéon terminal.

Los conidios fueron hialinos, unicelulares a uniseptados en la madurez, de forma
piriforme (en pera) a elipsoidal, ligeramente truncados en la base y dispuestos en
agregados caracteristicos (Fig. 3A y 3B). Estas estructuras concuerdan con las
descripciones taxondémicas de Barnett y Hunter (1998) y con actualizaciones
morfolégicas recientes del género Trichothecium, donde se destaca la morfologia
piriforme y la pigmentacion rosada de las colonias como caracteres diagnésticos (Hyde

& Jeewon, 2020).

Desde el punto de vista fitosanitario, T. roseum es considerado un hongo saprofito con
capacidad patogénica oportunista, frecuentemente asociado a semillas y frutos
almacenados. Puede ocasionar deterioro del tejido seminal, reduccion del vigor y pérdida
de viabilidad, especialmente bajo condiciones de alta humedad relativa, lo que
representa un riesgo en programas de conservacion y propagacion de germoplasma

forestal.
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Figura 3. Imagenes representativas de Trichothecium roseum, (A) crecimiento en

placa, (B) grupo de conidios, (C) conidios uniseptados.

En cuanto a las tres especies de hongos encontradas, integrado por F. oxysporum, A.
alternata y T. roseum ha sido documentado previamente en diversas coniferas
mexicanas. Autores como (Cibrian Tovar, 2017) sefialan a Fusarium como el patdégeno
con mayor impacto en la viabilidad de semillas de Pinus spp. Por su parte, la presencia
de T. roseum coincide con los hallazgos de (Dobra, 2021), el cual asocia este hongo con
la degradacion de las reservas energéticas de la semilla. En especies de distribucion
restringida como P. culminicola, estos ataques se ven potenciados por el deterioro
fisiolégico derivado del almacenamiento, similar a lo reportado por (Guerra-Santos, 2014)

en otros pinos pifioneros.
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La presencia de A. alternata se ha asociado con reduccién de la viabilidad de las semillas,

Especie Puntuacion total Similitud (%)
Trichothecium roseum 773 99.76
Alternaria alternata 963 99.81
Fusarium oxysporum 889 100

disminucién del porcentaje de germinacion y aparicion de sintomas como pudricion de

semillas, necrosis radicular y damping-off en viveros forestales (Neergaard, 1977).

Resultados de la corroboraciéon molecular

La identidad taxondémica de Trichothecium roseum, Alternaria alternata y Fusarium
oxysporum se confirmé mediante analisis molecular. Los resultados mostraron altos
valores de similitud con secuencias de referencia depositadas en GenBank,

corroborando la identificacion morfolégica previamente realizada. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Corroboracion molecular de los hongos portados en semillas de Pinus

culminicola.
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En base a las similitudes moleculares de las cepas podemos decir que son porcentajes
altamente confiables y concuerdan con la base de datos del Genbank (NCBI). En
micologia molecular se aceptan dichas similitudes en la region ITS las cuales son

suficientes e incluso superan el umbral.

Incidencia de patégenos en semillas

La incidencia de los hongos encontrados se calculé tomando en cuenta las placas en las

que se presento cada uno y asi dividirlas entre el numero de cajas en total.

Los resultados obtenidos indican que el hongo fitopatégeno con mayor incidencia en las
semillas analizadas fue Alternaria alternata, con un 40.2 %, seguido de Fusarium
oxysporum con 39 %, mientras que Trichothecium roseum presentd la menor incidencia,
con 19 %. (Fig. 4). Estos valores evidencian una alta frecuencia de colonizacion fungica
en el lote evaluado, lo que representa un riesgo fitosanitario significativo para la calidad

fisiologica de las semillas.

La incidencia registrada para Alternaria (40.2 %) y Fusarium (39 %) supera los umbrales
de tolerancia comunmente aceptados en semillas forestales destinadas a propagacion,
donde niveles de infeccion superiores al 15 % pueden afectar de manera significativa la
germinacion, el vigor y el establecimiento in vitro de plantulas (Leifert & Cassells, 2001).
En el caso de especies forestales con distribucion restringida, como Pinus culminicola,
estos niveles adquieren mayor relevancia, ya que una reduccion en la viabilidad o en el
establecimiento inicial puede impactar directamente los programas de conservacion y

restauracion.
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Por su parte, la incidencia de Trichothecium roseum (19.8 %) indica que
aproximadamente una cuarta parte de las semillas evaluadas presentd colonizacion
fungica, ya sea superficial o interna. De acuerdo con estudios clasicos en patologia de
semillas, valores superiores al 20 % pueden considerarse de moderados a altos,
particularmente en semillas forestales destinadas a vivero, donde la presencia de
patogenos incrementa el riesgo de deterioro durante el almacenamiento y la germinacion
(Agarwal & Sinclair, 1997). En conjunto, estos resultados subrayan la necesidad de
implementar protocolos de desinfeccion, diagndstico y manejo sanitario previo a su

propagacion.
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Figura 4. Porcentaje de incidencia de Trichothecium roseum, Fusarium oxysporum y

Alternaria alternata en semillas de Pinus culminicola.
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Resultados del porcentaje de germinacion in vitro

De las 500 semillas evaluadas, germinaron 140 lo que corresponde a un porcentaje de
germinacién relativamente bajo (cuadro 2) evidenciando una capacidad germinativa
reducida. Estos resultados sugieren la presencia de factores limitantes tanto fisiolégicos

como fitosanitarios.

