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RESUMEN

El presente trabajo se desarroll6 para conocer las caracteristicas de la
enfermedad conocida como “cancro resinoso de los pinos”. Se determiné que la
enfermedad esta presente en 13 Estados del pais, principalmente en las regiones
Centro y Norte. Los hospedantes fueron 19 especies de pinos que incluyen
especies de todos los grupos. La enfermedad afecta arboles de diferentes
edades, produciendo sintomatologia variable, desde marchitamientos de brotes
sin flujos obvios de resina hasta lesiones en fuste con grandes flujos de resina.
Los esporodoquios s6lo se encontraron en las especies de P. douglasiana y P.
radiata. Se prob6 la patogenicidad del agente causal mediante la inoculacién de
14 cepas del hongo en 12 diferentes especies de pinos; también se estudi6 el
avance y desarrollo de la infecciébn en las plantas de pino inoculadas y se
encontré que hubo diferencias significativas (P:0.05%) entre especies ya que el
hongo avanzé mas rapidamente en las especies P. cembroides, P.
montezumae, P. greggii, P. pseudostrobus y P. patula, que en P. ayacahuite,
P. leiophylla, P. douglasiana, P. michoacana, P. halepensis y P. pringlei.
También se demostré que del conjunto de cepas aisladas, las provenientes de P.
pseudostrobus, P. arizonica, P. discolor y P. leiophylla, fueron las mas
patégenas. Por ultimo, se dan a conocer las caracteristicas del hongo asociado
que corresponden a Fusarium subglutinans.



SUMMARY

This research work was performed to learn the characteristics of the fungous
disease known as pine pitch canker. It was found in 13 States of the country,
particullary in the northern and central regions of México. The hosts were 19 pine
species including all pine groups. The disease affects trees of different ages,
showing variability in symptomatology, from shoot wilting without resin flow to
lesions on stems with heavy resin flow. Sporodoquia were found only in two
species of pines, Pinus douglasiana and P. radiata. The pathogenicity of the
causal agent was tested inoculating 14 strains on 12 different species of pine.
Also the advance and development of the infection in the inoculated pine
seedlings were studied. The results show that were significant differences at the
probability of 0.05%, the fungus advances more quickly in 5 species P.
cembroides, P. montezumae, P. greggii, P. pseudostrobus and P. patula,
than in P. ayacahuite, P. leiophylla, P. douglasiana, P. michoacana, P.
halepensis and P. pringlei. Also it was demonstrated that the strains (isolated)
from P. pseudostrobus, P. arizonica, P. discolor and P. leiophylla, were more
pathogenic than the other strains. Finally the characteristics of the fungus under
study are presented. The causal agent on this basis it was clasified as Fusarium
subglutinans (Wollenw & Reink) Nelson Tousson y Marasas.
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1. INTRODUCCION

En México en 1987, se reconocié por primera vez a la enfermedad denominada como
CANCRO RESINOSO DE LOS PINOS, desde entonces se considerd importante para
la silvicultura de bosques y plantaciones de coniferas y se iniciaron inspecciones,
mismas que demostraron su ocurrencia en varios Estados de la Republica Mexicana.
Por lo anterior en el Laboratorio de Patologia Forestal de la Divisién de Ciencias
Forestales de la Universidad Autobnoma Chapingo (DiCiFo-UACh), se inicié un trabajo
de investigacion para determinar el agente causal de la enfermedad. Se obtuvieron
resultados favorables en el estudio de la enfermedad, ya que se logré aislar e
identificar al hongo Fusarium subglutinans (Wollenw. & Reink.) Nelson, Toussoun &
Marasas. como agente causal.

El cancro resinoso de los pinos es una de las enfermedades mas importantes en los
pinos del sur de Estados Unidos. En México aun no se han evaluado los dafios que
causa, pero es posible que tengan una magnitud similar a la que presenta en aquel
pais.

La importancia en México puede radicar en la gran cantidad de especies de pinos que
pueden ser susceptibles, ademas de considerarse como una enfermedad de alto
potencial, sobretodo si se tiene en cuenta que la tendencia en nuestro pais es al
establecimiento de plantaciones comerciales, las cuales podran tener mayor
susceptibilidad al ataque por agentes daninos que las que tienen los bosques
naturales. Por tanto se hace necesario un buen conocimiento de los agentes adversos,
particularmente de enfermedades fungosas.

Al inicio del presente estudio la informacion acerca de esta enfermedad en particular
era muy escasa, no se conocia nada sobre su distribucion, ni tipo de hospedantes
asociados, la sintomatologia de la enfermedad era confusa, por lo que se hizo
necesario establecer una linea de investigacién que permitiera conocer algunas de
estas caracteristicas.

Por lo anterior, para el desarrollo de nuevas estrategias de manejo y conocimiento de
la enfermedad, fue necesario obtener mayor informacién del agente causal, asi como
de las condiciones en que mejor se desarrolla, su distribucién en los bosques de
México, asi como su rango de hospedantes y la susceptibilidad que muestran. Dado
que esta informacién no existia se planteé el presente trabajo con los siguientes
objetivos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinacion de la importancia del cancro resinoso causado por Fusarium
subglutinans como enfermedad del género Pinus en México.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES.
2.2.1. Determinacion de la distribucidon de la enfermedad en los bosques del pais.

2.2.2. Determinacion de los hospedantes que ataca y el grado de susceptibilidad que
muestran.

2.2.3. Descripcion de la sintomatologia de la enfermedad.

2.2.4. Confirmacién de la identificacién del agente causal de la enfermedad.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1. Situacion taxonémica de Fusarium subglutinans

Para identificar especies de Fusarium se utilizan las caracteristicas morfolégicas del
cultivo y su nomenclatura se basa en ejemplares tipo. Existe el problema de que
algunos de los cultivos ya no existen o estan irreconocibles, lo que hace
extremadamente dificil la identificacion de especies del género. Tal es el caso del
hongo que se estudid, el cual desde su primera identificacion fue denominado con
varios nombres. Con base en la gran cantidad de cambios que ha tenido el agente
causal, los especialistas revisaron la nomenclatura en 1985. De sus publicaciones se
extrajo la siguiente informacién.

En 1946 se determin6é que el hongo causal de la enfermedad era una especie de
Fusarium, posiblemente de la secciéon Liseola. (Hepting y Roth, 1946).
Posteriormente, fue transferido a la seccion Lateritium, porque en aquel tiempo, se
consideré erréoneamente que el hongo no producia microconidios ni clamidosporas,
(Dwinell, Barrows-Broaddus y Kuhiman, 1985). No obstante lo anterior, en 1949 el
hongo fue denominado Fusarium lateritium (Nees) Emend. Snyder y Hansen f.sp.
pini Hept. (Snyder, Toole y Hepting, 1949), cambiando al mismo tiempo de seccién,
debido a que si produce microconidios. Esto se comprobé a finales de la década de
los afios 70, en que se encontré que muchos aislamientos comunes de Fusarium
provenientes de tejidos con el dafo del cancro resinoso, produjeron abundantes
microconidios en cabezuelas, pero no clamidosporas, por lo que se le di6 la asignacion
de F. moniliforme Sheld. var subglutinans Wollenw. & Reink. en la seccién Liseola.
(Dwinell y Phelps, 1977; Dwinell, 1978).

En aislamientos posteriores, realizados a partir de brotes con cancro en huertos
semilleros, se obtuvieron aislamientos que fueron identificados como F. moniliforme
var. subglutinans, de la seccion Liseola, y patégeno de cultivos agricolas. Hasta ese
tiempo se consideraba como un hongo saprofito en pino, al realizar inoculaciones en
diferentes especies de pino mostraron patogenicidad (Dwinell, 1978). Estos
aislamientos reprodujeron sintomas del cancro en plantulas de P. elliottii var. elliottii
y P. taeda, pero otras especies de Fusarium aisladas, incluyendo F. lateritium, no
infectaron plantulas de pino. Con lo anterior se confirmé que F. moniliforme var.
subglutinans debe ser el nombre correcto del agente causal.

Lo anterior se complementd cuando cinco aislamientos provenientes de pinos
produjeron peritecios fértiles en apareamientos de cultivos monospéricos, ademas de
que se logroé aislar a Gibberella fujikuroi (Saw) Wollenw var. subglutinans Edwards.
(Kuhiman, Dwinell, Nelson y Booth, 1978). Sin embargo, la fase teleomérfica sélo se
encontré en cultivo, por lo cual, la compatibilidad sexual no pudo ser usada para
identificacién rutinaria, porque los aislamientos sexualmente infértiles son mas
comunes que los fértiles.



En 1983 se elevo a categoria de especie la variedad mencionada y el nombre asignado
fue Fusarium subglutinans. Lo anterior se basé en la presencia de polifialides y la
ausencia de microconidios en cadena, este criterio se corrobord cuando los polifialides
se observaron en cultivos de 14 a 30 dias de edad, que provinieron de aislamientos de
diferentes especies de pino (Nelson, Toussoun y Marasas, 1983). Los polifialides son
contrastantes con los fialides simples de F. moniliforme, que sélo tienen un apertura
final en cada estructura unicelular. Ambas estructuras pueden ser originadas de
cualquier conidiéforo simple no ramificado o de partes de la ramificacion compleja de
éstos (Kuhlman et al., 1978).

3.2. Descripcion de Fusarium subglutinans

Las caracteristicas del hongo han sido estudiadas a diferentes niveles, desde su
crecimiento en medio de cultivo hasta las caracteristicas microscépicas especificas.

Caracteristicas de la colonia del hongo

El color de la colonia, tanto para aislamientos de pino como de otros hospedantes, es
el siguiente: presenta micelio aéreo blanco a blanco grisaceo, de textura algodonosa,
afelpada y es generalmente denso. Frecuentemente las colonias cambian de tonalidad
a medida que se desarrollan, pudiéndose encontrar colores tales como el salmén
palido, morado vinaceo, rosa morado y morado intenso; asimismo, el agar presenta
cierta tincion, que varia desde violeta, rojo vivo hasta morado oscuro. (Kuhiman et al.,
1978 y Barrows Broaddus, 1987).

Tipo de conidiéforos

Las hifas son hialinas cuando jévenes, cambiando a rosa y finalmente morado.
(Barrows-Broaddus, 1987). Los aislamientos con abundante produccién de esporas,
provenientes de arboles de pino, originan fialides simples y polifidlides (Kuhiman et al.,
1978). Los conidiéforos denominados como fialides (monofialides y polifidlides) pueden
ser formados en cualquier conidiéforo no ramificado o en células conocidas como
fialosporas, los polifidlides también presentan ramificacion compleja con modelos de
crecimientos simpédicos. Los polifidlides son contrastantes con los fialides simples, los
cuales tienen unicamente una apertura final en cada estructura unicelular (Kuhlman et
al., 1978).



Tipo de esporas.

Los cultivos de F. subglutinans siempre son descritos como abundantes productores
de microconidios, sin embargo, aparentemente la abundancia de microconidios parece
ser una caracteristica menos importante que la forma de los macroconidios. Los
microconidios solo se presentan en falsas cabezuelas nunca en cadenas (Kuhiman et
al., 1978). El tamafo y la forma de los conidios son los siguientes: Los microconidios
tienen de 0 a 3 septas y miden de 8 a 12 por 2.5 a 3.0 um; son de forma oval a
subclavados. Los macroconidios son de pared delgada, en forma de hoz con 3 a 5
septas y miden 32 a 53 x 3 a 4.5 um (Barrows-Broaddus, 1987). Los conidios no
septados y con una septa son los microconidios, las esporas con dos septas pueden
ser micro o macroconidios y las esporas con tres o mas septas siempre son
macroconidios (Kuhiman et al., 1978). Los conidios presentan consistentemente buena
germinacion (40 - 90%) (Blakeslee et al., 1978). En relacion a la produccién de otro tipo
de esporas, como las clamidosporas, estas no estan presentes en aislamientos hechos
de pino; sin embargo en muchos aislamientos es comun encontrar cuerpos parecidos a
esclerocios de color azul negro y han sido considerados por otros autores como un
estado inicial de la formacién de peritecios (Kuhiman et al., 1978).

Cuerpos de reproduccion asexuales

Aunque la enfermedad fue reportada desde 1946 no se conocia la existencia de los
cuerpos de reproduccion asexual del hongo. En 1978 se detecté que en P. elliottii
hubo cancros resinosos, donde se formaron cuerpos de reproduccion asexual
(esporodoquios) del patégeno, consistentemente en ramas de 3 cm de diametro
(Blakeslee et al., 1978a). El hongo produce esporas en estas pequefas estructuras
que tienen forma de cojinetes de color rosa salmoén, y que son menores de 3 mm de
ancho, a manera de pustulas, que se localizan muy frecuentemente en las pequefias
depresiones que dejan las cicatrices de los fasciculos de las hojas muertas que caen
de las ramas infectadas o de ramas que estan a punto de morir o ya murieron
(Blakeslee et al., 1978a; Dwinell et al., 1985, Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980).

Cuerpos de reproduccion sexuales

La fase sexual del hongo, Gibberella fujikuroi var. subglutinans, se logré formar en
medio de cultivo a base de paja de trigo y V-8 Agar y las caracteristicas del hongo
aparecieron en la superficie del medio cuando se aparearon 2 colonias compatibles en
aislamientos provenientes de pino. Las ascosporas que se formaron tuvieron un
promedio en tamano de 21-23 um de largo, mas de la mitad presentaron 3 septas y
muchos tuvieron una forma irregular. La temperatura de desarrollo fue de 21 a 24°C y
se mantuvieron bajo luz negra. Estos datos concuerdan con investigaciones hechas
anteriormente, para cultivos de la misma especie, pero aislados de otros hospedantes
(Kuhlman, 1982).



3.3. Distribucién y hospedantes.

El cancro resinoso es una enfermedad fungosa de dafio intermitente de los pinos del
sur (USDA Forest Service, 1976). La enfermedad se ha observado en Florida y
Georgia, y en otros Estados del Sur (Blakeslee, Miller y Barnard, 1981). Es muy
severa en P. elliottii y P. virginiana, reduciendo el crecimiento y algunas veces
matando arboles de gran tamano, otros pinos afectados son P. echinata, P. palustris,
P. taeda, P. clausa. Para 1976, la enfermedad se encontré presente desde Virginia al
Sur de Florida, y en la parte del medio oeste hacia Tennessee y Lousiana, La
incidencia es especialmente alta en plantaciones de P. elliottii en areas localizadas
dentro de varios sitios de Florida y Sur de Georgia. La distribucién y hospedantes
para 1976 se resumen en el siguiente cuadro:

CUADRO 1. Distribucion y hospedantes del cancro resinoso en 1976.

Especies Hospedantes Distribuciéon

P. elliottii var elliottii Florida

P. elliottii var densa Florida

P. echinata Mississippii, Tennesse y Virginia

P. taeda Areas semilleras Carolina del
Norte, Mississippi y Georgia

P. palustris Georgia

P. virginiana Carolina del Norte

P. clausa Florida

Fuente. USDA Forest Service, 1976.

Para 1977 se incluyen como hospedantes del cancro resinoso ademas de las
especies ya mencionadas, a P. rigida, P. sylvestris, P. pungens y P strobus. El
hongo F. subglutinans, también ha producido infecciones cuando es inoculado en
plantulas de pino; e igualmente su patogenicidad ha sido demostrada en P. elliottii en
arboles de 3 anos de edad en campo (Dwinell y Phelps 1977, Hepting, 1977). Para
1977, el cancro resinoso en bosques de Carolina del Sur fue de importancia
econdmica en rodales de P. elliottii pero el dano fue menor cuando la infeccion se
presenté en rodales mezclados de P. virginiana, P. echinata y P. taeda (Kraus y
Witcher, 1977).

Las plantaciones mas severamente dafadas en Florida son de P. elliottii var elliottii
(Dwinell y Phelps 1977). La mayor severidad se ha encontrado en P. elliottii var
elliottii, pero también son susceptibles: P. virginiana, P. echinata., P. taeda, P.
sylvestris, P. elliottii var densa, P. pungens, P. strobus y P. clausa (Blakeslee,
Dwinell y Anderson, 1980), asimismo el agente causal del cancro resinoso fue aislado
de arboles maduros de P. taeda, P. elliottii, P. elliottii, var densa, P. virginiana, P.
palustris, P. echinata, P strobus y P. sylvestris, provenientes de Carolina del Norte y
del Sur, Georgia, Florida y Mississippi (Kuhiman et al., 1978).
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También se presenta en plantulas de Pinus elliottii var elliottii, y se ha detectado en
camas de almacigo de P. taeda (Blakeslee, Miller y Barnard, 1981). El cancro resinoso
también se ha encontrado presente desde Virginia hasta el sur de Florida y el oeste de
Mississippi (Kulhman y Cade, 1985; Barnard y Blakeslee, 1987). También se detecté
en Haiti, asociado a P. occidentalis (Dwinell y Phelps 1977, Barnard y Blakeslee,
1987). En el siguiente Cuadro se resume la distribucién conocida para 1987.

CUADRO 2. Distribucion y hospedantes del cancro resinoso en 1987.

Hospedante Distribuciéon

P. clausa Florida.

P. echinata Alabama, Carolina del Norte, Mississippi, Tennessee,
Virginia.

P. elliottii var densa Florida.

P. elliottii var elliottii Florida, Georgia.

P. occidentalis Haiti.

P. palustris Georgia.

P. pungens Carolina del Norte, Virginia.

P. radiata Sintomas observados por inoculacion de plantas

P. rigida Carolina del Norte y Virginia

P. serotina Carolina del Norte

P. strobus Carolina del Norte

P. sylvestris Sintomas observados por inoculacion de plantas.

P. taeda Georgia, Alabama, Mississippi, Carolina del Norte, Carolina
del Sur y Texas.

P. virginiana Tennessee, Alabama, Carolina del Norte.

Fuente: Barrows-Broaddus, 1987.

En general, la distribuciéon de la enfermedad sigue los rangos de susceptibilidad natural
de las especies. Como puede observarse en el Cuadro anterior, en P. radiata y P.
sylvestris las plantulas inoculadas con F. subglutinans desarrollaron Ila
sintomatologia de la enfermedad (Barrows-Broaddus, 1987). No solamente por
patogenicidad en la inoculaciéon, al menos para P. radiata, ya que el patdégeno fue
recientemente identificado y asociado con este pino a lo largo de la costa de California
en 1986. Las pruebas de compatibilidad fungosa sugieren que F. subglutinans es de
introduccién reciente en California (Correll et al., 1991). En este mismo Estado,
ademas de P. radiata, se ha encontrado en: P. halepensis, P. muricata, P. pinea, P.
coulteri, P. ponderosa, P. torreyana, P. contorta y P. canariensis (McCain, Koehler
y Tjosvold, 1987; Correll et al., 1991; Storer y Dallara, 1992).
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La enfermedad se ha encontrado en otros paises (Barnard y Blakeslee, 1987). En
Japon, se logré aislar al hongo a partir de cancros presentes en P. luchensis, y su
patogenicidad se prob6 en P. radiata'y P. virginiana, pero al parecer se trata de un
patotipo para esa especie. (Muramoto y Dwinell, 1990). En Rusia se ha encontrado a F.
moniliforme en P. sylvestris donde produce sintomas similares a estos que se
mencionan, el hongo en su proceso de crecimiento puede producir giberelinas
(Kukharskaya, 1990).

La enfermedad también se ha reportado en Haiti como se mencioné anteriormente.
(Dwinell y Phelps 1977; Barnard y Blakeslee, 1987). En Irak se ha encontrado a
Gibberella fujikuroi var. subglutinans ademas de otros hongos relacionados con
Damping off de P. brutia. (Khalisy et al., 1981).

En el Cuadro 3, se presentan las especies de pino que se incluyeron como
hospedantes para el afio de 1993, aparte de los ya citados.

Cuadro 3. Distribucion y hospedantes del cancro resinoso de 1987 a 1993.

HOSPEDANTE DISTRIBUCION

P. radiata California
P. halepensis California
P. muricata California
P. pinea California
P. coulteri California
P. ponderosa California
P. torreyana California
P. contorta California
P. canariensis California
P. luchensis Japén

P. sylvestris Rusia

P. brutia Irak

3.4. Etiologia del cancro resinoso

3.4.1. Diseminacion de esporas del hongo y vectores asociados

La época de diseminacién es de julio a noviembre; teniendo como fuente de indculo a
los esporodoquios (Blakeslee et al, 1978a), las infecciones son iniciadas por los
conidios que son generados en estas estructuras, estos conidios también se pueden
producir en galerias o estructuras que producen algunos insectos. Las infecciones
pueden ocurrir durante todo el afio; en otofio es cuando la dispersion se ve favorecida
principalmente por la presencia de tormentas acompafadas por viento. La dispersion
maxima se da en la época de lluvias. Las esporas al ser diseminadas son llevadas por
el viento a nuevos hospedantes, los cuales, si presentan algun tipo de
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herida, permiten la entrada de los conidios al arbol; no obstante lo anterior, se ha
encontrado inéculo viable durante todo el afio (Dwinell et al., 1985), también en
huertos semilleros, se han encontrado esporas en agua de lluvia, cayendo de ramas
muertas que permanecen en la copa de los arboles infectados y en el aire alrededor
del arbol (Kuhiman et al., 1982).

Asimismo, algunos insectos presentes en los pinos estan intimamente relacionados
con el inicio de nuevas infecciones, el hongo requiere necesariamente de heridas y
normalmente no penetra a tejidos intactos (Dwinell et al., 1985), sin estas heridas el
hongo no puede atacar a la planta hospedante (Dwinell, Ryan y Kuhiman, 1977).

Los insectos hacen heridas que son facilmente invadidas por esporas del patégeno
que se encuentran presentes en el aire. El picudo Pissodes nemorensis esta activo
durante el otofio, cuando hay mayor diseminacion de esporas, y al alimentarse de
brotes verdes, facilita la penetracion del hongo en las heridas que produce. Otros
insectos que atacan a los brotes son Dioryctria spp. y Rhyacionia spp,
principalmente Rhyacionia subtropica (Schmidt y Underhill, 1974; Blakeslee, Dwinell
y Anderson, 1980; Dwinell et al., 1985).

Se sabe también que los descortezadores del género Ips spp. estan asociados con la
enfermedad, estos insectos atacan preferentemente cuando los arboles estan a punto
de morir. La evidencia de su presencia (primariamente Ips grandicollis) fue observada
en muchos de los arboles muertos (Blakeslee y Oak, 1979). Por otra parte, Ips
mexicanus e |. paraconfusus también se encuentran asociados al cancro resinoso en
Pinus radiata en California. Experimentalmente los adultos de Ips paraconfusus
contaminados, transmitieron la enfermedad a plantulas y pinos maduros y se
produjeron cancros (Fox; Wood y Koehler, 1990; Fox et al. 1991).

El patégeno F. subglutinans inoculado a los pinos por Ips spp. En comparaciéon con
otros hongos asociados a descortezadores, tuvo un crecimiento reducido y en
manchones; todos los estadios de Ips lo adquirieron de manera natural, transportando
los propagulos; Ips spp. y Pityophthorus carmelii atacaron tallos de pinos sanos,
ramas Yy fustes, infectando 92% de las ramas, lo cual sugiere que estas especies de
insectos pueden diseminar el hongo de partes enfermas a partes sanas del arbol. F.
subglutinans fue aislado de Ips spp. y Pityophthorus carmelii, capturados en
multiples trampas con varios atrayentes, y que emergieron de pinos infectados con
cancro resinoso y rodajas expuestas a resinosis inducida por el hongo (Fox, Wood y
Koehler, 1990; Fox et al., 1991).

Asimismo el cancro resinoso se encontr6 asociado en Pinus radiata en California, con
las actividades de Pityophthorus carmelii y Conophthorus radiatae, individuos de
Pityophthorus carmelii contaminados por el hongo transmiten la enfermedad a
plantulas. El hongo también fue aislado de los tuneles de entrada y de larvas en
conos infectados con estos insectos, aunque Pityophthorus carmelii
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ocasionalmente ataca conos, raramente ambos insectos tienen ataques concurrentes.
También se aisl6é al hongo de C. radiatae capturados en trampas. Se sugiere que P.
carmelii y C. radiata diseminan inicialmente al patégeno, mientras que Ips spp,
debido a su actividad; incrementan las infecciones locales causando cancros en tallos
y matando arboles infectados (Fox, Wood y Koehler, 1990y Fox et al., 1991).

También se tiene que F. subglutinans fue recuperado del 25% de individuos de
Ernobius punctulatus atrapados en trampas pegajosas. Estos Anobidos se
encontraron con frecuencia en conos y yemas que también estuvieron infestadas por
pupas de C. radiatae y P. carmelii. El hongo fue aislado de 25% de adultos y 40% de
pupas de C. radiatae, este insecto fue capturado muy raramente y no se considera
abundante. Sin embargo, ya que sélo una pequefa cantidad de esporas puede ser
suficiente para la infeccion y que estos insectos rutinariamente se alimentan en pinos
sanos, pueden ser un factor importante para la diseminacion de la enfermedad. Otros
insectos importantes como las chicharritas, salivazo, chinches, picudos del follaje, no
transmiten el patégeno de arboles infectados a plantulas cuando éstas se encuentran
aisladas (Fox, Wood y Koehler, 1990y Fox et al. 1991).

El descortezador Dendroctonus terebrans, también esta asociado con la enfermedad,
pero se presenta en muy raras ocasiones (Blakeslee y Oak, 1979). Los insectos
Leptoglossus corculus, Tetyra bipunctata, Cydia spp y Megastigmus atedius, que
atacan estrobilos femeninos, conillos y conos, eventualmente transportan al hongo que
causa el cancro resinoso (Dwinell et al., 1985).

3.4.2. Establecimiento y penetracion del hongo

Hasta ahora, aparte de los insectos asociados, las infecciones estdan cominmente
relacionadas con factores ambientales y el hongo requiere necesariamente de heridas
(Dwinell et al., 1985). Sin heridas por insectos F. subglutinans probablemente no
podria atacar a la planta hospedante (Dwinell et al., 1977). El hongo invade la madera
de ramas y tejido del tallo principal, la madera cambia de coloracion debido tanto al
avance del hongo como al mecanismo de respuesta del arbol, una de las respuestas
principales es el flujo de resina. Las heridas, son infectadas rapidamente por esporas
del hongo presentes en el aire; también sirven como punto de entrada los dafios
hechos por el viento y por el granizo, asi mismo se conoce que el hongo puede infectar
y permanecer activo en agallas ocasionadas por Cronartium (Blakeslee, Dwinell y
Anderson, 1980). La velocidad y grado de respuesta del hospedante, a partir de la
invasion del hongo por las heridas es variable (Dwinell et al., 1985; Valluri y Soltes,
1988).



11

Barrows-Broaddus y Dwinell (1983), realizaron estudios histopatolégicos los cuales
revelaron que la colonizacién del hongo y su crecimiento estan confinados al area
adyacente del punto de infeccion. La tilosis se forma dentro de los canales resiniferos
adyacentes a la herida. En plantulas el hongo invade mas faciimente hacia abajo que
hacia arriba del nodo. Conforme avanza el patégeno, se acumula resina en las células
afectadas de la corteza, las cuales se desintegran rapidamente y son delimitadas por
una capa del peridermio. Una zona de reaccion se forma distal a la herida en el
xilema, esta zona es abarcada por células parenquimatosas, las cuales parecen ser
regenerativas. Los ductos de resina que contienen tilosis aumentan segun el avance
del hongo, que crece rapidamente de manera intercelular; las células acumulan resina
antes de necrosarse y desintegrarse.

A medida que el hongo crece va atacando las células del parenquima a través del tallo,
produciendo huecos en la corteza, rayos y médula; donde los tejidos son
desintegrados. Las hifas se observan facilmente, son numerosas en las cavidades
dejadas por las células corticales, ductos de resina y rayos; las traqueidas del xilema
son tapadas con resina y el hongo no ataca sus paredes celulares; la formacién de
paredes peridermales en la corteza y en la zona de reaccién de las células del
parenquima en el xilema no detienen el progreso de la infeccion; las células tipo
parenquima parecen ser particularmente vulnerables al ataque del hongo. En los
pequenos canales de resina, las células epiteliales forran los ductos y el parenquima
de los rayos asociados y se hipertrofian, luego el hongo las degrada (Barrows-
Broaddus y Dwinell, 1983).

Cuando la infeccidon ya es muy vieja y las ramas estan completamente muertas, en la
superficie de las ramas se forman los primordios de esporodoquios. Se observa
formacién de lesiones en respuesta a la inoculacion; el hospedante resiste a una
infecciéon severa, formando gran cantidad de paredes de parenquima regenerativo, en
la corteza y en la médula, en donde posteriormente se lignifica. Muchas de las células
lignificadas de la médula se ven como traqueidas y probablemente funcionen como
tales, para permitir el transporte de agua, éstas sustituyen a las traqueidas normales
del xilema que fueron tapadas con resina y otros metabolitos. En el xilema la
orientaciéon de las traqueidas cambia segun avanza el hongo, de manera que en una
vista transversal, se observan con una disposicion tangencial. Las paredes de
parénquima de tipo regenerativo se forman en el lado opuesto del tallo, es decir,
enfrente del avance del hongo y proporcionan nuevos tejidos para mantenimiento
continuo del tallo; después de que el hongo destruye los tejidos de respuesta formados
en la médula, los tejidos arriba y abajo del punto de inoculacién son progresivamente
delimitados por peridermio de la corteza y eventualmente tapados (Barrows-Broaddus
y Dwinell, 1983).



12

3.4.4. Desarrollo y manifestacion de sintomas

Existe una gran variedad de sintomas, que se presentan después de que se inicid la
infeccion y se observan en diferentes partes vegetativas como: ramas, fustes, brotes,
yemas y follaje. Estos sintomas incluyen: muerte descendente de brotes terminales y
puntas, sintomas del follaje, formaciéon de cancros, flujos de resina y cambios de
coloracion en la madera. A continuacién se describe cada uno de ellos.

Muerte descendente

Este sintoma se presenta en gran cantidad de especies de pino en Estados Unidos,
generalmente se observa durante el verano. La punta muere y en la corteza hay
emision de resina e inicio de la formaciéon de cancros (Dwinell Ryan y Kuhiman, 1977;
Dwinell y Phelps, 1977, UDSA, 1976; McCain et al, 1987), la copa queda
marcadamente rala debido al dafio (Dwinell y Phelps, 1977). En arboles resistentes se
observa la muerte de brotes laterales, en cambio en especies susceptibles la muerte
se inicia desde la punta y llega hasta la mitad de la copa. También se provoca la
formacion de pequefas escobas de bruja, las cuales se desarrollan como brotes
adventicios, debido a infecciones repetidas (Dwinell, Ryan y Kuhiman, 1977).

Sintomas en el follaje y brotes

Durante los periodos de mayor infeccién el primer sintoma en el follaje es el cambio de
coloracion, las aciculas se tornan cloréticas y amarillentas, crecen anormalmente vy
posteriormente mueren adquiriendo un color café rojizo brillante. Los brotes se doblan
formando ganchos, parecidos a los que producen barrenadores de brotes del género
Eucosma (Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980). Los brotes muertos permanecen en
la copa por varios afos y son indicios de la presencia de la enfermedad (Dwinell, Ryan
y Kuhlman, 1977). Las hojas, en brotes recientemente muertos, son de color amarillo a
café rojizo, posteriormente cambian a café verdoso y gris oscuro (Dwinell y Phelps,
1977). En muchos casos la yema apical muere y una yema lateral secundaria toma la
dominancia. Con lo anterior, en el fuste ocurren deformaciones en forma de
sinuosidades 6 curvaturas, o bien en forma de horqueta en el tallo principal (USDA,
1976).

Flujo de resina

Los brotes infectados tipicamente exudan gran cantidad de resina, en el punto de
infeccion o cerca de éste (Barnard y Blakeslee, 1987). El flujo de resina se expande
completamente, antes de la muerte de los tejidos debido a la infeccidn, el grado de
‘resinacion es bastante intenso, aunque puede ser poco en cancros hendidos (Dwinell,
Ryan y Kuhiman, 1977). La cantidad de resina exudada, depende de la especie de
pino infectado (Barnard y Blakeslee, 1987). Cuando el tallo es completamente
infectado, la parte superior muere, presentandose ademas un flujo de resina intenso y
la impregnacion de resina en tejidos del xilema (Barnard y Blakeslee, 1987), cuando la
reaccion es intensa, se llega a cubrir una gran superF cie del fuste (Blakeslee, Dwinell y
Anderson, 1980).
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Cancros

Estos constituyen uno de los sintomas clasicos, y se observan en fustes, ramas y
brotes. El cancro es un area visible muerta, generalmente de extension limitada en la
epidermis o corteza de la planta (French, 1978; Dwinell y Phelps, 1977). El hongo
invade tejidos de ramas y tallos, originando cancros localizados. La resina fluye
abundantemente de los tejidos enfermos (Dwinell, Ryan y Kuhiman, 1977; Blakeslee,
Dwinell y Anderson, 1980).

Los cancros dan como resultado, aparte de la muerte descendente, que la copa quede
con poco follaje (Dwinell y Phelps, 1977), pueden estrangular rapidamente el tallo,
matando la porcion arriba de éste (USDA, 1976). En los brotes los cancros son
generalmente anuales; mientras que en ramas grandes y fustes son perennes (Dwinell
y Phelps, 1977). Frecuentemente no matan al brote durante el primer afio de infeccion,
aunque si se desarrollan durante el invierno y la primavera, pudiendo estrangular a las
ramas grandes y formar los cancros perennes (Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980).

Siempre que se presenta el cancro, el follaje cambia de coloracion. Los cancros
pequenos sin incisiones alrededor de las ramas, se presentan de manera perineal,
permaneciendo activos por muchos afios (Barnard y Blakeslee, 1987). Los cancros
rompen la corteza hacia afuera y la cara del cancro puede ser ligeramente abatida, las
capas internas contienen resina que frecuentemente se observa en el duramen. Se
debe tener cuidado de no confundir estos sintomas con otro tipo de enfermedades o
dafios mecanicos (Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980; Dwinell y Phelps, 1977).

Caracteristicas de la madera

Otra de las caracteristicas de la enfermedad son los cambios en las propiedades de la
madera. La madera debajo del cancro esta con resina embebida, presentandose
frecuentemente en el centro del fuste (Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980). Al
colonizar la madera, ésta se decolora y poco tiempo después se inicia un flujo denso
de resina, que humedece los tejidos y les confiere una coloracién que varia de clara a
oscura, lo mas frecuente es que sea café rojizo (USDA, 1976; Dwinell, Ryan y
Kuhlman, 1977, Blakeslee et al., 1980; Barnard y Blakeslee, 1987).

3.4.5. Desarrollo de signos

Sélo se tiene como signo de la enfermedad la presencia de cuerpos de reproduccion
del tipo de esporodoquios. En las ramas infectadas dentro de la copa superior de
arboles enfermos, los cuerpos fructiferos son encontrados durante todo el afio y se han
observado en arboles cuyos rangos de edad son de 10 a 25 aflos y 5 a 19 m de altura
(Blakeslee et al., 1978). Los esporodoquios no siempre estan presentes en ramas
enfermas aunque cuando se producen, se pueden encontrar en cualquier época del
ano (Blakeslee et al., 1978; Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980).
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Los esporodoquios son producidos rapidamente, tan solo en un periodo de 2 a 4
semanas después de la caida de las ramas infectadas y pueden persistir por largos
periodos de tiempo. Ocasionalmente, segmentos de ramas de 30 cm de largo,
infectadas por el hongo pueden contener mas de 100 cuerpos de reproduccion del
patégeno. Si las ramas son colectadas antes del inicio del deterioro avanzado del
tejido, los esporodoquios se pueden observar en muchas de estas ramas. Excepto por
los conidi6foros, el esporodoquio contiene unicamente macroconidios (Blakeslee et al.,
1978).

3.5. Epifitiologia.

El cancro resinoso provoca daios en plantaciones comerciales y en huertos semilleros;
los dafios directos que produce el hongo en el desarrollo de la enfermedad son:
mortalidad de arboles; reduccion del crecimiento en altura y diametro; deformacion de
tallos; pérdidas de conos y semillas y su disminucién en calidad y cantidad ( Schmidt y
Underhill, 1974; Dwinell y Phelps, 1977, Blakeslee y Oak, 1979, Blakeslee et al., 1980;
Dwinell y Barrows-Broaddus, 1981y 1983; Dwinell et al, 1985). Las epifitias son
esporadicas, aunque la frecuencia y severidad de la enfermedad se ve incrementada
con las practicas de manejo forestal (Barnard y Blakeslee, 1987). Se han observado
epifitias en plantaciones y huertos semilleros (Dwinell y Phelps, 1977). La enfermedad
es mas severa en huertos donde los arboles han sido heridos de manera natural 6 por
practicas silvicolas; pero cuando la infeccién esta presente y no hay ningun tipo de
manejo, los arboles enfermos llegan a infectar con mucha facilidad a los arboles sanos
(Blakeslee et al., 1980).

El inicio de la infeccion se detecta en arboles maduros por la apariencia de las
caracteristicas de cambio de coloracién rojiza y la caida de los brotes laterales y
terminales. La mortandad de brotes se observa mas frecuentemente de finales de
otoio hasta la primavera (Barnard y Blakeslee, 1987). ElI hongo ataca
fundamentalmente ramas y tallos, y no se ha reportado como un patégeno de raiz
(Fox, Wood y Koehler, 1990).

Los arboles de grandes fustes son severamente atacados, aquellos con infecciones
multiples en ramas y tallo, pueden morir en un lapso de un afo, dependiendo de la
severidad del ataque. En plantaciones los sintomas se presentan durante todo el afo
(Dwinell et al., 1978)

Cuando se tiene el inicio de una nueva infeccién, los arboles recientemente enfermos,
se presentan aleatoriamente y aparentemente no existe relacion con el numero vy
posicion con otros arboles infectados con anterioridad, aunado a esto la sanidad del
arbolado no tiene efecto en la tasa de incremento de la enfermedad, lo que sugiere
que en ocasiones puede existir una fuente de inoculo externa (Schmidt y Underhill,
1974).



3.5.1. Impacto de la enfermedad.

En 1976 se reportaron en Estados Unidos un total de 445 000 ha darfadas por el
cancro (Blakeslee et al. 1980). Para 1985, sélo para una especie de pino se tuvieron
223 000 ha infectadas por el hongo. La pérdida de volumen se estimo de 51.5 a 113.5
millones de m3 anuales (Dwinell et al, 1985). En rodales en areas epidémicas, la
mortalidad se ha reportado hasta en un 25% vy el nivel de infeccion ha excedido el 90%
(Blakeslee et al., 1980). El cancro resinoso causa pérdidas considerables en todas las
areas donde se ha reconocido su presencia (Oak et al., 1982).

Las proyecciones publicadas en 1974 asumen que en los siguientes 25 afos se
tendran pérdidas por crecimiento y se incrementara la mortalidad del arbolado debido a
la presencia de la enfermedad (Schmidt y Underhill, 1974). En evaluaciones del
impacto en el crecimiento de arboles, se encontraron tres aspectos fundamentales. El
promedio total de crecimiento en altura de arboles enfermos incluyendo puntas
muertas fue menor que el de los arboles sanos; el diametro promedio de algunos
arboles enfermos fue mayor que el de los arboles sanos; esta situacion se pudo deber
a la respuesta inmunologica del arbolado al ser atacado por el hongo. Por ultimo, en la
mayoria de los arboles enfermos la disminucidén en la tasa de incremento diamétrico
normal fue mayor que para arboles sanos (Schmidt y Underhill, 1974).

En una plantacion de P. elliottii de 23 afios de edad, en donde en 1971 se esperaba
que el crecimiento fuera de 340 m3/ha, se presento la enfermedad en forma epifitica y
la mortalidad fue evidente en todas las clases de edad. Aproximadamente 2 afos
después de la primera infeccion, 24.5% de los arboles en el area habia muerto y el
4.1% estuvieron severamente afectados. De todos los arboles remanentes cerca de
94% estaban enfermos. Por lo anterior, la plantacion tuvo que ser cosechada antes de
su turno técnico. El rendimiento fue 21% menor que el esperado para ese ultimo ano
de crecimiento. Otras observaciones hechas en plantaciones similares indicaron que el
bajo rendimiento se debi6 a la presencia de la infeccion (Blakeslee y Oak, 1979). En
estas plantaciones los arboles enfermos en comparacién con arboles sanos mostraron
una reduccion de 1 m (3.27 pies) en crecimiento en altura y 0.05 cm en crecimiento en
diametro en dos afios observados (Schmidt y Underhill, 1974).

En otro estudio realizado durante cinco afos a nivel de rodal con la presencia de la
enfermedad, se encontré que el 59% de los arboles enfermos fueron infectados por lo
menos una vez durante el periodo de estudio. El incremento anual de volumen para
arboles infectados fue significativamente mayor que el de arboles sanos; nuevamente
los arboles enfermos presentaron mayor crecimiento en volumen y el incremento para
los arboles infectados fue consistentemente entre 60 y 81%; la diferencia en
incremento en volumen fue significativa, esta relacion entre el incremento de arboles
sanos y enfermos fue evidente en cada parcela de estudio. A partir del segundo afio la
situacion cambid, ya que se presentd una reducciéon en el incremento en volumen a
medida que se aumenté el nimero de afos con infeccion; los arboles que tuvieron
infecciones de uno o dos anos, crecieron 6% menos que los arboles sanos; arboles
que tuvieron infecciones de 3 y 4 afios y aquellos con infeccion durante 5 afios,
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experimentaron una reduccién de volumen de 20 y 43% respectivan El
crecimiento esperado para el periodo de prueba, fue 15% menor debido a la infeccion
(Arvanitis, Godbee y Porta, 1984).

En relacién a la produccion de conos, al menos una parte del 86% de Ia disminucion en
el rendimiento de conos se atribuy6 al cancro resinoso en un huerto semillero de P.
taeda en Mississippi. Asi mismo, en una comparacion de rendimientos de conos en
dos huertos semilleros adyacentes de esta misma especie en Carolina del Sur, uno
con muerte descendente de brotes y otro sin indicacién aparente de la enfermedad, se
presentd que un 28% de la reduccion de produccion de conos en el huerto se debio al
cancro (Dwinell ef al., 1985).

El impacto que produce la enfermedad en viveros forestales, se estima en la pérdida
de varios miles de plantulas por afo. No todas las plantulas infectadas presentan los
sintomas foliares al estar en el vivero, ni en el momento del transplante, por lo que
cuando las plantulas infectadas son llevadas al campo para su establecimiento, se
tendran pérdidas adicionales debido al gasto de inversion de la plantacion de aquellas
plantas que no prosperen (Blakeslee, 1981).

3.5.2. Factores asociados a la enfermedad

El cancro resinoso se ve favorecido por varios factores como son: extremos
ambientales, silvicolas, edéaficos, genéticos y biolégicos (USDA, 1976, Dwinell, Ryan y
Kuhlman, 1978; Dwinell, Barrows-Broaddus y Kuhlman, 1985). Estos factores los
hacen susceptibles al ataque de otros agentes, sean insectos o enfermedades
(Blakeslee y Oak, 1979). Las especies de rapido crecimiento son mas susceptibles y la
enfermedad es mas severa en plantaciones que en rodales naturales. También, la
enfermedad se puede encontrar en gran variedad de tipos de suelo, regimenes de
humedad del sitio y diferentes topografias (USDA, 1976). Los pinos vigorosos pueden
‘limitar el dafio causado por la enfermedad (Fox, Wood y Koehler, 1990).

3.5.2.1. Factores ambientales

Entre estos factores, destacan los dafios producidos por granizo, huracanes vy
tornados, asi como el estrés de humedad. Los dafios causados en plantas por granizo
y viento sirven como punto de entrada para el hongo. Blakeslee (1981) considera que
los huracanes y tornados causan dafios y contribuyen para que el cancro resinoso se
incremente en algunos huertos semilleros de P. taeda, P. echinatay P. virginiana.
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En cuanto al estrés de humedad, el cual ha recibido poca atencion, existe una relacion
directa con la presencia de la enfermedad, la alta humedad en el suelo puede afectar
directamente el desarrollo de la enfermedad reduciendo la capacidad del arbol para
resistir y tolerar la infeccion (Blakeslee, 1981). Por otra parte durante la segunda mitad
de la rotacion del rodal, cuando la demanda de agua es grande, es factible considerar
la modificacién de los sistemas de drenaje para ayudar a retener mas agua en el sitio
durante los periodos de sequia, esto reduce posiblemente el estrés de humedad del
arbol, para no tener arboles mas susceptibles a la enfermedad (Blakeslee, Dwinell y
Anderson, 1980).

3.5.2.2. Factores silvicolas

También se encuentra intimamente asociada la infeccion con las actividades
silvicolas, tales como la cosecha de conos y con las practicas de poda de ramas.
(Dwinell, Ryan y Kuhlman, 1978); en observaciones hechas de la enfermedad en
huertos semilleros de P. elliottii var elliottii, los cancros se desarrollan en puntos del
fuste donde los sujetadores de los cosechadores mecanicos han dafiado o removido
porciones de la corteza externa, existiendo también la posibilidad de que el hongo se
disemine de arbol a arbol por estos sujetadores. También se ha observado Ila
formacién de cancros en yemas terminales, en las cuales el hongo puede entrar a
través de darnos cuando son desprendidas las ramas, por el chicoteo que se produce
durante la cosecha mecanica de conos (Dwinell y Phelps 1977). Las infecciones se
encuentran frecuentemente en las heridas que dejan los conos de P. taeda cuando
son removidos de las ramas durante cualquier forma de cosecha (Blakeslee et al.,
1980). Una practica silvicola, como la reduccion de la densidad, reducira el dafio por la
enfermedad (Blakeslee, 1981).

3.5.2.3. Factores edaficos

En algunos rodales fertilizados, el cancro resinoso podria ser muy dafiino (Blakeslee
et al., 1980). La fertilizacion puede incrementar la susceptibilidad a la infeccidén ya que
promueve el desarrollo de tejidos mas suculentos y alarga el periodo de crecimiento en
el otofio. (Dwinell et al., 1978; Fraederich y Witcher, 1982).

Aunque las relaciones entre la fertilizacion y la enfermedad causada por F.
subglutinans se han estudiado en campo e invernadero, la naturaleza de tal relacion
no esta bien definida, aunque probablemente exista. Sin embargo, la frecuencia y/o
severidad de la enfermedad pueden incrementar con la fertilizaciéon, bajo ciertas
condiciones (Blakeslee, 1981; Soel y Bruck, 1989).

En un estudio de fertilizacién en rodales enfermos se encontrdé que la incidencia de la
enfermedad fue alta, cuando se aplicd la fertilizacién, el nimero de arboles con
sintomas de la enfermedad incrementé en los dos afios siguientes a !a aplicacién, y
decliné cuatro afios después. Todos los arboles que murieron durante el estudio tenian
cancros en el tallo, asi como también en una gran cantidad de ramas laterales. Para el



18

quinto afo sblo 6% de los arboles murieron por el cancro y la mayoria de estas
muertes se presentaron en parcelas que recibieron altas concentraciones de nitrogeno
y fésforo. Los efectos de la fertilizacién en el crecimiento en diametro tarmbién se
presentaron, porque la enfermedad frecuentemente redujo la altura del arbol y el
crecimiento en diametro; arboles con el cancro crecieron menos que arboles sanos,
s6lo un tratamiento de fertilizacién de nitrégeno produjo igual crecimiento de los
arboles sanos y de los enfermos, ninguno de los tratamientos incremento las tasas de
crecimiento de arboles infectados por arriba de los arboles sanos y dos tratamientos
redujeron el crecimiento mucho menos que los arboles testigo, es decir, sin fertilizacion
(Fisher, Garbett y Underhill. 1981).

Las aplicaciones tardias de nitrato de amonio para promover la floracion, pueden
incrementar la susceptibilidad al ataque del patégeno, sin embargo, la incidencia de la
enfermedad permaneci6 alta en rodales adyacentes que no fueron fertilizados (Dwinell
et al., 1985).

3.5.2.4. Factores genéticos

La presencia de algunos arboles no infectados en plantaciones y en huertos semilleros
severamente enfermos, sugiere que la resistencia genética esta presente. Lo anterior
se ha demostrado experimentalmente, manteniendo al patogeno en condiciones
controladas que semejan condiciones ambientales naturales. En estos experimentos
se encontré que arboles individuales difirieron en susceptibilidad al cancro resinoso.
Las respuestas a la infeccion son medidas de dos formas: rapido desarrollo de los
cancros (susceptibilidad extrema) y no desarrollo de sintomas (inmunidad aparente).
Lo anterior llevd a considerar que pueden existir modelos amplios de fuentes de
variacién, mismos que pueden conformar una base para el desarrollo de fuentes de
resistencia a la enfermedad (Blakeslee y Rockwood, 1978; Blakeslee, 1983).

3.5.2.5. Factores bioldgicos

La incidencia y severidad del cancro resinoso puede verse influenciada por la
presencia de organismos que causan heridas y/o sean vectores, como ya se menciono
anteriormente. Por otra parte se ha observado que algunos pajaros comen larvas y
estados inmaduros de insectos en areas atacadas por el hongo; sin embargo, esta
situacion es sustancial so6lo en algun tiempo, entre la intensidad de la enfermedad y la
depredacion extensiva subsecuente por los péjaros. Estos animales y otros
depredadores y parasitos pueden influir en la poblacion de los insectos y de esta
manera influir indirectamente en la enfermedad (Blakeslee, 1981).