En conjunto, estos factores sugieren que la baja germinacion observada no responde a
una causa unica, sino a la interaccion entre deterioro fisiolégico y presion fitopatogénica,
lo cual reviste especial importancia en especies forestales microendémicas, donde la
pérdida de viabilidad seminal impacta directamente los programas de conservacion y

propagacion.

Cuadro 2. Porcentaje de germinacion in vitro.

Semillas germinadas Germinacion (%)

140 28

La tabla anterior refleja el total de semillas de Pinus culminicola germinadas en medio de cultivo PDA, las cuales se

mantuvieron en incubacién y monitoreo.

34



La baja germinacion responde a factores como un deterioro fisiologico durante el
almacenamiento prolongado segun Priestley (1986) el envejecimiento de las semillas de
coniferas resulta en una pérdida de integridad de las membranas celulares, liberandose
exudados ricos en solutos, esto debilita el vigor del embridn y favorece a la proliferacion
de hongos, sin embrago la baja germinacion de semillas de Pinus culminicola se puede
asociar ademas a los patégenos que se encontraron en sus semillas. Cibrian (2017)
describe a Fusarium oxysporum como responsable del damping-off pre-emergente en
pinos mexicanos. En el caso de alternaria alternata segun la literatura Dhingra (2002)
menciona que este hongo coloniza los tejidos que interfieren en con la division celular
del embrion, que junto con F. oxysporum genera un complejo fungico que imposibilita la

ruptura del epispermo y emergencia de la radicula.

En cuanto a Trichothecium roseum segun He et al. (2022) este es un hongo que secreta
tricotecenos y roseotoxinas que interfieren en el metabolismo de la semilla, impiden que
el embridn tenga energia para crecer y en caso de emerger causa dafos, es decir una

mala germinacion.

Resultados de la inhibicion in vitro de los hongos portados en semillas de Pinus

culminicola.

Los resultados obtenidos en la siguiente tabla muestran que hay diferencias significativas
teniendo el mayor porcentaje de inhibicion el tratamiento tres (T. harzianum vs T.

roseum).
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Cuadro 3. Antagonismo de T. harzianum 'y B. amyloliquefacies contra F. oxysporum, A.

alternata 'y T. roseum en cultivos duales.

Cultivo dual Inhibicién (%)
T. harzianum vs F. oxysporum 53.05 CB
T. harzianum vs A. alternata 58.47 B
T. harzianum vs T. roseum 82.24 A
B. amyloliquefaciens vs F. oxysporum 37.43 D
B. amyloliquefaciens vs A. alternata 46.25 CD
B. amyloliquefaciens vs T. roseum 79.23 A

Medias con letras iguales en columna no son estadisticamente diferentes, medias con letras diferentes muestran

diferencias significativas (Tukey, P<0.0001).

Con base a los resultados obtenidos mediante la prueba de Tukey se puede deducir que
ambas cepas tuvieron porcentajes de inhibicién favorables, sin embargo, la cepa de

Trichoderma harzianum presentd porcentajes mas altos contra los patégenos.
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Figura 5 . Inhibicion de Trichoderma harzianum (izquierda); A (F. oxysporum), B (A.
alternata), C (T. roseum), B. amyloliquefaciens (derecha); D (F. oxysporum), E (A.

alternata), F (T. roseum).

Se ha demostrado que ciertas cepas de Trichoderma como lo es T. harzianum poseen la
capacidad bioquimica de metabolizar micotoxinas, reduciendo la fitotoxicidad en el
microambiente de la semilla y permitiendo la reactivacion del metabolismo embrionario
al colonizar rapidamente el medio de cultivo o la testa de la semilla, Trichoderma agota
los nutrientes (especialmente el nitrdgeno y carbono soluble) antes de que Fusarium o
Alternaria puedan establecerse. La viabilidad del control biolégico en coniferas se basa
en la exclusion competitiva; Trichoderma establece una barrera bioldgica en el epispermo
que impide el acceso de patdgenos oportunistas a los exudados de la semilla (Harman,

2006).
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Correspondiente a Bacillus amyloliquefaciens como agente de biocontrol en hongos
asociados a semillas de P. culminicola resultd en una estrategia viable, destacando su
capacidad de inhibicion frente a Trichothecium roseum, Alternaria alternata y Fusarium
oxysporum. Esta eficacia se atribuye a la sintesis de lipopéptidos como las iturinas, que
poseen una potente actividad antifungica mediante la disrupcion de membranas celulares
(Arrebola et al., 2010). Ademas, mencionan la capacidad de esta bacteria para formar
biofilms en el tejido de la semilla proporciona una proteccion prolongada, lo que mitiga el

efecto de los tricotecenos y facilita un ambiente propicio para la germinacion in vitro.

Para reforzar el experimento se podria llevar a cabo la implementacién en invernadero y
a su vez compararlo con fungicida quimico para observar las diferencias de germinacion

en comparacion a los agentes de control bioloégico.
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1.

CONCLUSIONES

Los hongos identificados morfolégica y molecularmente en semillas de Pinus
culminicola fueron Fusarium oxysporum, Alternaria alternata y Trichothecium
roseum.

El hongo que presenté mayor incidencia fue Alternaria alternata con un 48%.

Los dos agentes de control biolégico aplicados tuvieron porcentajes de efectividad
inhibitoria, sin embargo, Trichoderma harzianum fue el que presentd porcentajes

mas altos de inhibicion.
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