3.6. Antecedentes de la enfermedad en México.

La enfermedad conocida como cancro resinoso fue reportada desde 1946 en Fstados
Unidos, causando darios en P. virginiana (Hepting y Roth, 1946). En México, en 1980
se hizo un reporte en relacién a la enfermedad conocida como resinosis o cancro del
tronco en Michoacan, sin embargo, el agente causal reportado fue Heterobasidium
annosum (Fomes annosus), y s6lo se consider6 a Fusarium, como un hongo
presente en el material infectado, pero no como el responsable de la enfermedad
(Vazquez-Collazo y Martinez-Barrera, 1980).

La sintomatologia descrita en el reporte de 1980, es caracteristica del cancro
resinoso; sin embargo, esta enfermedad no fue considerada como importante. El
conocimiento de la enfermedad tomé interés nuevamente en 1987, cuando Ia
Subdireccioén de Sanidad Forestal, detectd en el Estado de Nayarit, la sintomatologin
de la enfermedad en Pinus douglasiana (Com. pers. Ma. Eugenia Guerrero). En el
laboratorio de Patologia Forestal de la Division de Ciencias Forestales, Universidad
Auténoma Chapingo (DiCiFo- UACh), el autor del presente trabajo realizd aislamientos
de muestras provenientes de ese Estado. Los sintomas presentes en el fuste,
indicaron la presencia de cancros y flujo de resina. Las pruebas de laboratorio que se
hicieron a partir de rodajas, presentaron un cambio de coloracién en la madera,
obteniéndose colonias de hongos, en su gran mayoria pertenecientes al género
Fusarium, pero el diagnostico se dejé por terminado a nivel genérico.

Para 1988 la propia Subdireccion de Sanidad Forestal, inici® un trabajo de
investigacion relacionado con la distribucion e incidencia de la enfermedad en rodales
de Pinus douglasiana en el mismo Estado de Nayarit (Gutiérrez-Rodriguez, 1991).
Asimismo Cibrian-Tovar y Villa-Castillo (1988), detectaron la sintomatologia de la
enfermedad en una plantacion de Pinus dougiasiana en el Estado de Jalisco.

En otros aislamientos realizados también por el autor, de las muestras colectadas en
1987 y 1988 se encontrd que el hongo bajo cultivo fue extraordinariamente similar a
Fusarium subglutinans, adicionalmente los autores citados encontraron las
estructuras asexuales de los cuerpos de reproduccion del hongo (esporodoquios).
Gutiérrez- Rodriguez (1991) menciona que en Nayarit, también fueron encontrados
dichos esporodoquios en la misma especie hospedante y reportdé como patégeno a
Fusarium moniliforme var subglutinans.

Fn 1988, en el Estado de Tamaulipas, se encont:6 la sintomatologia en varios
individuos de P. estevezii'. De las muestras colectadas en Nayarit, Jalisco y
Tamaulipas, se realizaron inoculaciones, previo aislamiento de los hongos ascciados a
la sintomatologiay se demostr6 su patogenicidad como causante de la enfermedad,
de esta manera se encontré la evidencia de que el patégeno ocasiona el mismo tipo de
enfermedad que la presente en Estados Unidos.

'yiade realisade an eonjunte con investigadores de la Divieién de Ciencias
Forestales, UACh; Facultad de Ciencias Forestales, UANL; Servicio Forestal e
Texas, Servicio Forestal de Estados Unidos con sede en Athens,Geor7ia.
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3.7. Prevencién y control de la enfermedad

Hasta 1976, se conocia muy poco acerca del control de la enfermedad. Se realizaron
investigaciones probando aspersiones de quimicos y otras estrategias de supresion,
asi mismo, se estudi6 en forma progresiva para determinar fuentes de indculo vy
medios de diseminacion del agente causal, también se evaluaron los efectos de sitio,
factores culturales y ambientales de la incidencia de la enfermedad, todo esto para
proponer medidas de control.

Las recomendaciones para el control del cancro resinoso en plantaciones de Pinus
elliottii no eran posibles sino hasta hace pocos afos. La poca informacion que existia
del modo inicial de la infeccion y subsecuente diseminacion, impedian bhioldgicamente,
un control adecuado. Financieramente las pérdidas no justificaban medidas de control
directas, podas de porciones enfermas de arboles jovenes y de alto valor eran
posibles, pero se desconocia su costo (Schmidt y Underhill, 1974). Dwinell et al.,
(1985) establecieron que para ese afio, ain no se habia desarrollado un programa
especifico de control o eliminacién de la enfermedad. Una aproximacion de manejo
integrado debe incluir, control quimico, control biolégico, seleccion genética para
resistencia y practicas culturales alternas, las cuales se han empezado a desarrollar.

3.7.1. Control quimico

A la fecha el conocimiento del control quimico no esta disponible, aunque
investigaciones de algunos materiales parecen prometedores bajo ciertas
circunstancias (Barnard y Blakeslee, 1987). Se han realizado investigaciones usando
fungicidas sistémicos e insecticidas para el control de insectos vectores (Dwinell y
Phelps, 1977), como un tipo de control indirecto, reduciendo de esta manera el numero
de agentes que provocan heridas o que son vectores del hongo. En areas asperjadas
con insecticidas Dursban M. (chlorpyrifos) se ha reducido significativamente Ia
incidencia del cancro mas que todos los otros tratamientos, debido a su eficacia en el
control de insectos vectores. En cambio en arboles tratados con benomyl presentaron
de igual manera la misma muerte descendente que los testigos, ya que el aborto de
conillos y deterioro de semillas causado por F. subglutinans esta intimamente
relacionado con la alimentacion de insectos que provocan heridas (Dwinell et al,
1985).

En el control de otros agentes similares a F. subglutinans, se utilizé benomyl en
diferentes concentraciones para el control de F. moniliforme y F. oxysporum en
semillas de Aspargus y se encontro que en todos los tratamientos se logré controlar a
F. moniliforme y solamente en una concentracion se eliminé a F. oxysporum. En
pruebas de laboratorio, cuando se colocaron semillas tratadas con benomyl en cajas
sembradas con las dos especies de Fusarium se present6 inhibicion en el crecimiento
de ambas en medio de cultivo (Damicone et al., 1981).
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El control quimico se justifica econdmicamente en viveros, huertos semilleros y
plantaciones de arboles de navidad, donde se practica un manejo intensivo; en estos
lugares se han realizado tratamientos comerciales con productos como Tiabendazol en
plantulas de P. taeda previamente inoculados con F. subglutinans, los productos se
usaron de manera sucesiva para comprobar que se pueden prevenir infecciones; se ha
probado que el Tiabendazol es una herramienta efectiva para el control del cancro
resinoso en plantulas de P. taeda en el este de Carolina del Norte, y aun en bajas
concentraciones, actué como limitante del crecimiento de F. subglutinans in vitro y en
la prevencion de la expresion de la sintomatologia del cancro en plantulas inoculadas
artificialmente en invernaderos. Este fungicida previene la expresion sintomatica de F.
subglutinans, el hongo pudo ser reaislado de tejidos aun cuando el fungicida se aplico
de 5 a 7 dias después de la inoculacién; esto implica que el tiabendazol puede actuar
de manera sistémica en los tejidos del tallo (Runion y Bruck, 1988a).

El Tiabendazol también se ha probado en aspersion local en heridas de tallo; como
una aspersioén foliar para proteccion de flores femeninas, conos y semillas y como
inyeccion sistémica terapéutica para cancros de tallos (Dwinell et al., 1985).

El crecimiento del hongo in vitro fue suprimido con 0.1 ug de ingrediente activo/ml de
tiabendazol y completamente inhibido a 1.0 ug de concentracién, se observé control
durante 9 semanas, sin embargo, altas concentraciones fueron necesarias para
prolongar el control (Bruck, 1983; Runion y Bruck, 1988b). En Pinus brutia, que es
atacado en almacigos por F. subglutinans en Irak. Se ha utilizado tratamiento a la
semilla con Captan 50 a 0.3% para su control, cuando interviene como agente del
complejo del "damping off" (Khalisy et al., 1981). También se han probado fungicidas
como benomyl y bavistin en Pinus caribaea, para el control del mismo complejo
(Dadwai, Jamaludin y Soni, 1986).

Otro de los productos que se ha utilizado para el control de la enfermedad, de manera
indirecta en el control de vectores, con diferentes formulaciones y concentraciones es
el Guthion(R), lo mas importante de su utilizacién es que no ha dado resultados
visibles de toxicidad en aquellos arboles donde se ha aplicado (Dwinell, Ryan y
Kuhiman, 1978)

3.7.2. Control genético

A partir de la década de los 70°s también se inicié6 con resultados prometedores la
seleccion de clones resistentes a la enfermedad. La herencia y la asociacion genética
adquirida que se calculd en cinco pruebas de campo sugieren que la incidencia del
cancro resinoso puede ser reducida a través de estrategias genéticas apropiadas.
Para ello se pueden usar tres estrategias a corto plazo, las cuales son: a) Uso de una
fuente de semilla de una poblacién resistente. b) Uso de semillas de clones resistentes
en huertos semilleros y ¢) Uso de semillas de areas de produccién semillera
desarrollados en areas epidémicas, provenientes de arboles que no estén
contaminados (Dwinell y Phelps, 1977).
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Las estrategias a largo plazo incluyen nuevas selecciones clonales de hueitos, las
cuales permitiran reducir significativamente la incidencia de la enfermedad La
resistencia al cancro resinoso ho parece estar genéticamente relacionada a buenos
crecimientos 6 a la resistencia a otras enfermedades como la roya Cronartium
quercuum [Berk.]. En arboles vigorosos de P. elliottii se sugiere que la resistencia
genética al cancro resinoso esta presente y que la resistencia adquirida significante se
puede realizar mediante estrategias a corto y largo plazo (Rockwood ef al., 1988).

3.7.3. Control biolégico

Cuando se prob6 bajo condiciones de laboratorio una bacteria del suelo Arthrobacter,
se encontrd que inhibe el crecimiento de F. subglutinans, debido a su amplia
diseminacion en forma natural, esta bacteria puede influir en la poblacion del patogeno
(Blakeslee, 1981).

Barrows-Broaddus y otros, han hecho ensayos con la bacteria, pero al parecer no son
factibles porque ésta protege cuando las heridas son recientes, hasta de un dia, pero
es dificil obtener datos acerca de cuando estaran presentes las heridas, esto sélo
puede ser anticipado en algunos casos como en la cosecha de conos, después de la
cual se pueden hacer aspersiones de Arthrobacter para proteger al arbol de la
infeccion de F. subglutinans (Barrows-Broaddus, Dwinell y Kerr, 1985, Barrows-
Broaddus y Dwinell, 1985). Aunque en pruebas de campo Arthrobacter no protege las
heridas que fueron inoculadas y colonizadas por el hongo, algunas cepas reducen la
produccién conidial subsecuente en estas heridas.

También es necesario considerar que los aislamientos de Arthrobacter varian
considerablemente en eficacia. Otra opcion es la inoculacién de cepas avirulentas o
débilmente virulentas de F. moniliforme var. moniliforme, pero esto ain no se ha
realizado en forma extensiva (Barrows-Broaddus, Teeslink y Kerr, 1983).

3.8. Manejo de la enfermedad

La prevencion es el medio mas efectivo para reducir pérdidas causadas por F.
subglutinans, se recomiendan buenas practicas silvicolas para rodales naturales, por
ejemplo, el uso de especies de pino mejor adaptadas para sitios especificos; en
plantaciones el uso de especies mas resistentes y/o establecimiento de plantaciones
genéticamente resistentes; evitar el estrés de agua y evitar la fertilizacion excesiva e
innecesaria; el saneamiento, la remocion y/o la destruccion de arboles enfermos o
ramas infectadas, puede servir para la reduccion del inéculo local. El examen de los
arboles, ramas y brotes debe hacerse experimentalmente al final del otofio hasta la
primavera, .se debe buscar resinacion externa y resina embebida interna en los tejidos
del xilema en el lugar de la infeccién, ya que estos sintomas son caracteristicos. Otras
partes a examinar son las partes bajas de tallos y cuello de la raiz en plantulas muertas

o muriendo por la resina adherida con agregados del suelo (Barnard y Blakeslee,
1987).



La experiencia ha mostrado que muchos latizales se han recobrado del ataque del
hongo. La recuperacion o salvamento de los arboles severamente dafados, es el tinico
método para reducir pérdidas. Si los arboles son removidos antes de que la madera se
manche y/o pudra y antes de que de inicio la diseminacién del hongo, se puedaen usar
para la obtencién de pulpa y madera aserrada.

Los arboles infectados pueden ser removidos del rodal, durante las operaciones de
aclareo para reducir la incidencia de incendios y la fuente de indculo. En Areas
semilleras de gran valor o arboles urbanos, las ramas infectadas pueden ser podadas
debajo del cancro para suprimir la enfermedad (USDA Forest Service, 1976)

3.8.1. Cortas de salvamento

La decision para una corta severa en plantaciones enfermas depende de la incidencia
(nimero de arboles infectados) y la severidad (cantidad de infeccion en cada arbol) de
la enfermedad en el rodal. También se considera el curso esperado en el futuro de la
enfermedad y la respuesta de los arboles. Se puede tolerar deformacion ligera de
fustes y reduccion de tasas de crecimiento, en arboles jovenes dentro rodales
moderadamente infectados que tengan un turno largo. Los fustes deformados pueden
ser mas rapidamente quebrados durante las tormentas. En fustales de P. elliottii var
elliottii, la reduccion en crecimiento y la mortalidad obligan una corta intensa previa a
la rotacion.

En adicidén, la cosecha de arboles infectados, podria reducir la abundancia del
patégeno en el area, reduciendo de ese modo la exposicion de rodales cercanos o
adyacentes (Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980).

Cuando sea posible, la quema de los restos de las ramas de las podas, podra reducir
la cantidad del patégeno y de este modo minimizar la exposicion de rodales
adyacentes (Blakeslee et al., 1980).

3.8.2. Aclareos

Cuando sea posible econémicamente como una practica silvicola, se deben considerar
los aclareos en plantaciones con una baja incidencia de la enfermedad y que este
localizada en zonas de alto riesgo (rodales comerciales en areas epidémicas).

La reduccion de la densidad en plantaciones con poca enfermedad incrementa la
resistencia de los arboles a ataques futuros o permitira una mejor recuperacion de
infecciones previas. La efectividad de este tipo de aclareos no se ha demostrado, pero
la remocién de arboles enfermos durante el aclareo puede limitar futuras pérdidas de
volumen comercial por la reduccién del nivel de esporas del patbgeno en el aire y por
minimizar la pérdida de crecimiento en la plantacion.
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La remocion de arboles severamente infectados y de bajo vigor, puede eliminar
algunos sitios de crecimiento de Pissodes nemorensis, un insecto que es vector del
hongo y que puede hacer heridas que son facilmente infectadas. Estos aclareos
deberéan hacerse entre diciembre y mayo excepto durante una sequia 6 cuando los
descoitezadores son problema en el area. Adicionalmente se debe hacer tratamiento a
los tocunes para el control de Heterobasidion annosum, cuando las areas aclaradas
tengan «lto riesgo para este tipo de pudricién (Blakeslee et al., 1980).

3.8.3. Practicas en huertos semilleros

Evitar hacer heridas en arboles, especialmente de julio a noviembre, porque sirven
como miedio de entrada para el hongo, esta accion puede reducir la presencia de la
enfermedad. Las cosechadoras provocan heridas en el punto de contacto o a través de
la copa, lormar especial cuidado para minimizar el dafio.

La cosecha de conos es mejor hacerla por corte que por arranque, ayudara a reducir
las heindas, ya que la cosecha de conos las produce durante el periodo de infeccion
critico y puede dar como resultado una gran cantidad de infecciones en toda la copa.
Las chapeadoras pueden provocar heridas en los tallos del arbol o en las raices
superhiciales, por lo que se deben evitar, en la medida de lo posible, este tipo de dafos
(Blakeslee et al., 1980).

3.9. Otras enfermedades asociadas al cancro resinoso

Se uene informacion acerca de que otras enfermedades estan presentes junto con el
cancro resineso, se ha encontrado que F. subglutinans coloniza rapidamente tejidos
infectados por roya (Dwinell ef al, 1985). El hongo ha sido aislado de agallas de
Cronarturm tusiforme en P. taeda en Florida y Georgia (Dwinell et al, 1978;
Blakeslee, Dwinell y Anderson, 1980), el hongo probablemente entra a las agallas a
través de las heridas que hacen algunos insectos (Dwinell et al., 1978).

Otra enfermedad importante que se ha encontrado cuando el cancro esta presente es
el manchado azul de la madera ocasionado por Ceratocystis spp. El manchado no es
aparenie y solo se detecta cuando algunas trozas son disectadas, en estas trozas esta
presente el dano por Ips spp, pero se desconoce la asociacion de la muerte del
arbolado con el manchado de la madera, la presencia de insectos y el mismo cancro
resinoso (Blakeslee y Oak, 1979).

La enfermedad también se encuentra asociado a la presencia de nematodos como es
el caso del nematodo de la marchitez del pino Bursaphelenchus xylophillus (Dwinell
et al |, 1985).
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Otra enfenmedad asociada con la muerte de estrébilos femeninos, conillos y conos de
algunas especies de pino es causada por el hongo del cancro resinoso. En 1975, se
presento esta enfermedad inexplicable en estrébilos femeninos de P. elliottii var.
elliottii. Aislamientos de tejidos del gametofito y del embriéon de lotes de semillas que
presentaion pobres porcentajes de germinacion, produjeron numerosos cultivos de F.
subylutinans provenientes tanto de semillas con y sin dafios externos visibles. Dos de
estos cullivos fueron usados subsecuentemente para evaluar la patogenicidad del
hongo en estrdbilos femeninos de un afio y conos verdes del segundo afio. Los
resultadus de las pruebas de inoculacién en estrobilos demostraron en dos afios
sucesivos que F. subglutinans fue patogénico para los estrébilos femeninos tanto de
primero como de segundo afo y para semillas.

En promedio €l 41% de los estrobilos femeninos inoculados estuvieron necréticos doce
semanas después de la inoculacion, comparadas con 4% de los testigos y un promedio
de 59% de las escamas en la inoculacion de conos verdes de segundo aro, fueron
necroticas en las primeras 6 semanas, comparadas con 8% de los testigos.

El hongo fue aislado consistentemente de las escamas, axilas y semillas extraidas de
conos muertos y de areas necroticas de conos dafados. Muchas semillas extraidas de
conos necroticos y de areas necréticas de conos dafados contenian masas de micelio
o tejido del gametofito severamente dafado.

El hongo fue también aislado de tejidos internos de semilla de P. taeda aunque en
mucha menor frecuencia que en P. elliottii. La patogenicidad fue comprobada a
traves de inoculacion experimental en conos de la misma especie.

Por lo anteror, se puede decir que F. subglutinans puede causar serias pérdidas de
conos y semilas, puede estar presente en tejidos internos de la semilla y no ser
detectado facilimente sino sélo con técnicas de aislamiento destructivas (Bramilet et al.,
1979, Miller y Bramlet, 1979; Miller, 1984, Barrows-Broaddus, 1990). Actualmente el
uso de técnicas de radio-diagnédstico da la posibilidad de detectar la presencia de
senmillas danadas en determinados lotes, debido a algun factor bidtico, sin necesidad
de destiul las semillas.

Como ya se menciond anteriormente el hongo también se encuentra asociado al
complejo del "damping off' en varias especies de pino ( Khalisy et al., 1981; Dadwai,
Jamaludin y Soni, 1986; Huang y Kulhman, 1990)



4. MATERIALES Y METODOS

Para cumplir los objetivos del presente trabajo, se desarrollé la metodologia que se
describe a continuacion. Se hicieron recorridos de campo, para definir la distribucién y
precisar la sintomatologia presente en los arboles. En estos recorridos también se
hicieron colectas de material patolégico, que sirvié para determinar al agente causal de
la enfeimedad. En el laboratorio se realizo el aislamiento, purificaciéon e identificacion
del cancro resinoso y de sus agentes asociados. En el invernadero se hicieron pruebas
de patogenicidad y se definieron caracteristicas morfolégicas del hongo.

4.1. Recorridos de campo

Los recorridos se efectuaron por varios Estados del pais, su ubicacion geografica se
indica a continuacion: ‘

Distrito Federal

~ K. 65 Carretera México-Cuernavaca, Delegacion Tlalpan; altitud 2700 m. Bosque
de pino con arboles aislados, muestras tomadas a orilla de la carretera. Limites con
el Estado de Morelos. '

Durango
- Los Altares, Municipio Santiago Papasquiaro. Bosque de pino, altitud 2450 m.

~ Localidad situada a 14 km. de la ciudad de Tepehuanes. Bosque de pino-encino-
junipero can arboles jovenes

Guerrero
IMunicipio de Taxco, Trayecto carretera Ixtapan de la Sal a Taxco. Bosque de pino,
altitud 2200 hasta 2750 y limites con la parte Sur del Estado de México.

Hidalgo
I?aigue Naclonal EI Chico. Bosque de pino. altitud 2700 a 2800 m.

Trayecto de la carretera Tulancingo-Poza Rica hasta los limites con el Estado de
Veracruz (Huayacocotla). Bosque de pino, altitud 1800 m.

Jahisco
Siera de Tapalpa, aserradero de la Sierra de Tapalpa. Muestras provenientes de
bosque de pino maduro, obtenidas del aserradero de la UCODEFO.
seccion 2 de la Unidad de Administracion Forestal Atenquique a 15 km. de Cd,
Guziman. Plantacion coetanea de Pinus douglasiana, con individuos de 8 m de
altura, altitud 2000 a 2200 m.
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Mexico
Municipio de Amecameca. Plantacién de arboles de Navidad y areas forestales
aledanas a la plantacion, altitud promedio 2400 m.
Camino a Tlamacas. Bosque de pino, altitud 2800 m.
Zonas aledainas a Valle de Bravo. Bosque de pino encino. Altit'ud 2500 m.
Camino al Nevado de Toluca: Bosque de pino, altitud 2900 m.
Camino Sultepec a Sultepequito. Bosque de pino, altitud 2100 a 2200 m.
Nanchititla. Bosque de pino, altitud 1600 m.
lNatlaya. Bosque de pino, altitud 1400 m.
Chapingo. Areas arboladas del campus universitario, altitud 2250.

Michivacan
Rancho Las Canas, municipio de Santa Clara del Cobre. arboles aislados, altitud
19500 & 2200 m.
Tiayecio Patzcuaro, Huiramangaro, Pichataro y Nahuatzen, bosque de pino,
altitudes 2200, 2300, 2400 y 2500 m.
San Lorenzo, Capacuaro, desviacion de la carretera hacia el Paricutin, bosque de
pino-encino, altitud 2200 m.

Morelos

Municipio Tres Marias y Km. 75 carretera México-Cuernavaca limites con el Distrito
Federal, bosque disperso de pino, altitud 2870 a 2900 m.

Nuevo Ledn
Municipio de Galeana, carretera Linares-San Roberto. Arboles esparcidos con
vegetacion de pino-encino, altitud 1600 m
santa Clara, municipio de Galeana, carretera Galeana-Dr Arroyo, bosque de pino,
altitud 1900 m.

Puebla
San Juan Tetla, campo experimental del CIFAP, bosque de pino, altitud 2500 m.

Localidad a orilla de la carretera a 15 km. de Zacatepec, carretera Zacatepec-
Ferole, bosque de pino, altitud 2100 m

Tameaulipas
Cerro del Diente, municipio de San Roberto, bosque de pino, altitud 1800 m.

Tlaxcala

lTenenate, trayecto carretera Apizaco-Huamantla, vegetacion de pino muy dispersa,
altitud 2300 m.
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Veracruz
Municipio de Perote, km 50 carretera Zacatepec-Perote, bosque de pino muy
perturbado, altitud 2200 m.
Colonia 20 de Noviembre, municipio de Perote, bosque de pino, altitud 2400 m.

Huayacocoltla, trayecto carretera Tulancingo-Huayacocotla a 10 km. de esta ciudad,
boscue natural, rodeado de plantaciones de Pinus patula, altitud 2300 m.

4.2. Colecta y manejo de muestras

La colecta de muestras se hizo cortando las ramas de los arboles con una tijera
telescdpica, se buscd que el largo de las ramas permitiera tener muestras de material
con los sintomas y con la finalidad de buscar sefiales de la enfermedad de afos
anteriores a la infeccidn. Ya cortadas las ramas se seccionaron en trozos de menor
tamano y s& guardaron en bolsas de polietileno de 60 x 60 cm, para facilitar su
transporte

4.3. Pieservacion y traslado del material colectado

Con el material deseado, se procedié segun el tipo de muestra. La preservacion del
material se Inicid desde el campo, para su mejor traslado, se procuré mantener el
malerial lo mas fresco posible, cuidando no exponerlo directamente al sol y se refrigerd
tan pronto estuvo en el laboratorio. Posteriormente, se realiz6é el procesamiento en el
laboratone, tratando de que este proceso no se hiciera en un lapso mayor a dos
semanas de haber colectado las muestras, para evitar problemas de degradacion y
contaminacion. El material colectado se transportd al laboratorio y se dividié a manera
de tener 50% como material fresco y 50% de material para prensas botanicas, para su
conservacion y herbario. El material fresco se utilizé para realizar el diagnostico en
laboratario

4.4. Datos de colecta

Se llevo un control de las muestras que se colectaron, para ir determinando en que
lugaree se presentd la enfermedad y asi conocer su distribucion y hospedantes. Los

datos que se consideraron fueron: Localidad, incluyendo paraje, municipio y Estado.

donde se hizo la colecta; hospedante del cual fue tomada la muestra, fecha de colecta,
altitud, tipo de vegetacion, apariencia general de la planta, distribucion de la
enfermedad en el terreno, insectos y otras enfermedades presentes.

En el laboralorio y posterior al traslado de muestras se procedié con las siguientes
actividades.
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4.5. Descripcion de sintomatologia

De las muestras colectadas se hizo el proc .s0 correspondiente, gue inicido con la

descripcion de la sintomatologia, considerando los diferentes tipo' de sintomas
presentes como son: coloracion del follaje, muerte descendente, presencia de cancros,
flujo de resina, corteza quebrada, cambio de coloracion en la madera, resina
embebida, danos por insectos y presencia de cuerpos de reproduccion.

4.6. Procedimiento de Aislamiento y Purificacion

Enla Figura 1 se muestra el procedimiento de aislamiento y purificacién, mismo que se
explica a continuacion.

a. Se cortd el material vegetal enfermo de un tamafo aproximado de 1 em2, que
consistio de parte sana y parte enferma.

b. Se colocaron los pedazos en una caja de Petri, sometiérdelas a desinfeccion
superiicial con solucidén de hipoclorito de sodio al 1%.

c. Se enjuagaron con agua destilada esterilizada durante un minuto o hasta que el
material dejo de oler a cloro.

d. Los pedazos de tejido enfermo se colocaron en papel filtro previamente esterilizado,
para eliminar el exceso de agua.

e. Con la ayuda de una aguja de diseccién se realizé la siembra en medio de cultivo, se
colocaron los pedazos en una caja de Petri conteniendo el medio, bajo condiciones
de esterilidad. Inicialmente se usaron medios de cultivo selectives, destacando los
sigulentes: PCNB-Agar, Harina de Maiz-Agar, Papa-Dextrcsa-Agar, Papa-Sucrosa-
Agar, de acuerdo a técnicas previamente descritas por diferenies autores (Nash y
onyder, 1962; Booth, 1977, Ulloa y Hanlin, 1970).

f. Se incubd en la camara de crecimiento a una temperatura di: 24 a 32°C y se hicieron
observaciones cada 24 horas.

9. Cuando se presentd crecimiento micelial, alrededor de las muestras sembradas, se
hicieron purificaciones a cajas limpias con medio de cultivo PSA de las colonias que
presentaron crecimiento.

h. Ya que se obtuvo crecimiento en las cajas, se transfirieron a tubos con medio de
cultivo inclinado, para utilizarlos como coleccion.

L Los tubos que fueron sembrados con los hongos, se conservaron en refrigeracion,
desde que el crecimiento del hongo cubri6 la superficie del tubo con medio de cultivo
inchinado.

J. Cada uno de los hongos aislados se conservaron para realizar las pruebas de
noculacion y para su identificacion.



Figura 1. Proceso de aislamiento y purificacién de organismos presentes en el cancro
resinoso a partir de material vegetal enfermo. A. Desinfeccion en hipoclorito
de sodio. B. Enjuague en agua destilada esterilizada. C. Secado en papel
filtro esterilizado. D y E . Siembra en medio de cultivo. F, G, H, |
Transferencia a partir de crecimiento micelial para obtener cepas puras. J.
Incubacién a temperatura de 24-32°.C. K. Cepa pura del hongo.
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4.7. Elaboracion de preparaciones

Del material que presenté sintomas del cancro resinoso, signos, asi como de las
colonias que se obtuvieron en el proceso de aislamiento y purificaciéon, se elaboraron
preparaciones fijas semipermanentes, para la identificacibn de los hongos
pertenecientes al género Fusarium.

Con las colonias obtenidas en el proceso de aislamiento y purificacion, fue preparado
el material que serviria para realizar las diferentes pruebas de inoculacién, como se
describe a continuacion.

4.8. Inoculacion

Las cepas correspondientes, una vez identificadas, fueron para inoculadas en
plantulas sanas de la misma especie de donde se realizaron los aislamientos. Se
realizaron varias pruebas de inoculacién que incluyeron: ensayos de inoculacion,
inoculacion preliminar e inoculacion general. Ya hechas las inoculaciones, las plantas
se mantuvieron en el invernadero para propiciar condiciones para el desarrollo de la
enfermedad. De esta manera se obtuvieron datos para conocer el grado de
susceptibilidad de los hospedantes y la patogenicidad de los hongos aislados.

4.8.1. Inoculacion preliminar, diferentes tipo de inoculaciéon

Para poder decidir qué forma de inoculacién era la mas adecuada, se realizaron varias
pruebas preliminares. Las formas de inoculacion fueron las siguientes:

a. Heridas de fasciculo. Se quitaron varios fasciculos de hojas de la parte del brote que
se inoculd y se aplicé con una jeringa con aguja hipodérmica, 1 ml de solucién de
conidios (ajustado aproximadamente a 5 x 105, contados en una camara de
Newbauer).

b. Punciéon con aguja. Se hicieron heridas con la punta de una aguja de diseccion en el
lugar de inoculacién y se aplicé 1 ml de solucién de conidios.

c. Puncién e inyeccién. Se hicieron heridas con aguja hipodérmica y con el aplicador se
fue presionando para que saliera la solucion de conidios, cada vez que se hacia una
herida.

d. Raspado. Con la ayuda de una navaja de bisturi en la epidermis del brote y se
colocaron porciones de 0.78 cm2 de medio de cultivo conteniendo micelio del hongo.

e. Heridas en forma de T. Se hizo una herida y en ésta se colocaron porciones
similares que en la inoculacién anterior.
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Las inoculaciones se hicieron en plantulas de P. pseudostrobus, inoculadas con
cepas aisladas de la misma especie, usando un total de cinco plantulas por cada forma
de inoculacion. Los resultados de esta prueba se pueden observar en el Cuadro 7 del

capitulo de resultados.

Por los resultados obtenidos en las pruebas anteriores, las cuales seran analizadas en
el siguiente capittdq, se determind que la inoculaciéon en forma de "T", fue la mas
adecuada para realizar la prueba de inoculaciéon general.

4.8.2. Inoculacion general en forma de "T" en diferentes puntos de la planta

Se hizo una primera prueba con Pinus douglasiana, haciendo la inoculacién en tres
puntos diferentes de la planta, que fueron: brote, internodo y base del tallo.

El punto de inoculacién que se determind en base a la prueba anterior, fue la de
inoculacién en el brote, se inocularon nueve especies diferentes, con cepas
procedentes de la misma especie de pino.

4.9. Preparacion de material para inoculacion general

En las Figuras 2 y 3 se pueden observar los procedimientos de inoculacién, mismos
que se describen a continuacion:

a. Las cajas de Petri con medio de cultivo conteniendo las colonias de los hongos, se
dejaron crecer hasta que la superficie del medio se cubriera completamente por

micelio del hongo.

b. Ya que se tuvo lista la colonia y bajo condiciones de esterilidad, se procedi6 a
fraccionar el medio de cultivo, haciendo pequefios trozos circulares de 1 cm de
diametro, hechos con la ayuda de un sacabocado en toda la superficie de la caja.

c. Cada uno de los circulos cortados, se fue pasando a una caja de Petri limpia y

esterilizada, hasta completar la cantidad necesaria para realizar las inoculaciones
(Figura 2).

v -
» -

d. Se hicieron heridas en el talluelo de las plantas con una navaja de bisturi,
realizando dos cortes uno longitudinal y otro transversal, de manera que la herida
tuviera una forma de "T".

e. Con la punta de la navaja se abri6 la epidermis del talluelo de la plantula hasta que
dejara a la vista el xilema.
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f. Con la navaja se tomd un pedazo del inéculo de las cajas y la superficie del medio
de cultivo, donde se encontraba el micelio del hongo, se puso directamente en
contacto con la parte de la plantula donde se realizé la herida.

g. Ya que se puso el indculo en contacto con la plantula, la epidermis se utilizé para
tapar parte del medio de cultivo y se presiond para asegurar su contacto, de
manera que cubgjgra toda la herida.

h. Con un pedazo de gasa se cubrié al medio de cultivo y a la herida, amarrando
alrededor del talluelo (Figura 3).

i. Cada plantula se etiquetd, poniendo la clave de la cepa correspondiente con la
especie de donde se aislé y la fecha de inoculacién, quedando en la etiqueta un

letrero como el siguiente:

R2 (P. pseudostrobus)
22-feb-1992

Lo anterior significa que R2 es la cepa inoculada, P. pseudostrcus es la especie a la
que se hizo la inoculacién y por ultimo la fecha de inoculacién.

j. Los riegos se realizaron diariamente en las dos primeras semanas de la inoculacion,
para que el sustrato quedara a saturacién; a partir de la tercera semana, los riegos
se hicieron cada tercer dia y se procuré mantener la tierra de los envases a
capacidad de campo y con ello lograr un ambiente de humedad relativa alta.

k. Las observaciones se realizaron a partir de los 28 dias de realizada la inoculacién y
se hicieron cada tres dias. Cada plantula fue calificada de acuerdo a los siguientes

criterios:

Calificacién de 1 cuando la plantula presénté dobléz de la parte terminal distal al punto
de inoculacion.

Calificaciéon de 2 cuando la plantula presentd ademas del doblez un cambio de
coloracién de verde a café rojizo en el follaje distal al punto de inoculacion.

Calificacion de 3 cuando el brote distal al punto de inoculdcion estaba completamente
seco.



Figura 2. Preparacion de colonias para usarlas como inéculo. Ay B. Fraccionando
las colonias con sacabocado. C y D. Separando el inéculo y pasando a
cajas limpias. E y F. Aspecto de las cajas con diferentes tipos de inéculo
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Figura 3. Inoculacién de Fusarium subglutinans en plantulas de Pinus spp. A.
Desprendiendo los fasciculos del talluelo. B. Haciendo una incision vertical.
C. Haciendo la incisién horizontal. D. Separando la epidermis de la plantula.
E. Poniendo al indculo en contacto con la planta. F. Sellando la herida. G.
Envolviendo la herida con gasa. H. Aspecto general de una plantula
inoculada. Técnica desarrollada por el autor.
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En el Cuadro 4, se observan cudles fueron las cepas inoculadas en las 12 especies de
plantulas de pino. En el Cuadro 5 se da la especie de procedencia de las diferentes
cepas, segun la clave utilizada.

CUADRO 4. Inoculacion general de las cepas de Fusarium subglutinans
realizadas en 12 especies de pino. Chapingo, México 1992.

L

ESPECIE o CEPAS INOCULADAS
P. ayacahuite R1|R2|R3|R4 | R5|R6|R7| R8| RO | A1 | A2 | A3 | A4 | A5 | -
P. pseudostrobus R1T|R2|R3|R4 | R5|R6|R7|R8| R9 | A1 | A2 |A3 | Ad | A5 | -
P. montezumae R1|R2|R3|R4|R5E|R6|R7 | RB| RO | A1 | A2 | A3 | Ad | A5 | -
P. douglasiana R1T|R2|R3|R4|R5|R6|R7|R8|R9 | A1 | A2 | A3 | Ad | A5 | -
P. patula R1|R2|R3|R4 | R5|R6|R7 | RB| RO | A1| A2 | A3 | A4 | A5 | -
P. michoacana R1T|R2|R3|R4|R5|R6|R7|R8|R9 | A1 | A2 | A3 | - - -
P. leiophylla R1|R2|R3|R4|R5|R6|R7|R8| - | A1 - | A3 | - - -
P. rudis R1T|R2| - | - |RSE|R6| — |R8B| - | A1 - |A3 | — | - -
P. halepensis - |R2| -| - |R5] - |R7|R8| - |A1| A2 ]| A3| - | A5 | —-
P. cembroides - |R2|R3| R4 | - - |R7| - | RO | A1 - |A3 | - | A5 -
P. greggii R1T|R2|R3| - |R5| - | R7 | —- - — - - - - -
P. pringlei - R -] -]-}=-]l=-f=]=]=]=1]1=1=-1=1A6

CUADRO 5. Caracterizacion de la nomenclatura utilizada en las cepas inoculadas.

CEPA PROCEDENCIA DEL AISLAMIENTO
R1 P. maximinoi
R2 P. pseudostrobus
R3 P. arizonica
R4 P. discolor
R5 P. montezumae
R6 P. rudis
R7 P. oocarpa
R8 P. douglasiana
R9 P. durangensis
A1l P. leiophylia
A2 P. michoacana
A3 P. ayacahuite
A4 P. hartwegii
A5 P- cembroides
AB P. pringlei

Se tiene la denominacion de "R" y "A". Las cepas "R" son aquellas que se obtuvieron
como reaislamientos de la prueba de inoculaciéon preliminar y las cepas "A" para
aquellas cepas que se utilizaron por primera vez como inéculo y que recientemente se
habian aislado de su hospedante. Las cepas "R" se utilizaron debido a que, ya se tenia
la certeza de que eran patdégenas, por lo menos en la especie de pino de la que
fueron aisladas y, ademas, sirvié para probar su patogenicidad en especies diferentes,
ya que existia la posibilidad de que las cepas originales hubieran perdido su
patogenicidad, puesto que se habian mantenido durante mucho tiempo creciendo in
vitro.
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4.10. Incubacion

Ya hecha la inoculacién, las plantas se dejaron en el invernadero de la DiCiFo-UACh
en Chapingo, México, en donde se mantuvieron bajo condiciones no controladas de
temperatura y humedad, pero que permitieron el desarrollo de los sintomas de Ila
enfermedad.

Para comparar las caracteristicas de patogenicidad del hongo, se realizaron pruebas
estadisticas, las cuales permitieron comparar a las distintas cepas y su respuesta en
las especies de plantulas a las que fueron inoculadas.

4.11. Analisis estadistico

4.11.1. Prueba de Cochran

Para poder analizar los resultados de las inoculaciones, se propuso la prueba de
Cochran, que permite comparar estadisticamente las cepas inoculadas en cada uno de
los hospedantes, se utilizd como criterio de comparacion la respuesta a la inoculacién,
es decir, al desarrollo o no de la infeccién, después de que el hongo estuvo en
contacto con la herida provocada en la planta. Los tratamientos fueron cada una de
las cepas inoculadas mas el testigo, los cuales fueron aplicados a cinco especies
diferentes que constituyen los bloques, se determinaron inicialmente unicamente cinco
especies a inocular, ya que estuvieron representadas en bloques completos, todas
ellas inoculadas con las 14 cepas utilizadas en las pruebas de inoculacién. Esta prueba
se planteé para conocer si al menos una de las cepas, sin determinar cual, tiene un
efecto en la respuesta a la inoculacién por parte de los hospedantes probados.

Los datos evaluados fueron considerados con base en la respuesta de la inoculacién
de la cepas, que puede resultar de dos formas, Sl infeccién y NO infeccién. Los datos
son, entonces: 1 cuando se presenta la infeccion y 0 cuando no hay infeccién.

Los datos se aplicaron a los cinco bloques de las cinco especies para las cuales se
tuvieron los tratamientos con todas las cepas. A continuacién se muestra la forma
como se arreglan los datos.



38

TRATAMIENT O (cepas)

BLOQUE: 12 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 TOTAL
P. ayacahuite B1
P. pseudostrobus B2
P. montezumae B3
P. douglasiana B4
P. patula BS

c1c2C3 e cl4 N

Las suposiciones de esta prueba son:

1. Los bloques representados por las especies de plantas inoculadas con diferentes
cepas, fueron seleccionados aleatoriamente para cada una de las plantulas de toda la
poblacién, para todos los bloques posibles, constituidos por las plantas de la misma
especie.

2. Los resultados de los tratamientos pueden ser dicotomizados, en una forma comun
para cada uno de ellos, dentro de cada bloque, de manera que los resultados estén
listados como ya se menciond, con “0” cuando no hay infeccién y “1” cuando hay
infeccion en las plantas inoculadas y que la infeccidén es debida a la presencia del
hongo.

Prueba de hipoétesis.

Ho: Al menos una de las 14 cepas, cada una inoculada en cada una de 5 especies de
pino, es (son) capaz (ces) de producir la enfermedad.

Ha: Ninguna de las 14 cepas, inoculadas en cada una de las 5 especies de pino es

capaz de producir la enfermedad.

NOTA. El testigo no debe producir la enfermedad, puesto que no existe indéculo en
contacto con la planta.
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La formula que se utilizé para el calculo de T en la prueba de Cochran fué la siguiente:

N

> (Cj-9
T=c(c1)

2 [Bi (c - Bi)]

Donde: T = Estadistico de la Prueba de Cochran.

¢ = Numero total de cepas inoculadas.

Cj = Valor que se obtiene de sumar los valores obtenidos de la respuesta de
cada una de las cepas a la inoculacion.

- Bi = Suma de los valores de las respuestas por especie (infeccién o no

infeccion)

N = Es el gran total de los valores de las respuestas de las cepas al ser
inoculadas

Regla de decision: Rechace Ho si T calculada es mayor que T tabulada del
estadistico de Cochran (Conover, 1980).

4.11.2. Prueba de rangos de Friedman y comparaciones multiples.

Esta prueba se planteé para conocer el efecto que tiene cada una de las cepas del
hongo, sobre las especies en las que fueron inoculadas, considerando que el valor de
la respuesta a la inoculacioén es el valor de respuesta acumulado de las cinco plantas
inoculadas, considerando el valor de la respuesta de 1 cuando se presenté la infeccion;
entonces, si tenemos 5 plantas inoculadas con una misma cepa , el valor puede ser
desde 0 hasta 5.. La prueba nos permite conocer el efecto global en cada una de las
especies de pino que fueron inoculadas con las cepas y nos permite comparar por
separado cada una de las especies, puesto que no todas fueron inoculadas con las 14
cepas de prueba.

Las suposiciones de la prueba son las siguientes:

1. Las variables b-k, donde b es la especie de pino y k la késima cepa inoculada son
variables aleatorias y mutuamente independientes, los resultados dentro de una
especie de pino inoculada no tienen influencia con los resultados dentro de otra
especie de pino también inoculada.

2. Dentro de cada bloque, constituido por todas las plantas de la misma especie de
pino, a las observaciones de respuesta de la inoculacién, se les pueden asignar
rangos, de acuerdo a algun criterio de interés. En este caso el criterio que se siguié fue
el de asignar rangos segun el numero de plantas que presentaron la infeccion, de
acuerdo al total de plantas inoculadas por cepa.
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Prueba de hipétesis

Ho: Los tratamientos de las cepas de hongos inoculados tienen el mismo efecto de
producir la infeccién en las plantulas inoculadas de las diferentes especies de pinos.

Ha: Al menos uno de los tratamientos es diferente.
La formula que se utiliza para calcular el estadistico es la siguiente:

(b-1)[B2-bk (K-1)2/4]

T2=
A2 - B2

Donde: T2 = Estadistico de la Prueba de Rangos de Friedman.
b = Numero total de especies inoculadas.
k = Numero total de cepas inoculadas
A2 = Es un término utilizado para el calculo del Estadistico de Friedman,
calculado de la siguiente forma:

i
=§ §1 [R (Xi)]2

R = Es el rango de las observaciones
Xij = Son las observaciones de las especies a la respuesta de la inoculacién
B2 = Es otro término utilizado para el calculo del estadistico de Friedman,
calculado de la siguiente forma:
1
B2 = — Y Rj2
b

Regla de decision: Rechace Ho al nivel de significancia de alfa 0.05, si T2 excede el
valor de T tabulada con doble entrada donde ki=k-1yk2=(b-1)(k-1). (Conover,
1980).

Para efectuar la prueba de rangos de Friedman, se realizé lo siguiente:

A. Los datos de los resultados son tabulados, de manera que la tabla de datos esta
constituida por los valores que pueden obtenerse para las respuestas de cinco
plantulas a la inoculaciéon de las diferentes cepas, por lo que dichos valores pueden
variar desde 0, cuando ninguna de las plantulas inoculadas presento infeccidn, hasta
5, cuando todas las plantulas inoculadas presentaron la infecciéon. La siguiente tabla
muestra como deben ser acomodados los valores.
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CEPAS 1] 2 314 5 6 7 8 9 11011 )12 |13 14|15

P. ayacahuite
P. pseudostrobus

P. montezumae

P. douglasiana

P. patula
*en los espacios se anota el valor obtenido en las lecturas de infeccion observadas.

B. En la tabla se asignan los rangos a los bloques, de acuerdo al tamario de la muestra
para cada uno de los bloques considerados en la prueba, los rangos varian desde 1,
para el menor valor obtenido en el bloque hasta 15, rango que se asigna al maximo
valor obtenido en el bloque.

C. En caso de empates, es decir, cuando el valor para los rangos se repite en las
diferentes lecturas se requiere sacar los rangos para los valores que presentan
empates. El rango de cada valor repetido es la suma de los rangos de esos valores,
esto, por ejemplo, si el valor se repite 9 veces, se hace la sumatoria siguiente:
1+2+3+4+5+6+7+8+9 igual a 45, dividido por el nUmero de veces que se repite el
valor (9) el rango para cada celda que tenga el valor repetido sera 5, entonces los
rangos obtenidos, podran anotarse en la tabla anterior para su calculo en la prueba de
rangos de Friedman.

4.12. Reaislamiento de hongos inoculados

Una vez observada la sintomatologia, se hicieron los reaislamientos de los hongos
inoculados a partir de plantulas que desarrollaron la infeccién, y se hizo de la misma
manera que los aislamientos originales efectuando la operacién descrita en el punto
4.7 de este mismo capitulo, con la finalidad de completar los postulados de Koch.
logrando la purificacion de la cepa, se comparé con la cepa original, se realizaron
preparaciones semipermanentes para su identificacion.

Se realizé un procedimiento GLM de SAS, para comparar la velocidad de crecimiento
de las colonias que crecieron en el reaislamiento de las cepas utilizadas en la prueba
de inoculacién preliminar y con el diametro de crecimiento de las colonias, se
obtuvieron datos acerca del crecimiento de las diferentes colonias de F. subglutinans,
usadas en la inoculacion.
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4.13. Identificacion.

A partir de las preparaciones obtenidas en las pruebas de aislamiento, purificacion y
reaislamiento, se inicio la identificacion, se llevo a cabo a nivel macroscopico y a nivel
microscopico, se recurrio a la ayuda de las claves de Snyder y Hansen (1940) y Booth
(1977). En el primer caso se consideraron las siguientes caracteristicas: coloracion de
la parte aérea (micelio), cambio de coloracion en el medio de cultivo, tiempo de
desarrollo de la colonia y tiempo en presentar estructuras de reproduccion.

En el segundo caso, se hicieron observaciones con el microscopio tratando de
identificar las estructuras tipicas y se tuvo cuidado de observar macroconidios,
microconidios y polifialides caracteristicas del hongo. Para completar la identificacion
se realizaron mediciones de microconidios y macroconidios, con la ayuda del
micrometro ocular adaptado al microscopio compuesto; se midieron un total de 100
esporas de cada tipo. '



5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Este capitulo se inicia con la presentacion de los resultados de las observaciones
realizadas en las diferentes salidas de campo, haciendo una descripcion de la
sintomatologia observada en los hospedantes de las diferentes localidades; se
concluye con un resumen de su distribucion. Posteriormente se presentan los
resultados de las inoculaciones hechas, analizandolas de forma -cualitativa y
cuantitativa. Asimismo se discute el desarrollo de la infeccion de 12 especies de pino,
inoculadas con diferentes cepas de F. subglutinans. Por ultimo se presenta la
identificacion del agente causal de la enfermedad.

5.1. Distribucion y sintomatologia del cancro resinoso en México.

Los recorridos de campo se hicieron en un total de 13 entidades de Ila Republica
Mexicana: Distrito Federal, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan,
Morelos, Nuevo Ledn, Puebla, Tamaulipas, Tlaxcala y Veracruz. Se revisaron 19
especies de pino, algunas representadas en mas de una entidad. Se presenté una
gran variedad de rangos altitudinales, desde los 1400 msnm hasta los 2900 msnm,
ambas en el Estado de México, que fue donde se realizé la mayor cantidad de
recorridos. En otros Estados también hubo variacion desde los 1800 msnm hasta los
2900 msnm, principalmente a lo largo del eje Neovolcanico, como en los Estados de
Jalisco, Michoacan, México, Distrito Federal, Tlaxcala, Puebla y Veracruz; asimismo se
presento variacion de altitud en los Estados del Norte del Pais. Se observo una gran
variedad de sintomatologia. Un sintoma siempre presente fue el flujo de resina a lo
largo de los fustes; este flujo vari6 segun la especie, desde ser poco obvio P.
ayacahuite, P. radiata, P. michoacana, P. arizonica y P. oocarpa, hasta abundante
y facilmente visible como en P. discolor, P. leiophylla, P. douglasiana, P. pringlei y
P. halepensis.

La presencia de la muerte descendente se observé en 3 especies, destacando en P.
halepensis localizados en Chapingo, en esta localidad la enfermedad se caracteriza
por una muerte progresiva que tarda mucho tiempo en manifestarse, pero termina
matando al arbol. B

Los sintomas en hojas, no estuvieron presentes de manera constante en todas las
especies, ocho especies estudiadas no presentaron ningun tipo de sintoma en el
follaje, aunque fué el sintoma mas caracteristico en algunos arboles, los cuales
mostraron cambio de coloracion en el follaje, manifestado por una clorosis, ésta se
presentd en 12 especies, encontrandose tonalidades variables, en algunas especies
fue muy tenue, mientras que en otras el cambio de coloracion fue evidente, ya que las
partes afectadas tuvieron color café rojizo; cuando se presenté esta coloracion, se
denomind la sintomatologia como marchitez, y generalmente ocurrié en las puntas de
las ramas. Por ultimo en P. durangensis hubo doblamiento en forma de ganchos de
los brotes infectados, éstos fueron parecidos a los que ocasionan los barrenadores de
brotes del género Eucosma (Lepidoptera:Tortricidae) (Cuadro 6).



44

Sin duda la presencia de cancros fue de las caracteristicas mas importantes que se
observaron a nivel de campo y que se consideran intimamente asociados con la
enfermedad. Los cancros se observaron en todas las especies excepto en P.
leiophylla y P. cembroides. Se manifesté de diferente forma, en algunas especies
fueron sélo puntos cubiertos con resina, pasando por los de tamarno pequero, hasta
los alargados y prominentes, estando con o sin resina; presentes la mayoria de las
veces en el fuste y en las ramas de algunos individuos.

Acompanando siempre a los cancros, se presentd el flujo de resina, sélo en P.
montezumae no se presentd este sintoma. El flujo se manifesté de diferentes formas,
como grumos o costras de manera incipiente (pero que se diferenciaron de los ataques
de insectos descortezadores, ya que no se presentan ni excrementos, ni orificios de
entrada de insectos), con flujo superficial poco intenso, hasta un flujo abundante y en
forma de hilos. En ocasiones los cancros fueron tan severos, que dentro del
mecanismo de defensa de los arboles, se presentd una ruptura de la corteza, de
manera violenta hacia la parte externa, dejando al cancro completamente expuesto y
con abundante resina, este sintoma se presentd en 13 especies.

Al revisar los cancros, después de retirar la corteza y la resina se pudo notar el cambio
de coloracién en la madera, que también se considera como caracteristico de la
enfermedad, s6lo en P. cembroides no se presenté el cambio de coloracion.

Aunado al cambio de coloracion, el sintoma de resina embebida en la madera se
presentd en 17 especies.

Se encontraron asociados cuatro especies de insectos con los cancros, pero pudo
determinar el papel que juegan en relacién al desarrollo de la enfermedad, éstos
fueron: Eucosma sonomana, Pityophthtorus sp., Dendroctonus frontalis y
Rhyacionia sp., en varias ocasiones se encontraron también insectos de la familia
Cecyiidomidae. -

En todas las especies colectadas se realizé el proceso de aislamiento y purificacion
correspondiente, obteniéndose siempre al agente causal de la enfermedad, sin
embargo, no todas las cepas aisladas fueron inoculadas en los diferentes hospedantes
en la prueba de inoculacién, inoculando unicamente 16 cepas en 12 hospedantes
diferentes.

En la Figura 4 se observa la sintomatologia que presentaron a nivel de campo las
diferentes especies estudiadas y en el Cuadro 6 se presenta un resumen de la
sintomatologia observada en los hospedantes de las diferentes localidades.



Figura 4. Sintomatologia de la enfermedad de muestras colectadas en el campo. A.
Aspecto de arboles enfermos. B. Hojas caidas en forma de bandera. C.
Flujo de resina en fustes. D. Esporodoquios en ramas E. Cancros en
ramas. F. Muerte descendente. G. Doblamiento de los brotes. H. Resina
embebida en la madera. I. Cambio de coloracién en la madera.
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CUADRO 6. Distribuciéon, hospedantes y sintomatologia del cancro resinoso de las
especies estudiadas en México, 1992.

ESTADO/HOSPEDANTE LOCALIDAD ALTITUD MUERTE SINTOMAS CANCROS CORTEZA FLUJO RESINA CAMBIO RESINA INSECTOS*

DESCEN EN HOJAS QUEBRADA COLOR EMBEBIDA ASOCIADOS
DISTRITO FEDERAL
P. pseudostrobus Tlahuac 2700 NO NO EN RAMAS NO POCO INTENSO SI SI NO
DURANGO
P. durangensis Los Altares 2430 SI DOBLEZ EN RAMAS SI POCO, GRUMOS SI SI NO
P. discolor Tepehuanes 2100-2200 NO CLOROSIS PROFUSOS NO ABUNDANTE SI NO NO
GUERRERO
P. pringlei . Taxco 2200-2750 No NO NO NO NO NO NO NO
HIDALGO
P. rudis El Chico 2700-2800 NO NO PEQUERNOS NO EN COSTRAS SI NO NO
JALISCO :
P. leiophylla Sierra Tapalpa 2350 NO NO MUY GRANDES SI ABUNDANTE SI SI NO
P. douglasiana Atenquique 2200 SI SI EN EL FUSTE SI 'ABUNDANTE SI SI1 Eucosma sonomana
ESTADO DE MEXICO
P. pseudostrobus Amecameca 2700 NO CLOROSIS CON RESINA SI ABUNDANTE S1 SI1 Pithiophthorus
P. leiophylla Amecameca 2700 NO CLOROSIS NO DEFINIDO NO EN GRUMOS SI SI NO
P. ayacahuite Amecameca 2700 NO MARCHITAS ALARGADOS SI INCIPIENTE SI SI NO
P. pringlei Sultepec 1500-2200 NO CLOROSIS MUY LARGOS SI POCO ABUNDANTE SI SI D. frontalis
P. radiata Tlamacas 2700 SI MARCHITAS PEQUENOS NO POCO ABUNDANTE SI SI NO
P. hartwegii Tlamacas 2900 NO CLOROSIS PRESENTES SI POCO FLUJO SI NO NO
P. halepensis Chapingo 2250 © SI CLOROSIS PEQUENOS SI ABUNDANTE SI1 S1 NO
MICHOACAN
P. oocarpa Ario de rosales 1900-2200 NO MARCHITEZ PROMINENTES NO POCO ABUNDANTE SI SI Rhyacionia sp
P. maximinoi Phichataro 2200-2500 NO NO GRUMOS NO SUPERFICIAL SI NO Eucosma sonomana
P. montezumae Pichataro 2200-2500 NO NO PEQUERNOS SI EN HILOS SI SI NO
P. michoacana Paricutin 2200 SI NO PEQUENOS SI POCO ABUNDANTE SI NO NO
MORELOS
P. pseudostrobus Limites D.F. 2870 NO NO PEQUERNOS NO POCO ABUNDANTE SI SI NO
P. hartwegii Limites D.F. 2900 NO CLOROSIS PEQUENOS SI ABULTAMIENTOS SI NO NO
NUEVO LEON
P. arizonica Galeana 1600 NO CAFE ALARGADOS SI ABULTAMIENTOS SI SI NO
P. cembroides Galeana 1900 NO CLOROSIS NO APARENTE NO TODO EL FUSTE NO NO NO
PUEBLA ~
P. montezumae - San Judn Tetla 2500 NO CLOROSIS PEQUENOS NO NO ABUNDANTE SI NO NO
P. oaxacana Zacatepec 2300 NO LIGERO ALARGADOS NO POCO FLUJO SI SI NO
TAMAULIPAS
P. estevezii San Carlos 1800 NO CLOROSIS PRESENTES S1 PRESENTE SI SI NO
TLAXCALA -
P. rudis Terrenate 2100 NO NO APAREN PEQUENOS NO FORMA GRUMOS SI NO NO
VERACRUZ
P. montezumae Perote 2400 NO CLOROSIS POCOS NO NO SE OBSERVO SI NO NO
P. oaxacana Perote 2300 NO CLOROSIS ALARGADOS NO POCO ABUNDANTE SI SI NO

* También se encontraron insectos de la familia Cecyiidomidae.

En el Apéndice 1 se pueden consultar los registros realizados a nivel de campo de
todas las especies, que presentaron asociacién con el cancro resinoso asi como la
sintomatologia detallada.

En relacion a la enfermedad existe la posibilidad de que se encuentre en otras
entidades, como en Coahuila, en el area de la Sierra de San Antonio de las Alazanas
(com. pers. J.D. Flores-Flores), asi como también en el Estado de Guerrero en el area
de Cd. Altamirano (com. pers. Sanidad Forestal del Estado).
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Por otra parte, se realizaron recorridos de campo en los Estados de Chiapas y
Oaxaca; al parecer la enfermedad no esta presente en estas dos entidades. Por lo que
respecta al Estado de Chihuahua, se ha observado la sintomatologia en ciertas
localidades y es posible que esté presente en dicho Estado.

En estos cinco Estados se hace necesaria una mayor investigacion para el
conocimiento de la enfermedad y para comprobar si efectivamente se encuentra o no.

En cuanto a la distribucién de la enfermedad en los Estados de Aguascalientes, Baja
California, Baja California Sur, Colima, Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi,
Sinaloa, Sonora y Zacatecas, no se tiene ningun reporte, por lo que existe la necesidad
de realizar recorridos de campo. En los Estados del Sureste: Campeche, Quintana
Roo, Tabasco y Yucatan, no fueron considerados por no presentar distribucién natural
de pinos; pero es factible realizar una inspeccién en las zonas donde se han
establecido plantaciones con especies de pino.

5.2. Aislamiento del agente causal de la enfermedad

" Todo el material colectado, se procesé para obtener el aislamiento del hongo,
siguiendo la técnica descrita para este fin. De todas las muestras colectadas se obtuvo
a Fusarium subglutinans en cultivos puros, aunque la velocidad de crecimiento fue
muy variable para los diferentes hospedantes; asi como la homogeneidad de
crecimiento del hongo, ya que mientras en algunos aislamientos se presenté
crecimiento en todos los pedazos de material vegetal sembrados, en otros fue de
manera muy escasa, pero finalmente de todos los hospedante se logré el aislamiento

del hongo.

En el aislamiento se utilizd el medio de cultivo PCNB-agar, pero sin agregarle
Estreptomicina. El uso de este medio fue de una alta eficiencia, tanto en los
aislamientos como en los reaislamientos; sin embargo, el uso de la técnica tradicional
de desinfeccion, dié mejores resultados que en la que se propone el uso de alcohol
etilico, como agente desinfectante. El proceso se inici6 a partir de material vegetal con
la sintomatologia de la enfermedad; posterior a ésto y ya que se obtuvo crecimiento del
hongo, se realizaron transferencias a PDA y PSA, para el crecimiento del hongo en
cultivos puros y para formar una colecciéon micolégica en tubos. Parte de este material
fue usado como material de inéculo. El medio de cultivo mayormente utilizado para
cultivos puros y para coleccion fue PSA, ya que en pruebas en laboratorio se
obtuvieron mejores crecimientos en este medio que en PDA.

De manera general siempre se hicieron pruebas de esterilidad con los medios
utilizados, ya que se menciona que estas pruebas deben ser hechas cuando se intenta
hacer aislamientos de muestras traidas del campo. Alguna contaminaciéon puede ser
evidente después de 3 a5 dias de haber vaciado el medio de cultivo en las cajas

(Nash y Snyder, 1962).
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De todas las muestras colectadas se obtuvo crecimiento del agente causal, y si bien se
presentaron agentes contaminantes, éstos no restringieron el aislamiento del hongo.
En las pruebas de esterilidad fueron desechadas aquellas cajas que presentaron
contaminacién evidente.

Al realizar el reaislamiento de plantulas de P. leiophylla se pudo notar el crecimiento
de la colonia en PCNB-Agar a los cinco dias de haber realizado la siembra y
mostraron un crecimiento micelial muy uniforme, aunque muy ralo expandido y
blanquecino, que se fue oscureciendo a rosado oscuro a medida que pasé el tiempo.
Es importante recalcar la uniformidad del crecimiento de F. subglutinans como punto
para la comprobacion de los postulados de Koch. Al hacer las transferencias de la
colonia a PSA, se not6 el cambio de coloracién rojo violeta a purpura.

Todos los aislamientos realizados pudieron de ser usados para las inoculaciones; pero
no todas las cepas fueron inoculadas; ésto se debié fundamentalmente a la poca
disponibilidad de plantas en el vivero. Por estas razones se hizo una seleccion para
cepas aisladas de la misma especie, usandose para la inoculaciéon la cepa mas
representativa, ya que varias especies se encontraron en diferentes Estados de la
Republica, como fue el caso de P. pseudostrobus que se encontré asociada a la
enfermedad en cinco Estados y sélo se usé la cepa del Estado de México para hacer
las inoculaciones.

5.3. Pruebas preliminares de inoculacion

En este apartado se presentan los resultados de las diferentes pruebas de inoculacién
realizadas, para conocer la patogenicidad de los hongos aislados, asi como la
susceptibilidad de algunos hospedantes. Al mismo tiempo, las inoculaciones hechas
de manera preliminar, sirvieron para realizar, posterior a la manifestacion de la
enfermedad, los reaislamientos de cepas, para completar los postulados de Koch y asi
determinar que los agentes aislados son los que provocan la enfermedad, en los
distintos hospedantes en que se encuentran asociados, ya que fueron capaces de
producir la enfermedad en las plantas con la que estuvieron en contacto.

5.3.1. Diferentes formas de inoculacion

La primera prueba consisti6 en la realizacion de cinco diferentes formas de
inoculacién; en el Cuadro 7 se observan los resultados de esta primera prueba. Los
resultados obtenidos en esta prueba permitieron hacer la decisién de la técnica mas
adecuada para continuar con las siguientes pruebas de inoculacién.
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CUADRO 7. Resultados de la inoculacion preliminar de cepas de Pinus

pseudostrobus mediante cinco formas de inoculacion en plantulas
de la misma especie, realizadas en marzo de 1991 en Chapingo,

México.
Forma de N°. de plantulas N°. de plantulas Porcentaje
inoculacion inoculadas con sintomas Infeccién
Herida a fasciculos b 0 0
Puncién con aguja 5 0 0
Puncién e inyeccion S 1 20
Raspado S 2 40
Heridaen "T" 8 5 100

Por los resultados obtenidos, podemos mencionar que similar a lo que la literatura
reporta algunos de estos métodos utilizados son altamente eficientes. Como es el caso
de diferentes concentraciones de conidios por ml de suspension acuosa, que en varias
concentraciones aplicadas ha producido infecciéon (Kuhiman, 1987). O bien
inoculaciones en las que una pequena cantidad de conidios, es capaz de iniciar una
nueva infeccion (Fox, Wood y Koehler, 1990). Asimismo, con otras formas de
inoculacién, como la puncién e inyeccion, desarrollan facilimente la infeccion,
presentando las plantulas inoculadas un excesivo flujo de resina, asi como la
formacién de cancros. (Blakeslee et al., 1988). Como se puede observar en el Cuadro
4, algunas de estas formas de inoculacién no dieron resultados similares a los citados
anteriormente. Se puede observar, que sélo aquellas plantas que fueron inoculadas
con la herida en forma de "T", presentaron la sintomatologia en las cinco plantulas
inoculadas, teniendo un 100% de eficacia, por lo cual se eligi6 esta forma de
inoculacién para hacer las siguientes pruebas. Una de las razones que explican por
qué las otras formas no dieron resultado, es que algunas cepas tenian mucho tiempo
creciendo en condiciones de laboratorio y se pensé en la posibilidad de que hubieran
perdido parte de su patogenicidad.

5.3.2. Diferentes puntos de inoculacion

Los resultados de la segunda prueba preliminar se iniciaron a partir de lo obtenido de
la prueba anterior, se eligié a la inoculacién en forma de "T" como la mejor forma de
inoculacién. Con base en esto se procedié a la segunda forma de inoculacién. Se
inoculd un total de cinco plantas por cada punto de inoculacién. Los resultados
muestran que de los tres puntos de inoculacién; las plantas inoculadas a nivel de brote
fueron mayormente afectadas por la presencia del hongo, manifestada
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fundamentalmente por el cambio de coloracién en el follaje; la sintomatologia se
presentd6 de manera homogénea; las otras plantas inoculadas en otro punto, como
fueron, la inoculaciéon en la base del tallo, sélo se present6é una planta enferma y en el
internodo dos plantas, por las cinco que fueron inoculadas en el brote, donde todas
presentaron infeccién; con base en lo anterior, se determind que el punto de
inoculacion fuera en el brote.

5.3.3. Inoculacion de cepas en pinos de la misma especie

Con base en los resultados obtenidos en la segunda prueba preliminar de inoculaciéon,
se realizd la tercera prueba preliminar, usando nueve especies de pino, inoculando
cepas del hongo en un total de cinco plantas por especie, con cepas aisladas de la
misma especie de que fueron aisladas,; del total de plantas inoculadas, solamente en
cinco plantas no se presenté la enfermedad, teniendo en total una infeccién del
85.7%. Los sintomas se observaron a las ocho semanas de haber realizado la
inoculacion, aunque los cambios de coloracién se observaron a las seis semanas. De
las especies inoculadas, P. douglasiana mostrd la formacion de cancros y flujo de
resina importante a lo largo de los talluelos, esto se pudo observar a los tres meses de
haber realizado la inoculaciéon; presentandose adicionalmente una sintomatologia
similar a la observada en el campo. Unicamente para esta especie la inoculacién se
hizo en el mes de abril y repetida en el mes de junio presentandose las mismas
caracteristicas en ambas inoculaciones.

En las diferentes especies de plantulas inoculadas se observé que las hojas con
coloracién café rojiza, permanecen adheridas a las ramas, aunque en algunas
ocasiones se encuentran de esta manera debido a la presencia de resina.

En algunas especies como P. patulay P. pseudostrobus, que fueron inoculados en el
brote principal, se forma una gran cantidad de brotes adventicios en el cuello del tallo y
es posible que se trate de una respuesta a la muerte del brote principal, ya que
empiezan a aparecer poco tiempo después de que el brote inicia su cambio de
‘coloracion. Por otra parte, hay un estimulo en el crecimiento de la yemas laterales,
cuando el brote principal es inoculado y en el crecimiento de la plantula estos llegan a
ser de mayor tamano que el brote principal inoculado y que ya presentaba muerte por
la infeccién del hongo.
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No obstante lo anterior, se consideré que esta inoculacion no fue confiable, debido a
dos razones, la primera a que soOlo se tuvieron como testigo plantas de P.
pseudostrobus, haciendo unicamente la herida en forma de "T" cubierta con gasa; y
la segunda razén por que sélo se probo la cepa en su misma especie. A pesar de lo
anterior la forma de inoculacién se consideré altamente efectiva. Al mismo tiempo, las
plantas aqui inoculadas fueron utilizadas para hacer los reaislamientos, que seran
discutidos posteriormente.

5.4. Inoculacion general

La inoculacion general se realizé en un total de 12 especies, inoculando un total de 14
cepas; como ya se menciond, no todas las cepas fueron inoculadas en todas las
especies.

5.4.1. Presencia de la infeccion en plantulas inoculadas.

En primera instancia se hizo un analisis de la plantas que si presentaron la infeccion;
los resultados que se pueden observar en el Cuadro 8, donde se presenta la
calificacion de las plantulas que si mostraron la infecciéon con 1 y la que no presentaron
infecciéon con 0. La manifestacidon de algun tipo de sintoma, fué calificada como
presencia de la infeccion y si el follaje permanecié siempre de color verde, fué
evaluado como no infectado, en la Figura 5 se observan aspectos de los lotes en el
invernadero, después de la inoculacién. Es importante sefalar que en todo el proceso
de inoculacion ninguno de los testigos di6 sefales de la presencia de la enfermedad,
es necesario resaltarlo, ya que algunos trabajos como Dwinell (1978) y Miller y
Bramlett (1982) mencionan cierta mortalidad en los testigos y en el presente estudio,
no se presenté ningin cambio en ellos; unicamente se pudo observar la reaccion a la
herida provocada en la inoculacién, como un mecanismo de defensa de las plantulas;
asimismo, el brote distal al punto de inoculacion, se torné amarillento y posteriormente
café rojizo; las yemas laterales adoptaron la dominancia. Cuando la infeccion estuvo
bastante avanzada, se observé un flujo de resina y el brote muri6 completamente,
como se observa en la Figura 6.

Como se puede observar, en el siguiente Cuadro, la cantidad de plantulas que
presentaron infeccion es el 69.19% con algun nivel de infeccion. En cuanto a nivel de
especie, ninguna mostro algun tipo de resistencia a la inoculacién del hongo del cancro
resinoso, ya que la especie que menos plantas enfermas presento6 fué P. ayacahuite
con 13 (Cuadro 8).

BIBLISTECA CERTRAL U. A CiL



Figura 5. Aspecto general de las plantulas en el invernadero A. al momento de la
inoculacién; B. A los 14 dias; C. A los 28 dias; D. A los 60 dias de la
inoculacion.



Figura 6. Reaccion de plantas a la inoculacién. A. Planta testigo, obsérvese las hojas
verdes arriba del punto de inoculacién. B. Muerte de la parte superior a la
herida; C y D. Adopcién de la dominancia de brotes nuevos; E. Reacciéon de
plantas en tres puntos de inoculacion;, F. Muerte de todo el crecimiento
superior al punto de inoculacion. G y H. Flujo de resina en plantas

inoculadas.
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CUADRO 8. Resultados de la inoculacién general considerando las plantulas que
presentaron infeccioén calificadas con "1" y las que no presentaron
infecciéon con "0".

Pinus ayacahuite Pinus pseudostrobus P. montezumae P. douglasiana
ARBOL 12345 ARBOL 12345 ARBOL 12345 ARBOL 12345

Testigop 00000 Testigp 00000 Testigo 00000 Testigp 00000
A5 00000 A5 10101 A5 11111 A5 01100
A4 00000 Ad 11011 A4 01101 A4 11001
A3 00010 A3 10111 A3 11000 A3 00011
A2 00000O0 A2 10110 A2 11100 A2 11111
A1 11100 A1 00111 A1 11111 A1 10111
R9 00000 R9 01111 R9 11111 R9 10111
R8 00000 R8 10001 R8 10110 R8 10011
R7 00100 R7 00000 R7 11010 R7 11101
R6 00000 R6 11111 R6 11111 R6 11010
R5 00000 RS 11101 R5 01011 R5 11111
R4 00001 R4 11111 R4 11111 R4 00111
R3 10101 R3 11111 R3 11111 R3 11011
R2 00010 R2 11111 R2 11111 R2 11111
R1 00000 R1T 11111 R1T 11111 R1T 11111

Pinus patula P. michoacana P. leiophylla Pinus rudis

ARBOL 12345 ARBOL12345 ARBOL 12345 ARBOL 12345

Testigo 00000 tesigp 00000 Testigpp 00000 Testigp 00000
A5 01000 A3 11111 A3 01111 A5 11111
A4 10001 A2 01011 A1 11111 Ad 11111
A3 11111 A1 11010 R8 01010 Al 11111
A2 11111 R9 11101 R7 01000 R6 11111
A1 11111 R8 01000 R6 11100 R8 01111
R9 11111 R7 01111 R5 01000 R5 11101
R8 11111 R6 10011 R4 01000 R2 11111
R7 11111 R5§ 10100 R3 00000 R1T 11111
R6 11111 R4 11111 R2 10000
R5 11111 R3 11111 R1 10001
R4 11111 R2 11111
R3 11111 RT 11111
R2 11111
R1T 11111

P. halepensis P. cembroides Pinus greggii Pinus pringlei

ARBOL 12345 ARBOL12345 ARBOL 12345 ARBOL12345

Testigop 0 0000 Testigp 00000 Testigop 00000 Testigp 00000
A5 00000 A5 11111 R7 11110 A6* 10001
A3 00000 A3 11111 R5 11111 R2 01100
A2 11110 Al 11111 R4 10010
A1 10010 R9 11111 R3 11111
R8 01000 R7 11111 R2 10101
R7 00010 R4 11111 R1 11101
R5 10001 R3I 11111
R2 01100 R2 11111

* Cepa aislada de P. pringlei y nada mas inoculada en esta especie
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5.4.2. Desarrollo de la enfermedad considerando tres niveles de infeccién

Para poder determinar los niveles de infeccion, se utilizd la escala de infeccién,
constituida por tres niveles, ya descritos previamente. Con base en los niveles de
infeccién propuestos, en el Cuadro 9, se presentan los resultados por especie de las
plantas que mostraron la respuesta a la inoculacion; ninguna de las especies mostré
_resistencia a la infeccién, aunque algunas presentaron muy baja incidencia a la
enfermedad, como es el caso de P. ayacahuite, que de 70 plantulas inoculadas sélo
13 presentaron infeccién, lo que representa el 18.5% de infeccion. En relacién a
susceptibilidad intermedia, tenemos a P. halepensis con 27.5% de infeccién y tanto P.
pringlei, como P. leiophylla, tuvieron 40% de infeccién. El resto de las plantulas
presentaron una alta susceptibilidad, teniendo en todas las especies arriba del 70% de
infeccion y destacando P. cembroides, donde el total de plantulas inoculadas
presentaron los sintomas de la enfermedad, teniendo un 100% de infeccién. Asimismo,
es importante sefalar que P. patula y P. greggii, no presentaron asociacién del
cancro resinoso a nivel de campo, pero mostraron una alta susceptibilidad en la
inoculacién de cepas aisladas de otros hospedantes.

Se hicieron un total de 15 lecturas, utilizando la escala propuesta para conocer el
avance de la infeccion; la primera a los 28 dias en promedio de haber realizado la
inoculacién, haciéndola el 24 de marzo. En la Figura 7 se observa el primer sintoma de
la enfermedad, caracterizado por el doblamiento de los brotes, en la mayoria de las
especies y por el cambio de coloracién en otras. Las primeras 11 lecturas se hicieron
con intervalos de tres dias y las cuatro restantes cada cinco dias, la ultima lectura se
hizo el 20 de mayo de 1992 (Cuadro 9).

CUADRO 9. Cantidad de plantulas con sintomatologia de la enfermedad, del
total de plantulas inoculadas (las cifras se acumularon para la
siguiente lectura), Chapingo, México 1992.

ESPECIE LECTURAS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11| 12| 13| 14| 15
P. ayacahuite 2 2 2 2 3 3 6 6 6 6 7110] 10| 12| 13
P.pseudostrobus | 22 | 36| 38| 39| 41| 44| 46| 46| 46| 46| 47| 48| 52| 60| 60
P. montezumae 6| 35| 39| 46| 46| 47| 52| 54| 54| 55| 56| 57| 57| 62| 62
P. rudis 3| 22| 27| 32| 33| 35| 36| 36| 37| 38| 38| 38| 38| 38| 38
P. douglasiana 2| 20| 33| 34| 35] 38| 43| 45| 45| 47| 49| 50| 50| 50| 50
P. patula 26| 44| 46| 50| 51| 53| 56| 56| 57| 61| 61| 61| 61| 63| 63
! P. greggii 0 9 10| 10 10| 11} 12| 16| 16| 16| 17| 18| 19| 23| 23
i = michoacana 8| 22| 26| 28| 28| 29| 31| 31| 32| 34| 38| 41| 42| 45| 45
~embroides 0 8| 12| 14| 17| 26| 27| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 40| 40
y ‘ophylla 5| 11 13| 13| 13| 13| 13| 13| 14| 17| 17| 19| 19| 20| 20
P 2glei 0 6 4 2 2 2 2 2 2 2 2| 2 2 4 4
| P nensis 0| 2| 3 3] 3] 3] 4| 4 5| 6 71 7 8| 11| 11




~
Figura 7. Sintomatologia tipica en plantas inoculadas obsérvese el doblamiento del
brote al inicio de la infeccion. A. Pinus montezumae; B. P. rudis; C. P.
michoacana; D. P. douglasiana; E. P. leiophylla; F. P. greggii; G. P.
pseudostrobus; H. P.patula; 1. P. pringlei.
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Como se observa en la Figura 7, la reaccién principal a la infeccién varia en cada una
de las especies. Asimismo en el Cuadro 9, se presenta el nimero de plantas con
infeccion en cada lectura; se distingue cuales especies tuvieron desarrollo lento de la
infeccién y fueron: P. ayacahuite, P. pringlei, P. halepensis y P. leiophylla; especies
con desarrollo intermedio de la infeccion, P. greggii, P. douglasiana, P. michoacana
y P. montezumae y especies con rapido desarrollo de la enfermedad, P.
pseudostrobus, P. rudis, P. cembroides; destacando por un desarrollo mas rapido
que cualquier especie P. patula; situacion se hace importante si se recuerda que en
este pino no se encontrd asociado al hongo del cancro resinoso a nivel de campo

En el Cuadro 10, se observan los niveles de infeccién alcanzados, de acuerdo a la
sintomatologia que presentaron los testigos, y se nota que no existe diferencia entre el
porcentaje alcanzado, considerando tres niveles de infeccién y cuando se consideré el
porcentaje de infeccion en el total de plantas inoculadas, esto indica que los niveles de
infecciobn son solamente utiles para conocer el avance de la infeccion y su
manifestacion en los sintomas que se observan a medida que se desarrolla la
infeccion, y el uso de los tres niveles, proporciona unicamente informacién en relacion
a la infeccién que produce a nivel de especie en las plantulas inoculadas.

CUADRO 10. Resultados de la inoculacion general, considerando todas las
plantas con infeccion y frecuencia acumulada por especie,
Chapingo, México 1992

CEPAS TOTAL DE PLANTAS FRECUENCIA EN 15 LECTURAS

INOCULADAS | INOCULADAS CON PORCENTAJE | POR ACUMULADA PORCENTAJE
ESPECIE SHITOMA ozt | 2
P. ayacahuite 14 70 13 18.5 210 28 13
P. pseudostrobus 14 70 60 85.7 210 145 69
P. montezumae 14 70 62 88.5 210 103 77
P. rudis 8 40 38 95 120 108 90
P. douglasiana 14 70 50 34 35 38 43
P. patula 14 70 63 90 210 180 85
P. greggii 6 30 23 76.6 90 47 52
P. michoacana 12 60 45 75 180 112 62
P. cembroides 8 40 40 100 120 80 66
P. leiophylla 10 50 20 40 150 49 32
P. pringlei 2 10 4 40 30 6 20
P. halepensis 8 40 11 27.5 120 22 18

1. Este valor es el maximo que puede alcanzar y se logra cuando todas las plantas estan
infectadas a nivel 3
2. Nivel de infeccion acumulado en las plantas que tuvieron infeccién.
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5.4.3. Desarrollo de la sintomatologia

Como ya se menciond el primer sintoma observado fue un doblamiento del brote en
forma de gancho, el cual es muy similar al dafio causado por el barrenador de los
brotes Eucosma sonomana. El brote doblado presenta una clorosis leve que se va
haciendo mas oscura a medida que se desarrolla la enfermedad (obsérvese la Figura
7); posterior a ésto se va notando un cambio de coloracién que inicia con un café ligero
hasta volverse un café rojizo. El primer sintoma en las plantas que se tenian bajo
condiciones de invernadero se presenté a los 19 dias de haber realizado la inoculacién,
en algunas plantulas de la mayoria de las especies; después, se fue generalizando en
muchas de ellas, aumentando de manera diferente en cada una de las especies como
podemos observar en la Figura 8 y comparativamente, en la Figura 9 se observan las
mismas plantas al final de las pruebas de patogenicidad. En esta ultima Figura se
observa el contraste de aquellas plantas que presentaron susceptibilidad a la infeccion
por el hongo inoculado

5.4.4. Desarrollo de la infeccion de 14 cepas inoculadas en 12 especies de pino.

En el Cuadro 11 se puede observar el desarrollo de la infeccién de las 12 especies
inoculadas, en las 15 lecturas realizadas en el desarrollo del experimento de
inoculaciones. '

CUADRO 11. Porcentaje de infeccion en relacion al nimero de plantas inoculadas con
Fusarium subglutinans para cada especie, efectuados el 22 de febrero de
1992 y que presentaron la sintomatologia de la enfermedad en Chapingo,

México.

ESPECIE LECTURAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9] 10] 11| 12] 13| 14| 15
P. ayacahuite 28| 28| 28| 28| 42| 42| 85| 85| 85| 85| 10| 142 | 142 171 | 185
P. pseudostrobus | 31.4 | 51.4 | 54.2 | 55.7 | 58.5 | 62.8 | 65.7 | 65.7 | 65.7 | 65.7 | 67.1 | 68.6 | 74.2 | 85.7 | 85.7
P. montezumae 85| 50| 557|657 |657 671|742 | 771|771 | 785| 80| 814 | 814 | 885 | 88.5
P. rudis 75| 50| 675] 80)825)|875] 9| 90|925]| 95| 95| 95| 95| 95| 95
P. douglasiana 28| 286 | 471|485 | 50| 542 | 614 | 642|642 671 | 70| 714|714 | 714 | 714
P. patula 371|628 | 657 | 714 | 728 | 757 | 80| 80| 814 | 87.1 | 871|871 |871] 90| 90
P. greggii 0| 30| 333|333 | 333 | 366| 40 53.3 ] 53.3 | 53.3 | 566 | 60 | 63.3 | 76.6 | 76.6
P. michoacana 133 | 366 | 43.3 | 466 | 466 | 483 | 516 | 516 | 53.3 | 56.6 | 633 | 683 | 70| 75| 75
P. cembroides 0| 20| 30| 35|425| 65|675| 75| 775| 80] 825| 85| 87.5| 100 | 100
P. leiophylla 10| 22| 26| 26| 26| 26| 26| 26| 28| 34| 34| 38| 38| 40| 40
P. pringlei 0| 60| 40| 20| 20] 20| 20| 20| 20| 20| 20| 20| 20| 40| 40
P. halepensis 0 5| 75| 75| 75| 75| 10| 10| 125| 15| 175 | 175| 20| 275 | 275

Del Cuadro 11 se obtienen las graficas del porcentaje de infeccion donde se puede
observar el desarrollo de la enfermedad y podemos notar que de menor a mayor
susceptibilidad se encuentra P. ayacahuite, siguiendo P. halepensis, P. pringlei, P.
leiophylla, P. greggii y P. douglasiana, como las primeras seis especies de menor
susceptibilidad y las especies de mayor susceptibilidad son: P. michoacana, P.
pseudostrobus, P. montezumae, P. patula, P. rudis y P. cembroides, esta Ultima
especie con la totalidad de las plantulas inoculadas que presentaron el desarrollo de la
infeccion, es decir el 100% como se muestra en la Figura 9.



Figura 8. Aspectos de los lotes de 9 diferentes especies a los 28 dias de la
inoculacion.




Figura 9. Aspectos de los lotes de diferentes especies, al final de las pruebas
patogenicidad.
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En el Cuadro 12 podemos observar la frecuencia acumulada real de la infeccidon
después de las 15 lecturas realizadas para conocer el avance de la infeccion. Con los
datos de este cuadro se gener6 el Cuadro 13 donde se obtuvo el célculo del porcentaje
de infeccion acumulada, para cada una de las especies inoculadas.

CUADRO 12. Frecuencia acumulada por especie, tomando en cuenta el avance
de la infeccién, considerando 3 niveles de infeccion1/.

ESPECIE LECTURAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
P. ayacahuite 2 4 4 4 5 5 12 13 15 15 19 26 27 35 39
P. pseudostrobus 25| 59 64 68 93| 107 | 114 117 | 120 | 122 | 129 | 135 | 146 | 163 180
P. montezumae 6| 40 47 | 64 71 80| 100 ] 107 | 116 | 130 | 153 | 161 | 163 | 175 | 186
P. rudis 3| 25| 31| 38| 46| 56| 82 83| 93] 103 ] 103 103 | 108 | 112 | 114
P. douglaslana 2| 2 46 57 72 92| 11 117 | 123 | 128 | 136 | 140 | 142 | 146 149
P. patula 31 82| 103 | 122 | 128 | 140 | 153 167 | 160 | 167 | 177 | 178 | 181 185 187
P. greggii 9] 10| 11 11 15| 22 26| 28 36| 37| 47 55 63

30 41 61 63 70 79 82 85 98| 106 | 112 | 128 | 132

34

P. michoacana 92
20 32 39 46 47 54 64 69 85| 103 120

44

6

12

P. cembroides
P. leiophyila

17 21 23] 28] 34| 34 36| 38 45| 47| 49| 53] 55
P. pringlei 6 4 4 5 6 6 6 6 6 6 6 9 12
P. halepensis 3 4 7 8 10 15 16 22 25 31
1/ Los niveles de infeccion considerados fueron: 1. Doblamiento del brote. 2. Doblamiento y clorosis. 3.
Muerte del brote.

olo|jojm|o
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CUADRO 13. Porcentaje de infeccion de las plantulas inoculadas,
considerando 3 niveles de infeccion1/.

ESPECIE LECTURAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
P. ayacahuite 0.9 1.9 1.9 19 23| 23| 57 6.1 71 71 90| 123 | 128 | 1656 | 185
P. pseudostrobus 11.9 28 | 304 | 323 | 442 | 509 | 542 | 557 | 5§71 58 | 614 | 642 | 695 | 776 | 857
P. montezumae 2.8 19 | 223 | 304 | 33.8 38 | 476 | 509 | 652 | 619 | 728 | 766 | 776 | 83.3 | 885
P. rudis 25| 208 | 258 | 316|383 | 466 [ 688 | 69.1 | 775 | 858 | 858 | 858 90 | 93.3 95
P. douglasiana 09] 104 [ 219 | 271 [ 342 | 438 | 528 | 57.7 | 585 | 604 | 647 | 666 | 676 | 69.5 | 70.9
P. patula 14.7 39 49 58 | 609 | 666 | 728 | 77.7 | 761 | 795 | 842 | 84.7 | 86.1 88 89
P. greggii 0 10 | 111 122 | 12.2 | 166 | 244 | 288 | 311 | 377 40 | 411 | 522 | 611 70
P. michoacana 44| 166 | 27.7 | 33.8 35388 | 438 | 455 | 472 | 411 | 544 | 588 | 622 | 71.1| 733
P. cembroides 0 6.6 10| 125 )| 166 | 266 | 325 | 383 | 391 | 451 | 533 | 575 ]| 708 | 855 | 100
P. leiophyila 33 113 14| 153 | 186 | 226 | 22.6 24 | 263 | 283 30 ] 313 ] 326 ] 353 366
P. pringlei 0 20 | 133 | 16.6 20 20 20 20 20 20 20 20 20 30 40
P. halepensis 0 1.6 1.6 16| 25| 33| 658 66| 83 10 | 125 | 133 | 183 | 208 | 258

1/ Los niveles de infeccion considerados fueron: 1. Doblamiento del brote. 2. Doblamiento y clorosis. 3.
Muerte del brote.

Con base en los Cuadros 12 y 13 se obtiene la Figura 10 donde se muestra el
desarrollo de la infeccion de las plantulas inoculadas, considerando los tres niveles de

infeccién propuestos.
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5.4.4.1. Infeccion en las siete especies inoculadas con 10 6 mas cepas.

A continuacién se presenta el avance de la enfermedad en 7 especies de pinos. Este
avance se calificé utilizando los criterios de rapidez en la aparicion de los sintomas de

las plantas al ser inoculadas.

En la Figura 11 tenemos que del total de 70 plantulas inoculadas de P. ayacahuite,
con 14 cepas, sblo 13 plantas mostraron susceptibilidad a la inoculacién, la cepa
LEIOPHYLLA en 4 plantulas, la cepa DOUGLASIANA en 2 plantulas, la cepa
ARIZONICA en 3  plantulas; las cepas AYACAHUITE, DISCOLOR,
PSEUDOSTROBUS, MAXIMINOI produjeron infeccién en una plantula. El resto de las
cepas no produjo ningun tipo de sintoma en las plantulas inoculadas, como se puede
observar en la Figura 11A, las cepas MONTEZUMAE, RUDIS, OOCARPA,
DURANGENSIS, MICHOACANA, HARTWEGII y CEMBROIDES no provocaron ningln
tipo de sintoma en las plantas inoculadas. En la Figura 11B se observa a las cepas que
si produjeron la infecciéon, pero fue muy poco el dafo producido, sélo la cepa
LEIOPHYLLA ocasioné a 4 plantas el nivel de infeccion 3; la cepa aislada de esta
misma especie solo produjo la enfermedad en una planta, lo que indica poca
susceptibilidad de esta especie al hongo aun con su misma cepa.

En Pinus pseudostrobus se presentdé una alta incidencia de la enfermedad,
observandose la infeccién en un total de 50 plantulas del total de 70 inoculadas, esto
representa el 85.7% de infeccion, todas las cepas produjeron infeccién; 7 de ellas
fueron capaces de producir la infeccion en todas las plantulas inoculadas; las cepas
MONTEZUMAE, DURANGENSIS, AYACAHUITE, HARTWEGII y CEMBROIDES
produjeron infeccion en 4 plantulas inoculadas; la cepa MICHOACANA la produjo en 3
plantulas y solamente la cepa OOCARPA lo hizo en 2 plantulas (Figura 12). En la
Figura 12A se observa a las cepas que menor efecto tuvieron en la infeccion, en
cambio en la Figura 12B, se nota que todas las cepas presentaron una alta capacidad
de infeccién. La cepa PSEUDOSTROBUS fue la mas agresiva en su misma especie, lo
que indica una alta susceptibilidad en la misma especie de la que fué aislada.

En Pinus montezumae también hubo alta incidencia de la enfermedad en las
plantulas inoculadas, del total de 70 se presenté la enfermedad en 62, que representa
el 88.5% de infeccion, al igual que en P. pseudostrobus, todas las cepas tuvieron la
capacidad de producir la infeccion; 9 cepas lo hicieron en las 5 plantulas inoculadas; la
cepa OOCARPA y MICHOACANA la produjeron en 4 plantulas y las cepas
MONTEZUMAE, DOUGLASIANA y AYACAHUITE lo hicieron en 3 plantulas (Figura
13), ésto indica que mas del 50% de las plantulas inoculadas con cualquier cepa
presentaron la infeccidn, siendo las menos agresivas, las cepas que infectaron sélo 3
plantulas, como se observa en la Figura 13A; a partir de la cepa OOCARPA hasta la
cepa ARIZONICA que fué la mas agresiva de todas en esta especie (Figura 13B). La
cepa aislada en esta misma especie, tuvo un efecto de susceptibilidad moderada, al
infectar sélo 3 plantulas y ser tan solo la segunda con menor agresividad de todas las

cepas.
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En Pinus douglasiana, del total de 70 plantulas inoculadas, la infeccién se presenté
en 50, pero sélo las cepas PSEUDOSTROBUS, MONTEZUMAE y HARTWEGII fueron
capaces de producir la infeccién en las 5 plantulas inoculadas; las cepas ARIZONICA,
OOCARPA, DURANGENSIS y LEIOPHYLLA produjeron la infeccién en 4 plantulas; las
cepas MAXIMINOI, DISCOLOR, RUDIS, DOUGLASIANA y HARTWEGII lo hicieron en
3 plantulas, y las cepas AYACAHUITE y CEMBROIDES sélo provocaron la infeccion
en 2 plantulas, no obstante lo anterior se presentd un alto porcentaje de infeccion, el
71.4%, a pesar de que el desarrollo de la infeccion fué muy heterogéneo y al observar
el dafio en esta especie no se nota muy severo (Figura 14). En general en esta especie
se observa un desarrollo de infeccion no muy agresivo, alcanzando muy bajos niveles
de infeccion en 7 cepas (Figura 14B), y mayor agresividad en las siguientes cepas
(Figura 14B) y solamente teniendo 3 cepas que infectaron a las 5 plantulas inoculadas.
La cepa aislada de esta misma especie, presenté un comportamiento raro, ya que en
inoculaciones anteriores (ensayos) presentd una alta capacidad de infeccién, y en esta
inoculacion soélo tuvo la capacidad de infectar 3 plantulas, siendo la cuarta cepa menos

agresiva.

En Pinus patula, el desarrollo de la infeccion fue muy alta, las cepas de la 1 a la 12
tuvieron la capacidad de producir la enfermedad en las 5 plantulas inoculadas, la cepas
HARTWEGII y CEMBROIDES tardaron mucho tiempo en reproducir la sintomatologia
de la enfermedad en las plantulas inoculadas y sélo lo hicieron en 2 y 1 plantulas
respectivamente; esta especie fue donde se desarrollé la infeccion mas rapidamente
que en cualquier otra especie y junto con P. cembroides presenté una alta
susceptibilidad en las plantulas inoculadas, como puede observarse en la Figura 15. Es
importante sefalar que en esta especie no se encontraron dafios causados por la
enfermedad a nivel de campo, por lo que se debe tener cuidado en areas aledanas a
rodales infectados y que estan dafiados con el hongo del cancro resinoso. En la
prueba realizada se comprobé su susceptibilidad por la via de la inoculacién de 14
cepas distintas a las cuales a todas fue susceptible, por lo que es sumamente facil que
sea atacado a nivel de campo cuando se presenten las condiciones adecuadas para la
presencia de la enfermedad. Se reconoce que P. patula estuvo en condiciones
obviamente distintas a las de su ambiente natural. En Chapingo la humedad relativa es
menor que en su area de distribucién y es posible que el arbol estuviera en condiciones
de estrés que facilitaron el desarrollo de la enfermedad.
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En Pinus michoacana fueron inoculadas un total de 12 cepas, todas lograron producir
infecciones, sélo que la cepa DOUGLASIANA anicamente lo hizo en una plantula, por
lo que se considera débilmente patégena, en cambio las cepas MAXIMINOI,
PSEUDOSTROBUS, ARIZONICA, DISCOLOR y AYACAHUITE lograron infectar las 5
plantulas inoculadas; la cepa MONTEZUMAE infecté 2 plantulas; las cepas RUDIS,
LEIOPHYLLA y MICHOACANA infectaron 3 plantulas y las cepas OOCARPA vy
DURANGENSIS infectaron 4 plantulas; el total de plantulas que presentaron la
infeccién fue de 45 que representa el 75% del total de las plantulas inoculadas (Figura
16). La cepa aislada de esta misma especie, no fue tan agresiva como algunas otras,
infectando 3 plantulas, sin embargo el nivel de infeccion general se considera alto,
siendo en susceptibilidad la quinta en importancia de todas especies.

En Pinus leiophylla se inoculd un total de 10 cepas, de las cuales sélo la cepa
LEIOPHYLLA desarrollé la infeccion en las 5 plantulas inoculadas, indicando alta
susceptibilidad Unicamente para su misma cepa; la cepa AYACAHUITE presentd
infeccion en 4 de las plantulas; la cepa RUDIS en 3 plantulas; las cepas MAXIMINOI y
DOUGLASIANA en 2 plantulas; las cepas PSEUDOSTROBUS, DISCOLOR,
MONTEZUMAE y OOCARPA unicamente pudieron infectar una plantula y ademas la
cepa ARIZONICA no tuvo ningun efecto en esta especie, al no presentarse la infeccion
en las plantulas inoculadas, no obstante lo anterior, la respuesta de la planta
hospedante se considera como de susceptibilidad, debido a que la cepa aislada de
esta especie presentd un alto grado de infeccién (Figura 17).
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5.4.4.2. Infeccidn en 5 especies inoculas con 8 0o menos cepas.

En este apartado se presenta el avance de la infeccion en 5 especies de pinos. El
tratamiento dado a éstas es distinto a las 7 descritas previamente ya que se inocularon
un menor numero de plantulas.

Pinus rudis se inoculé un total de 8 cepas, las cuales todas tuvieron la capacidad de
producir infeccion, las cepas MAXIMINOI, PSEUDOSTROBUS, RUDIS, LEIOPHYLLA,
HARTWEGII y CEMBROIDES provocaron infeccion en las 5 plantulas inoculadas y las
cepas MONTEZUMAE y DOUGLASIANA provocaron infeccién en 4 plantulas; ésto da
un total de 38 plantulas con infeccién, del total de 40 inoculadas, que representa el
95% de infeccién, siendo la segunda especie con el mayor nivel de infeccion de todas
las que fueron sometidas a la prueba de inoculacion. (Figura 18). Por los resultados
obtenidos se considera a esta especie como altamente susceptible a la infeccién por el
hongo del cancro resinoso, para diferentes cepas aisladas.
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Figura 18. Valores acumulados de tres niveles de intensidad de infeccion, de 8 cepas
de Fusarium subglutinans inoculadas en plantulas de Pinus rudis.
Chapingo, México, 22 de Febrero de 1992.
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La especie Pinus halepensis, es otro pino en el que se presentd una baja incidencia
en el desarrollo de la infeccion, y al igual que en P. leiophylla, se presentaron 2 cepas
que no tuvieron efecto en la inoculacion, la AYACAHUITE y CEMBROIDES; ademas
de que ninguna cepa tuvo la capacidad de producir la infeccion en las 5 plantulas
inoculadas; la cepa MICHOACANA fue la mas patogénica con 4 plantulas infectadas;
la siguieron las cepas PSEUDOSTROBUS y MONTEZUMAE con 2 plantulas con
infeccion; las cepas OOCARPA, DOUGLASIANA y LEIOPHYLLA sélo pudieron infectar
una plantula. Se considera que el desarrollo de la infeccion es muy lento, a pesar de lo
observado seria muy aventurado decir que es una especie resistente ya que en las
inmediaciones del Campus Chapingo, existe una alta incidencia de la enfermedad.
Casi la totalidad de los individuos de esta especie presentandose la sintomatologia de
la enfermedad, llegando incluso a matar a algunos arboles. Es importante resaltar que
la mortalidad presente es de lento desarrollo llegando a pasar varios anos para que
los arboles enfermos mueran, por lo que la manifestacion de la infeccion en las
plantulas inoculadas puede considerarse bajo la misma situacion en cuanto al
desarrollo de la enfermedad y es factible que las plantulas inoculadas, puedan en
determinado momento desarrollar la infeccion. (Fig. 19). Desafortunadamente la cepa
HALEPENSIS no pudo ser inoculada, ya que los crecimientos que se obtuvieron en el
laboratorio fueron muy escasos.
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Figura 19. Valores acumulados de tres niveles de intensidad de infeccion, de 8 cepas
de Fusarium subglutinans inoculadas en Plantulas de Pinus halepensis,
Chapingo, México. 22 de Febrero de 1992.
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En Pinus cembroides, se inocularon 8 cepas, esta especie mostr6 una susceptibilidad
muy alta, ya que todas las cepas inoculadas fueron capaces de producir infecciones en
las 5 plantulas, teniéndose un 100% de infeccion, las 40 plantulas inoculadas murieron
(Figura 20). A pesar del tamafo de plantulas inoculadas, que se pens6 que eran muy
pequenas, el desarrollo de la infeccion se presenté de la misma manera que en otras
plantulas de mayor tamario y como en todas las especies, los testigos no presentaron
ningun tipo se sintoma.
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En Pinus greggii se inoculd un total de 6 cepas y solamente las cepas ARIZONICA y
MONTEZUMAE tuvieron la capacidad de producir infeccion en 5 plantulas inoculadas;
las cepas MAXIMINOI y OOCARPA Ilo hicieron en 4 plantulas; la cepa
PSEUDOSTROBUS en 3 plantulas; y la DISCOLOR unicamente en 2 plantulas. El total
de plantas con infeccion fue de 23 del total de 30 inoculadas, esto representa el 76.6%
de infeccion (Figura 21). Esta es otra especie en la cual no se encontraron danos por
el cancro resinoso en el campo, pero el porcentaje de infeccion que presentd, da un
indicio de susceptibilidad, por lo que también se deben de tener precauciones para
que no se presente la enfermedad, sobretodo en plantaciones.

—_— €< —

= i

a |
. — b
| 16 I =
n 14— B
! . |
] :
i 18 i
6 ) 1
n -8,: g

6 -

5 =4

4 I

2 —

(1)’ e ey ——T ESTIGO

222427 30.2 5 B8 1l 14 IT 20 é3 28 4 9 15

FEB. MAR. ABR. MAYO

1 Testigo Bl maximinoi discolor ([ pseudostrobus
arizonica oocarpa G montezumae

Figura 21. Valores acumulados de tres niveles de intensidad de infeccion, de 6 cepas
de Fusarium subglutinans inoculadas en plantulas de Pinus greggii.
Chapingo, México, 22 de Febrero de 1992.
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.=« En Pinus pringlei se inoculé solamente la cepa PSEUDOSTROBUS, en donde se
"« presentd un fenomeno interesante, ya que en la primeras lecturas después de la
" inoculacién, se observo lo que aparentemente era el inicio de la infeccion, pero al paso
del tiempo las plantulas tendieron a no mostrar la sintomatologia de la enfermedad y al
final de las observaciones sélo una plantula desarroll6 la infeccion. En esta especie se
realizé la inoculacion de una cepa diferente, la cual se denominé A6 aislada de P.
pringlei, la cual produjo la infeccion en 3 de las 5 plantulas inoculadas, lo que da un
total de 40% de infeccion del total de 10 plantulas inoculadas; se considera necesario
realizar mayor investigacion con esta especie, para ser mas contundente en los
¥Tesultados de la prueba de inoculacién, ya que los dafios observados en el campo
" para esta especie son muy severos y la prueba de inoculacién no proporciona
resultados contundentes (Figura 22).
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Es importante resaltar que en ninguna de las plantulas utilizadas como testigo se
presenté cambio debido a la presencia de posible enfermedad, como cambios en el
crecimiento, cambio de coloracion del follaje o cambio en el vigor, es decir, no se
presento la infeccién. Cabe destacar que muchas plantas testigo presentaron reacciéon
a la herida provocada, pero se mantuvieron siempre sanas (Figura 7).

5.4.4. Prueba de Cochran.
De las especies a las que se realizdé el analisis, se construyeron bloques con la

respuesta de las 14 cepas, para cada una de las celdas de estos bloques se eligié en
forma aleatoria una cepa y se obtuvo el resultado de las 5 plantulas inoculadas en ella.

La tabla quedo constituida de la siguiente manera:

ESPECIE CEPAS
1 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8 9(10| 11| 12| 13| 14 Rj | Rj (c-Rj)
P. ayacahuite 0ol 1/ 0f O0Of O] OJ O] O 0| 1 0] 1 0| O 3 33
P. pseudostrobus 1 1 1 1] 1 11 0 1 1 1 1 1 1 1 13 13
P. montezumae 1 10 1] 1] 1 1( 1 0 1 1 0] 1 1 1 12 24
P. douglasiana 1 11 0] 0] 1 11 1 0 1 1 1 0 1 0 9 45
P. patula 1 11 1 11 1 11 1 1 1 1 1 1 0 0 12 24
Cj 4| 5| 3] 3] 4] 4| 3] 2 41 5 3| 4 3] 2 N =49

E Rj (c - Rj) = 139

T (13 alfa 0.05)= 24.74
(13 alfa 0.01)= 27.64

Q=15.05

Debido a que el valor del estadistico calculado Q es menor que el valor de T tabulada

a dos niveles de significancia, NO se rechaza la Ho, y esto indica que
estadisticamente todas las cepas inoculadas tienen el mismo efecto de patogenicidad
en las plantulas inoculadas.

Con los mismos datos de la tabla anterior pero incluyendo un tratamiento mas que
corresponde al testigo, se realiza el calculo con la tabla de datos siguiente:
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PRUEBA DE COCHRAN INCLUYENDO LOS TESTIGOS

ESPECIE CEPAS
11 2| 3| 4|5| 6| 7|8 9|10 11|12 13| 14| 15| T Rj Ri (c-Rj)

P. ayacahuite 171]0]J]0[{0]0]0}J0fO 1 0 1 0 0 0 3 33

P. 1 11111111011 1 1 1 1 1 0 13 13
pseudostrobus

P. montezumae 1 1{1(1]1]1]1]0} 1 1 0 1 1 1 0 12 24

P. douglasiana 1 1{010{1]1]1]0]| 1 1 1 0 1 0 0 9 45

P. patula 1 111 1[1[1]1[1] 1 1 1 1 0 1 0 12 24

Cj 4| 5131 3|4]4[3]2] 4 5 3 4 3 2 0 49 N =188

T (14 alfa 0.05)= 23.05
(14 alfa 0.01)= 29.14

Q=25.5

El valor del estadistico Q es mayor que el valor de T tabulada, por lo que Se Rechaza
la Ho. y se concluye que estadisticamente, existe por lo menos una cepa de todas las
que fueron inoculadas que se comporta de manera diferente a las demas, es decir, no
es patdgena. (probablemente se trate del testigo).

En la prueba que se muestra a continuaciéon se incluyeron todas los datos de las
respuestas de la inoculacién, realizadas en cinco especies y con la inoculacién de
cinco plantulas por cada una de las cepas estudiadas, entonces tenemos lo siguiente:
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| CEPAS | LECTURAS [ESTADISTICOS |
1 2 314 5 6 7 8 9| 10| 11121 14 | Rj Rj (c-

3 Ri)

P. ayacahuite 0 0 110 0 0 0 0 0 1 0] 0] O 0 2 24
P. ayacahuite 0 0 110 0 0 0 0 0 1 0 0| O 0 2 24
P. ayacahuite 0 0 110 0 0 1 0 0 1 0 0] O 0 3 33
P. ayacahuite 0 1 0|0 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0 2 24
P. ayacahuite 0 0 111 0 0 0 0 0 0 0] 0] O 0 2 24
P. pseudostrobus 1 1 111 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 11 33
P. pseudostrobus 1 1 111 1 1 0 0 1 0 0] Of 1 0 8 48
P. pseudostrobus 1 1 111 1 1 0 0 1 1 1 11 0 1 11 33
P. pseudostrobus 1 1 111 0 1 0 0 1 1 1 1] 1 0 10 40
P. pseudostrobus 1 1 111 1 1 0 1 1 1 0 11 1 1 12 24
P. montezumae 1 1 111 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 12 24
P. montezumae 1 1 111 1 1 1 0 1 1 1 1] 1 1 13 13
P. montezumae 1 1 111 0 1 0 1 1 1 1 0] 1 1 11 33
P. montezumae 1 1 111 1 1 1 1 1 1 0f 0[O 1 11 33
P. montezumae 1 1 111 1 1 0 0 1 1 0 Of 1 1 10 40
P. douglasiana 1 1 110 1 1 1 1 1 1 1 0| 1 1 11 33
P. douglasiana 0 1 110 1 1 1 0 0 0 1 0] 1 1 8 48
P. douglasiana 1 1 01 1 0 1 0 1 1 1 0] O 1 9 45
P. douglasiana 1 1 111 1 1 0 1 1 1 1 11 0 0 11 33
P. douglasiana 0 1 01 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 11 33
P. patula 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 11 0 0 12 24
P. patula 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 110 0 12 24
P. patula 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 11 0 0 12 24
P. patula 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 11 0 0 12 24
P. patula 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 11 0 0 12 24
Cj 18| 21| 22|19| 17| 18| 13| 13| 18| 20| 16| 14 10 11| 230 | 762

Cj 18 2122 9 17 18 13 13 18 20 16 14 10 11 230 762

Con los datos anteriores, tenemos el calculo del estadistico T, con la férmula
planteada, quedando lo siguiente:

T (13 alfa 0.05)= 24.74
(13 alfa 0.01)= 27.64
El valor para el estadistico es:
Q =45.27

Al realizar el calculo de Q notamos que el valor es mucho mas grande que el valor de
T tabulada, por lo que Se Rechaza la Ho., y se concluye que las cepas inoculadas,
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* considerando a 5 plantulas tratadas por cada una de las cepas probadas, no tienen el
mismo efecto en las especies de pino que recibieron el indculo.

5.4.5. Prueba de rangos de Friedman y comparaciones muiltiples.

Los datos de los resultados son tabulados, de manera que la tabla de datos esta
constituida por los valores que pueden obtenerse para las respuestas de 5 plantulas a
la inoculacion de las diferentes cepas, por lo que los valores de esta tabla pueden ser
desde 0 cuando ninguna de las plantulas inoculadas presenté infeccion, hasta 5
cuando todas las plantulas inoculadas presentaron la infeccion, de manera que
tenemos:
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Con base en los datos de la tabla anterior se realizdé la asignacién de rangos,
considerando:

Los rangos son asignados a los bloques de acuerdo al tamafio de la muestra de cada
bloque, por lo que para nuestra tabla tenemos, que los rangos van desde 1 al menor
valor dentro del bloque, hasta 14 para el maximo valor de los bloques. Debido a que
en nuestra tabla encontramos varios empates, la asignaciéon de rangos se hace como
en el ejemplo que se muestra a continuacién. En este ejemplo se usaron los valores
obtenidos en P. ayacahuite.

Los valores que en esta especie se obtuvieron son:
9 celdas con valor igual a cero
4 celdas con valor igual a uno
3 celdas con valor igual a dos.

Acomodando los valores, tenemos:

[oJofoJoJofJoJoJojoJ 1|1 [1]1]3 ]3]

Asignando su rango si no fueran los mismos valores, se tiene

RANGOS 1 {2 |3]4|5]16[7]8]19|10])11]12]13[14]15
VALOR 0o/0[0j]O0O]J]O0O]J]O]j]O]J]O}JO]1 1 1 1 3 13
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Por lo anterior, se requiere sacar los rangos para los valores que presentan empates.
El rango de cada valor de cero es la suma de los rangos de esos valores, esto es,
1+2+3+4+5+6+7+8+9 igual a 45, dividido por el numero de veces que se repite el valor
(9) el rango para cada celda que tenga cero sera 5. Asi el rango para las celdas con
valor de uno es de 11.5 y para las celdas cuyo valor es 3 su rango es 14.5. Y asi para
todas las especies.

Entonces la tabla de rangos queda de la siguiente manera: designada por la notacion,
para los valores calculados con la formula [R (Xij)]2

ESPECIE R ANGOS

P. ayacahuite 50[ 11.5( 14.5] 11.5]| 5.0) 50| 11.5) 5.0] 50] 145| S5.0] 11.5] 50] 50| 5.0

P. pseudostrobus | 13.0| 13.0] 13.0) 13.0f 85| 13.0] 15) 3.0] 85| 50| 50| 85] 85| 5.0] 15

P. montezumae 11.5] 11.5f 11.5] 11.5] 5.0] 11.5] 5.0] 5.0] 11.5f 11.5] 5.0] 2.0f 50| 11.5] 1.0

P. douglasiana 65| 140| 65| 65| 140| 6.5] 11.0] 6.5] 11.0f 11.0] 140 25| 65| 25| 1.0

P. patula 951 95| 95| 95| 95| 95| 95[ 95| 95 95| 95| 95| 3.0f 15[ 1.0

Ya con esta tabla se procede al calculo de A2 y tenemos que

A2 = 5899.5
2 Rj2 = 26392

Y el calculo de B2

B2 =5278.4

Utilizando la férmula de T2 obtenemos su valor
T2= 3.08 T alfa 0.05 = 1.92

El valor de T calculado es mayor que el de T tabulada a nivel de significancia de 0.05.
por lo tanto se Rechaza la Ho., que nos indica que por lo menos una de las cepas
inoculadas, actia de manera diferente en la respuesta de la infeccidon de las
plantulas.

Por lo que se procede a la prueba de comparaciones multiples de rangos,
considerando la siguiente relacién:

2b(A2 - B2)

IRj - Ri / mayor T 1-alfa/2 [ ] 1/2
(b-1)(k-1)
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Para la diferencia absoluta de cada rango menos otro rango diferente del primero, el
calculo se realiza con la siguiente formula:

T 1-alfa/2 = 2.01 [110.91]1/2
es igual a 21.16

Las Rj son diferentes si /Rj - Ri/ es mayor a 21.16

Dentro de los diferentes rangos el calculo de T para la prueba de comparaciones indica
que las Rj son diferentes de acuerdo con la siguiente tabla:

CEPA Rj
PSEUDOSTROBUS 2 599 A

ARIZONICA 3 5 A B
DISCOLOR 4 5 A B C
LEIOPHYLLA 10 515 A B C
MAXIMINOI 1 455 A B C D E
RUDIS 6 45 A B C D E
DURANGENSIS 9 455 A B C D E
MONTEZUMAE 5 42 A B C D E
OOCARPA 7 385 A B C D E
MICHOACANA 11 385 A B C D E
AYACAHUITE 12 34 C D E
DOUGLASIANA 8 29 D E
HARTWEGI! 13 28 D E
CEMBROIDES 14 255 E
TESTIGO T 10 E

Las cepas unidas con la misma letra no tienen diferencia significativa al 0.05.

De manera que segun los calculos realizados, las cepas DOUGLASIANA,
HARTWEGII, CEMBROIDES y AYACAHUITE, presentan evidencias de que son
diferentes en su comportamiento al ser menos patdégenas que el resto de las cepas
inoculadas a las plantulas, ya que originaron menor agresividad en el desarrollo de la
infeccion. El resto de las cepas aparentemente tienen un comportamiento similar en la
capacidad de producir infeccion, que en términos generales es alta. Por lo anterior, es
factible concluir que las cepas PSEUDOSTROBUS, ARIZONICA, DISCOLOR vy
LEIOPHYLLA son mas agresivas que el resto de las cepas; por otra parte las cepas
MAXIMINOI, RUDIS, DURANGENSIS, MONTEZUMAE, OOCARPA y MICHOACANA,
es posible que tengan una agresividad moderada, cuando estuvieron en contacto con
otras plantas hospedantes.
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En cuanto a la forma de inoculacién, la manera desarrollada no se habia hecho
anteriormente en otros estudios, algunos autores describieron una forma de
inoculaciéon en la que se menciona cierta mortalidad de las plantulas testigo y el
desarrollo de la sintomatologia de la enfermedad, en el presente estudio, ninguna de
las plantulas inoculadas que se usaron como testigo, manifesté secamiento, mortandad
o desarrollo de la sintomatologia, no obstante considerar en un principio que la herida
practicada para la inoculacién fue severa y este simple hecho podria provocar la
muerte de la plantula lo cual no sucedid, concluyendo que la forma de inoculacién es
efectiva. (Figura 7, respuesta de la planta a la infeccion)

5.5. Reaislamiento de las cepas inoculadas.

Este proceso se realiz6 a partir de la prueba preliminar de inoculacién, citada en el
apartado 4.12. Se colectaron muestras de todas las plantulas inoculadas, realizando el
proceso de aislamiento y purificacion. Se obtuvieron pedazos de material vegetal a 3
cm de distancia, tanto para arriba, como para abajo del punto de inoculacién;
teniéndose el cuidado de que presentaran, tejido sano y tejido enfermo. Los pedazos
se sembraron en medio de cultivo PCNB-agar, el dia 18 de diciembre de 1991;
colocando 7 trozos de material en cada caja y teniendo un total de 3 cajas con medio
de cultivo, por cada una de las especies a sembrar; las cajas sembradas se dejaron
bajo condiciones normales de laboratorio.

El inicio del crecimiento micelial se inicio a los 7 dias de haber realizado la siembra; de
los 175 pedazos sembrados, se presentd crecimiento en 157, con colonias tipicas de
F. subglutinans, y tan sélo en 16 pedazos no se obtuvo crecimiento; esto representa
un 90.7% de eficiencia en el aislamiento.

En las figuras 23 y 24, se observan los crecimientos de las colonias del hongo en el
proceso de reaislamiento, se observa la velocidad de crecimiento y las caracteristicas
de la coloracién tanto del micelio del hongo como del medio de cultivo, en la Figura
24B se nota la eficacia en el crecimiento del hongo en los pedazos sembrados de
material vegetal enfermo, realizados en esta parte del trabajo.

Para el dia 3 de enero de 1992, se hizo la transferencia a medio de cultivo PSA; en
este medio se hicieron dos lecturas para conocer la velocidad de crecimiento de las
colonias sembradas, en el Cuadro 14, se presentan los crecimientos en diametro a los
5 dias de siembra de las colonias de Fusarium subglutinans.
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Figura 23. Aspectos del desarrollo de colonias de Fusarium subglutinans en el
proceso de aislamiento y purificacion: A-D. Diferentes aspectos de las
colonias del aislamiento; E y H. Crecimiento de colonias purificadas
mostrando la coloracion tipica; 1. Cepa del hongo en cultivo puro para su
preservacion.
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CUADRO 14. Crecimiento en didmetro (cm) de las colonias sembradas de los
reaislamientos a los 5 dias de la siembra.

Procedencia COLONIAS
del aislamiento 1 2 3
P. maximinoi 47 4.6 52
P. pseudostrobus 5.0 5.0 4.8
P. arizonica 4.2 5.0 52
P. discolor 4.5 4.4 54
P. montezumae 3.3 4.0 41
P. rudis 4.0 3.8 4.3
P. oocarpa 47 47 6.0
P. douglasiana 4.8 5.0 47
P. durangensis 45 4.0 4.3
Testigo 2.3 23 2.3

Al observar estos datos, notamos que, hay una gran homogeneidad en el crecimiento
de las colonias. Al cuarto dia de la siembra, se observd, en casi todas las colonias una
coloracién blanca y de apariencia algodonosa; en algunas de ellas se notdé un color
violeta tenue de manera muy evidente, para el quinto dia el cambio de coloracién fue
mas marcado, destacando la cepa de P. pseudostrobus, que tendié a ser mas roja y
la cepa de P. discolor a mas violeta intenso; las demas colonias permanecieron con
una coloracién violeta tenue. Las colonias usadas como testigo, es decir, sin
incubacion, presentaron un crecimiento de 2.3 cm de diametro de la colonia.

En el Cuadro 15, se observan los crecimientos de las colonias, a los 10 dias de la
siembra, la lectura se hizo hasta este tiempo, porque fue cuando algunas colonias
cubrieron toda la superficie del medio de cultivo, aunque algunas aun no lo habian
hecho, si permitieron que se hiciera una comparacién de la velocidad de crecimiento.

CUADRO 15. Crecimiento en diametro (cm) de las colonias sembradas de
los reaislamientos, a los 10 dias de la siembra.

Procedencia COLONIAS
del aislamiento 1 2 3

P. maximinoi

P. pseudostrobus
P. arizonica

P. discolor

P. montezumae
P. rudis

P. oocarpa

P. douglasiana

P. durangensis
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Con los datos obtenidos en los Cuadros 14 y 15, se realizaron comparaciones del
crecimiento de las colonias, utilizando un analisis de varianza de modelo lineal (GLM)
del Sistema de Analisis Estadistico (SAS), para saber cuales son las caracteristicas de
crecimiento de las colonias, obteniéndose los siguientes resultados: A los cinco dias
mostré diferencias en cuanto al crecimiento, teniendo que la cepa aislada de P.
oocarpa, presentd mayor crecimiento que el resto del grupo. Aunque la cepa aislada
de P. montezumae no fue estadisticamente igual a las demas, sino que presentd
diferencias, ya que el crecimiento fue escaso pero si fue estadisticamente igual a las
demas cepas, excepto la cepa de P. oocarpa.

El analisis de varianza muestra que por lo menos una cepa tuvo crecimiento diferente
y a realizar la prueba de Tukey se puede determinar que hay una cepa diferente en
relacién al resto de las cepas tanto para crecimiento escaso como para crecimiento
abundante. En la lectura de crecimiento a los 10 dias no se observa diferencia
significativa entre las diferentes cepas, el Analisis de Varianza asi nos lo hace notar y
en la prueba de Tukey no hubo diferencias significativas, por lo que se dice que el
crecimiento de las cepas es estadisticamente igual para todas, s6lo que en algunas
obtuvieron el crecimiento en menor tiempo. Se considera que la lectura tomada a los 5
dias da muestras mas evidentes del crecimiento de las colonias que la lectura
realizada a los 10 dias, para determinar la diferencia en los crecimientos de las
diferentes cepas.

5.6. Identificacion del agente causal de la enfermedad.

Los cuerpos de reproduccion asexual del hongo (esporodoquios), soélo fueron
encontrados en dos especies de pino, P. radiata en Estado de Meéxico y P.
douglasiana en el Estado de Jalisco. Las estructuras tipicas del cuerpo de
reproduccion se pueden observar en la Figura 4D. No obstante lo citado por Blakeslee
et al. (1978a) Blakeslee et al. (1980) Dwinell et al. (1985), no se tuvo la suerte de
observar en otras especies de pino la presencia de estas estructuras a pesar de que
siempre se tuvo cuidado de localizarlas en las ramas que fueron colectadas y que se
encontraron infectadas por el hongo. Para el caso de P. radiata, este diagnostico
realizado (la observacidén de los esporodoquios), fué suficiente para asociar al cancro
resinoso, no realizandose mas pruebas con esta especie

La coloracion de las diferentes colonias obtenidas cada vez que se practicé ya sea el
proceso de aislamiento o reaislamiento, siempre fue blanquecina al inicio de su
desarrollo, cambiando de tonalidad a medida que iban madurando, presentandose
coloraciones rosa, rosa intenso, violeta, hasta morado intenso. Al igual que el micelio
algodonoso del hongo el medio de cultivo cambid su coloracién, en ocasiones solo se
noté un cambio leve a rojo tenue (Figura 23C), aunque también se torné morado
intenso (Figura 23F), esta caracteristica de la coloraciéon del micelio concuerda con lo
citado por Kuhiman et al. (1978) y Barrows-Broaddus (1987).
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En el caso del desarrollo de la colonia, como se pudo observar en el apartado anterior,
el promedio de crecimiento en diametro de las colonias fue de 9 cm en 14 dias, en este
periodo para el caso de algunas colonias y después de realizar las preparaciones, se
observé la formacién de estructuras microscépicas tipicas del hongo, similares a las
reportadas por Nelson, Toussoun y Marasas (1983). Las estructuras fueron mas facil
de identificar cuando tenian 21 dias de crecimiento (Figuras 24E y 24F). El mejor
desarrollo de las colonias de los hongos, se obtuvo a temperatura de incubacion de 24
a 32° C (Figura 24D).

Todas las estructuras tipicas del hongo fueron observadas en las preparaciones
microscopicas hechas para tal fin. Los conidiéforos simples y ramificados (fidlides y
polifidlides), estos ultimos representativos de la especie de hongo estudiada, al igual
que lo citado por Kulhman et al. (1978), fue posible reconocerlos (Figura 24aG).

El tipo de esporas observadas es similar al de los reportes hechos por Kulhman et al.
(1978), Blakeslee et al. (1978a) y BarrowsBroaddus (1987); para corroborar ésto, se
midieron un total de 50 microconidios y 50 macroconidios. Se observaron los
microconidios tipicos de forma oval a subclavados, el tamafio promedio en la medicién
fué de 10 X 2.8 u (Figura 24H); los macroconidios alargadas y curvos con la forma
tipica de canoa (forma de hoz) midieron en promedio 40 p de largo por 3.8 u de ancho y
fueron observadas en todas las colonias de hongos aislados (Figura 24l), lo que
concuerda con lo citado por los anteriores autores.

Respecto a lo mencionado anteriormente, dejo de tener dudas, cuando en 1991, se
contd con la visita al Laboratorio de Patologia Forestal de la DiCiFo UACh, de
especialistas de la enfermedad del Servicio Forestal de Estados Unidos , ya que al ser
observadas colonias aisladas y preparaciones realizadas por el autor fueron
identificadas como Fusarium subglutinans (com. pers. T. Miller, 1991).

Ademas de lo anterior, los cultivos obtenidos en el proceso de reaislamiento, fueron
idénticos a los aislados originalmente de los diferentes hospedantes, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Barnard y Blakeslee (1980). Estas
caracteristicas pueden observarse comparativamente en las Figuras 23 y 24.

Esto es una clara muestra de que las pruebas realizadas, corroboran que el agente
aislado de diferentes especies de pino, es el que provoca la enfermedad del cancro
resinoso, es decir, que Fusarium subglutinans es el agente causal de la enfermedad.



Figura 24. Aspectos del desarrollo de colonias de Fusarium subglutinans en el
proceso de reaislamiento. A. Reaislamiento de la cepa inoculada en P.
maximinoi. B. Colonias de las 9 especies usadas en las pruebas de
reaislamiento. C. Colonias del hongo asiladas de P. durangensis y P.
rudis. D. Comparacion de una colonia de P. rudis con y sin incubacién. E y
F. Colonias puras cuando cubrieron completamente la caja con medio de
cultivo. G. Polifilides de Fusarium subglutinans. H. Microconidios y
macroconidios.
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6. CONCLUSIONES

1. El cancro resinoso tiene una amplia distribucion en México y un rango de
hospedantes también muy amplio, encontrandose presente a nivel de campo en 19
especies distribuidas en 13 diferentes entidades federativas; aparentemente no se
encuentra presente en Oaxaca y Chiapas.

2. La enfermedad se presenta tanto en arboles jovenes como en arboles maduros.

3. La sintomatologia puede ser observada en diferentes partes del arbol y varia de
acuerdo a la especie hospedante con la que se encuentra asociada.

4. La sintomatologia se caracterizd6 por presentar uno o mas de los siguientes
sintomas: marchitamiento de ramas y hojas, cambios de coloracién en el follaje,
muerte descendente de los arboles, flujo de resina en ramas y fustes, presencia de
cancros en ramas Y fustes, y doblamiento de brotes en ramas terminales.

5. Con base en la sintomatologia observada a nivel de campo, las pruebas realizadas
en el laboratorio e invernadero, asi como las observaciones microscépicas del
hongo asociado a la enfermedad, conducen la identificacién del agente causal del
cancro resinoso de los pinos como Fusarium subglutinans. La identificacion fue
corroborada por especialistas de la enfermedad del Servicio Forestal de los
Estados Unidos.

6. La patogenicidad de Fusarium subglutinans fue demostrada por la inoculacién de
14 cepas procedentes del mismo numero de hospedantes, en 12 especies, en
todas se desarroll6 la infeccion. El agente aislado de los diferentes hospedantes
fue recuperado mediante reaislamientos que se hicieron después de las pruebas
de inoculacién, de plantulas que presentaron la sintomatologia de la enfermedad.

7. La patogenicidad también se demostré en Pinus greggiiy P. patula, especies en
las que no se reporto la presencia de la enfermedad a nivel de campo.

8. Existen evidencias, al menos por los resultados de este estudio, que se
presentaron diferencias en cuanto a la susceptibilidad de las plantulas que fueron
inoculadas con el hongo, ya que en una especie se observdé un dafo del 100%,
mientras que en otra fue tan sélo del 13%.

9. En las pruebas de patogenicidad realizadas, ninguna de las plantulas utilizadas
como testigo, manifestd la sintomatologia de la enfermedad.

10. Los aislamientos realizados en el presente trabajo, sugieren que el hongo aislado
e identificado, es una raza fisioldgica que se presenta unicamente en Pinus spp.
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7. SUGERENCIAS.

Corroborar las pruebas de patogenicidad utilizando plantulas provenientes de los
lugares donde se realicen las colectas de material enfermo.

Realizar otro tipo de recorridos por zonas donde no se ha reportado la enfermedad o
bien en aquellos lugares donde aparentemente la enfermedad no esta presente.

Realizar un mayor numero de pruebas de inoculacién con Fusarium subglutinans,
aislado de otros hospedantes, ya sean otras coniferas o latifoliadas e inocularlo a
plantulas de pino, para comprobar que efectivamente el hongo estudiado es una raza
especifica para Pinus spp.

Para el tratamiento de la enfermedad se sugiere utilizar alguna(s) de las siguientes
practicas:

En el caso de que sea factible realizar podas, podar las puntas de ramas infectadas o
ramas completas, después de cada corte desinfectar las herramientas con alcohol al
70%.

En lugares donde se realicen podas, no podar arboles aparentemente enfermos
durante los periodos lluviosos o de viento.

En el manejo forestal, considerar la corta de arboles con cancros en los troncos.

No mover madera que presente cancros o cambios de coloraciéon de la madera, ni
mucho menos que tengan resina embebida afuera del rodal aparentemente
infectado.

No replantar en rodales que se consideran infectados ninguna especie de pino al
menos que se realicen actividades preventivas para el tratamiento de la enfermedad.

Realizar pruebas de control quimico para probar la eficacia en México de productos
como Tiabendazole y Benlate, los cuales son efectivos para el control de la
enfermedad en otros paises.
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Anexo 1. Hospedantes, sintomatologia y distribucion por entidad federativa del
cancro resinoso en México.

Coahuila.
Pinus rudis y P. hartwedgii.

En ur recorrido realizado por la serrania llamada de la Siberia en el ejido San Antonio
de las Alazanas, el autor no se observé danos asociados al cancro resinoso, sin
embargo Flores Flores (1991), describe la siguiente sintomatologia. "En esta sierra se
han notado algunos darios en los arboles, éstos se han visto como flujo de resina
muy abundante desde la punta hasta aproximadamente mitad del fuste, como
conse:cuencia del dafio hay muerte descendente de las ramas. Los arboles afectados
estan aislados y son de diametros grandes (mayores de 40 cm). Estos arboles
tuvieron ataques de descortezadores y de plantas parasitas, también estuvieron
afectados por incendios y por rayos; el bosque de este sitio sufre de
sobreexplotacién de madera.

Distrito Federal.
Pinus; pseudosfrobus.

Estas muestras se colectaron a una altitud aproximada de 2700 m, en el trayecto de
la carvetera Méx.co Cuernavaca, en los limites con el Estado de Morelos. Se observo
un cambio de coloracidon en ramas terminales con las hojas café rojizas en buena
canticad y caidas en forma d e bandera en todo el arbol, se presentaron varios
cancrs de tameiio variable de hasta 10 cm de largo; algunos a todo al rededor de la
rama cubiertos por poca cantidad de resina. Al retirar la resina del cancro se not6
inmeciatamente el cambio de coloracién en la madera y en forma muy caracteristica
la resina embebida,

Durango.
Pinus durangernsis.

Los Altares. Altitud. 2430 m. Es un bosque predominante de P. arizonica, en las
muesttas que se colectaron en esta localidad, se mostraba en forma consistente el
doblaimiento de os brotes, como primer sintoma de la enfermedad, en ninguna otra
espec’e se noto este tipo de sintoma. Los cancros se presentaron en las ramas y de
un tariafo pequeno de 5 a 7 cm a lo largo de la rama. En los aislamientos se logro
obtener a F. subglutinans y se utilizé para realizar las inoculaciones. Los arboles no
tienen buenas czracteristicas de crecimiento.

En ofra localidad, localizada a 40 km. de las oficinas de la UAF Santiago
Papasquiaro. Se encontraron arboles desde 1 a 2 m de altura completamente
muertos con darios causados por el cancro resinoso. El sintoma predominante en los
arboles es la muerte descendente de los brotes, caracterizados por la coloracion café



que el hongo no tenga un buen desarrollo en el hospedante, por lo que la enfermedad
no se presenta de una manera muy severa.

En otro recorrido de campo en la misma zona de muestreo, se pudo observar la
muerte descendente, caracterizada por el cambio de coloracién del follaje y con la
presencia de cancros en las ramas, y lo mas importante es que se encontré el flujo de
resir.a de color muy blanca a lo largo de las ramas y del fuste a manera de hilos muy
delgados.

Pinus halepensis, Universidad Autbnoma Chapingo.

El sintoma principal observado, es la muerte descendente de los brotes, el dafio en
las hojas se inicia con una clorosis y con el tiempo se tornan café rojizas y se notan
muy secas, de consistencia papelosa, en los brotes se observan una gran cantidad de
grumos de resina, que provienen de pequefios cancros y se siguen observando a lo
largo de las ramas secundarias; en las ramas mas grandes se presentan cancros en
forma de rajaduras, con una pequefa abertura, pero sin lograr desprender la corteza,
en estas rajaduras la resina es de consistencia muy liquida y a lo largo de la rama se
observa la resinacion en forma de hilos y de manera muy abundante a todo lo largo
de las ramas grandes y del tallo principal, debido al color de la corteza esto se nota
muy contrastante y a que la resina es de un color muy blanco, se ha observado,
algunos arboles en el campus de la Universidad que ya murieron debido a la
enfermedad, tan severa se ha presentado la enfermedad que algunos arboles ya se
han extraido, asi mismo se han observado arboles con diferente cantidad de
individuos con el 100% de ramas muertas, pero al mismo tiempo algunos arboles que
no tienen dafo aparente. las muestras de esta especie se colectaron de varios
individuos del campus, se puede decir que son arboles de ornato.

Michoacan.
P. oocarpa.

Del rancho las cafias en Michoacan, se observa la yema apical con un flujo
abundante de resina y un cancro bastante prominente cubierto de resina, las yemas
laterales tomaron la dominancia al morirse la yema apical , en las yemas laterales se
observaron dafos aparentemente causados por Rhyacionia, notandose larvas en
algunas yemas y en la rama principal se observan puntos de resina que
aparsntemente es en donde se inicia la infeccion. el cambio de coloracion café rojizo,
con cristales de resina, con una franja mas oscura en la transicién sano enfermo.

En los puntos de resina se nota un cambio de coloraciéon enseguida de la corteza, de
esta parte se procedi6 a realizar el aislamiento de Fusarium, la muestra fue
sembrada el 10 de octubre de 1990



Los arboles er: donde se presentd la infeccidon tenian una altura aproximada de 8 m,
los sintomas de marchitamientos fueron observados a la distancia, con las hojas
caicas lateralmente se observé un manchén de unos 10 arboles con el mismo tipo de
dafo. las muestras se localizaron durante el trayecto Patzcuaro Santa Clara del
Cobre Ario de Rosales, se encontraron a los arboles de manera aislada, ya que en las
inmediaciones se encontraban terrenos dedicados a la agricultura, la vegetaciéon, por
lo tanto no se pudo definir, las altitudes en los lugares de colecta variaron de 1900
hasta 2200 m zerca de Santa Clara.

P. maximinoi

Se observaron apenas unos puntos de resina de aparente inicio de la infeccion, muy
poca resinacion y muy pocos dafos en las ramas, pero se observaron una gran
caniidad de arboles con este tipo de sintomatologia. La resinacion es superficial pero
de consistencia mas liquida y un tanto oscura, al retirar la epidermis se observé el
tipico cambio de coloracion en la madera. En los brotes se notan aparentemente el
inicio del ataque de Eucosma.

Pir:us montezumae.

Las muestras fueron colectadas en un bosque de pino muy perturbado, los arboles de
una altura de unos 25 m de altura, con un diametro de 60 cm. EIl Unico sintoma que
presentaron es el flujo de resina en forma de hilos y no muy abundante, los cancros,
sin embargo, muy pequenos, los de mayor tamafno de 5 cm de largo por 2 cm de
ancho y la corteza quebrada de manera incipiente, los danos se presentaron en tallos
y ramas grandes y no presentes en ramas pequenas, tampoco la muerte
descendente estuvo presente; al retirar la corteza se not6 resina cristalina y el cambio
de coloracién del tejido enfermo de un rojo intenso. Se presenté en el mismo trayecto
en que se colectaron las muestras de P. maximinoi. Que se localizaron en el trayecto
Pat.z.cuaro Huiramangaro Pichataro Nahuatzen, el tipo de vegetacion predominante es
de josque de Pinus y las altitudes a que se colectaron las muestras variaron de
2202, 2300, 2400 y 2500 respectivamente para las localidades citadas.

Pir.us michoacana.

Se presentaron cancros incipientes con poca produccion de resina, no se observaron
escurrimientos, se notan solamente abultamientos de resina encima de ios cancros,
los cuales son de tamario pequeno y la corteza tiene pocos quebramientos, sélo
estén presentes en las ramas y no en el tallo, en algunos individuos se presenté la
muerte descendente de ramas, pero con una baja incidencia, al retirar la corteza, el
cambio de coloracion en la madera es muy tenue y no se observé resina embebida.
Las muestras se localizaron en el camino al Paricutin; localizado en la carretera
Paracho Uruapan, adelante de Capacuaro, a pocos kilometros de San Lorenzo, la
vegetacion esta constituida por Pinus-Quercus, los sintomas se presentaron en
arboles de unos 8 m de altura, que son el resultado de una regeneracién natural y a
una altitud de 2200 m.



enc.entra adherida en el cancro. Las localidades donde se encontré el dafio causado
por el hongo son: Sultepec (Por el camino de Temascaltepec), Sultepequito,
Amatepec (en La Goleta) y Tlatlaya; asi como en el tramo de Tejupilco a Bejucos y
en la Sierra de Nanchititla, a altitudes que varian desde los 1500 m en Sultepequito,
hasia los 2200 en Nanchititla. El tipo de vegetacién en las zonas de colecta es
tipicamente de Pinus-Quercus, es importante sefialar que en la mayoria de estas
zonas se enccntraron gran cantidad de brotes de Dendroctonus frontalis, pero no
se encontré ringuna asociacion del ataque de insectos con la presencia de la
enfermedad

Pinus radiata Amecameca

Se observd en una zona muy localizada en el camino de Amecameca a Tiamacas, en
una plantacion con individuos de 10 m de altura aproximadamente; el sintoma
principal es la muerte descendente de las ramas, en estas el flujo de resina no es
nada importante, lo que destaca en esta especie es que fue una de los dos Unicas
espacies en las que se logré observar que los ESPORODOQUIOS tipicos de F.
subglutinans estan presentes, estos fueron identificados en el laboratorio mediante
técricas de diagnostico microscopico y revelaron la presencia de gran cantidad de
macroconidios en las estructuras, de la misma manera se realizaron aislamientos
utilizando para tal fin las mismas estructuras y se confirmé mediante las
caracteristicas de crecimiento de la colonia la presencia del hongo, no obstante lo
anterior, sélo este trabajo se hizo con esta especie, ya que las colonias aisladas para
real zar las pruebas de patogenicidad, considerando como contundente la presencia
de los esporodoquios como causante de la muerte descendente de los arboles. Como
ya se menciond, se trata de una plantacién y en terrenos aledarios se encuentran
parcelas agricolas, cabe destacar que también se encuentra muy cerca plantaciones
de arboles de Navidad de P. ayacahuite, pero en estas plantaciones no se noté la
presencia de la enfermedad. Los arboles de donde se tomaron las muestras se
encuentran a una altitud de 2200 m.

Pinus hartwegii. Tlamacas.

Los arboles observados presentaron cancros en las ramas, como Unico sintoma de
la enfermedac, no se observd cambios de coloracién en el follaje ni muerte de las
ramas, los cancros son al parecer anuales y la resina los cubre por completo, incluso
logra cubrir todo el rededor de las ramas de aproximadamente 2 cm de diametro. La
invasioén del hongo al parecer es muy vieja ya que la resina presenté una coloracion
muy oscura casi negra, el desprendimiento de la corteza en las ramas es ligero asi
como poco cambio de coloracion en la madera y no presentd resina embebida.
Cuando fuerori observados al inicio del reconocimiento, los sintomas al parecer no
corraspondian al cancro resinoso, sin embargo en las pruebas de laboratorio, se pudo
constatar la presencia de F. subglutinans en todas las cajas utilizadas para los
aislamientos. Al realizar el aislamiento del hongo en esta especie nos permite mayor
informacion acerca de su distribucion, ya que los arboles de donde se tomaron las
muestras se encuentra a una altitud de cerca de los 2800 m, esto da la posibilidad de



Pinus ayacahuite Plantacion de arboles de Navidad de Amecameca.

Se observa marchitamiento de las ramas , cambio de coloracién en el follaje y se nota
como la corteza estd quebrada hacia afuera debido a la presencia del cancro
presentando ademas resina en la zona que deja expuesta la corteza, las hojas de las
partes terminaies se ven caidas en forma de bandera y con coloracion café rojiza,
algunos de los cancros se ven cicatrizados. Esto probablemente se debe a que en la
plantacion se han realizado estrategias de control en base a aplicaciones de Benlate.
(com. pers., E. A. Patifio, 1991).

Pinus pseudostrobus Valle de Bravo.

Se hizo la colecta de material de ramas que presentan una proliferacién abundante
de hojas en la parte terminal de las ramas, estos sintomas dan la apariencia de ser
escobas de bruja. En la parte interna donde se encuentran las hojas deformadas se
nota un avance muy importante de necrosamiento en la parte interna de la rama y un
cambio de coloracion en donde se nota el avance de tejido sano y tejido enfermo, en
la parte donde termina el dafio es donde se puede observar mejor esta caracteristica.
En los aislamientos que se realizaron se observo una alta incidencia de hongos pero
ninguno de estos era de importancia fitopatégena y no se observo el crecimiento de
Fusarium. En algunas ramas se observan danos por insectos barrenadores asi como
en los amontonamientos de las hojas.

En . montezumae del camino al nevado de Toluca, se observan dafios similares a
las aparentes escobas de bruja, encontrados en P. pseudostrobus, y tampoco se
encontré asociaciéon con Fusarium en las pruebas realizadas en laboratorio.

Pinus pringlei. Esta especie muestra varios tipos de sintomas, dentro de los que
destacan los siguientes. Cambios de coloracion de los brotes a un color café rojizo,
perc sin doblamiento, ya que permanece completamente erecto, en esta especie se
observa un gran flujo de resina en los mismos brotes y las hojas pocas veces se
doblan en forma de abanderamiento, ya que también permanecen erectas y la resina
se encuentra en forma de grumos gruesos, adheridos a lo largo del brote, los cancros
debajo de la rasina son de tamario pequerfio y no llegan a tener ni 2 cm de longitud,
la corteza en esta parte esta abierta hacia afuera debido a | presiéon de la resina, sin
embargo, las dafios mas severos, se pueden observar en las ramas grandes Yy tallo
pequefios, donde la corteza es violentamente quebrada externamente, debido a la
gran exudacion de resina que el arbol produce y que fluye hacia el exterior, los
cancros se vuelven perennes y son alargados, cuando el dafio es muy severo los
cancros se juntan unos a otros y aparentemente se forma un cancro alargado que en
ocasiones midieron hasta 60 cm y el grosor de la resina en estos cancros llegé a
mecdir 6 cm y fuera de estos la corteza completamente abierta hacia afuera y
quebrada, el flujo de resina hacia abajo de los cancros no es abundante y lo mas
significativo es el aspecto que dan los cancros, los que incluso pueden ser observa-
dos a cierta distancia, el cambio de coloracion en la madera y la resina embebida
pueden notarse facilmente de manera superficial tan solo con quitar la resina que se



se inicia aparentemente en las heridas dejadas por los verticilos de las ramas que
fueron podadas en forma natural Las muestras se tomaron de la plantacion de la
seccion 2 de la UAF 2 de Atenquique, a una distancia de 15 km. de Cd. Guzman en
una plantacion de la seccion 2 de la UAF Atenquique a una altitud de 2220 m, las
muestras de esporodoquios se colectaron a una altitud de 2000 m a 10 km. de la
misma ciudad.

Estzado de México.
Pinus pseudostrobus Amecameca.

Se realizo la colecta en las zonas aledanas a la plantacion de arboles de Navidad de
Amecameca, las muestras se tomaron de la parte mas alta del arbol ya que se habia
derribado por presentar ataques de Dendroctonus mexicanus, las muestras
presentaban las siguientes caracteristicas: Flujo de resina en el brote principal, los
brotes eran de un tamarno de 25 cm aproximadamente a partir del internodo y abajo
de este se presentan cancros con bastante exudado de resina y se aprecian gotas de
resina hacia abajo hasta unos 30 cm , las hojas todavia no se secan y el brote aln
permanece verde. Se puede notar que el dafo es reciente ya que el cancro es muy
pequeno, al abrirlo se nota el cambio de coloraciéon de la parte suculenta de la rama,
se o.serva de un color café oscuro, el cambio de coloracién se nota hasta la medula
de lzi rama que tiene un diametro aproximado de 3 cm, se notan a lo largo de la rama
unos. puntos cue aparentemente son heridas de la rama pero no se identifica
plenamente que fue lo que las propicid, algunos de estos puntos son de 5 cm de
largo pero inician aparentemente como puntos aunque son muy superficiales y se
distinguen por tener un color café . Algunos exudados de resina se observan en la
parte terminal del brote, casi en la yema y se empiezan a observar el cambio de
coloracion en las hojas a café rojizo, el tejido vegetal adentro del cancro se nota muy
necrosado, en la parte de las ramas se notan dafios poco significativos de
Pityophthorus.

Pinus leiophyila Amecameca.

Se nota un cambio de coloracién en la yemas apicales , se notan grumos de resina
pero no en un cancro bien definido, al hacer los cortes se observa el tejido muy
suctlento y el cambio de coloracion caracteristica, la resina tiene una consistencia
muy fresca y no se notan evidencia de dafos por insectos. Sobre las ramas grandes
se notan flujos de resina pero son muy incipientes y con ligeras depresiones
aparentemente el inicio de cancros, los cambios de coloracion son muy leves. En
algunas ramas se notan los cancros de manera mas evidentes con flujos de resina de
hasta 30 cm a lo largo de la rama. Se notan algunas pequeras galerias de insectos
pero el dafo no parece ser considerable y al parecer un barrenador no llego a
establecerse en la yema. Hay algunas ramas donde se observan coloraciones
bastante negras, se presentan galerias de tamarfo considerable al parecer de
Dyorictria, en 2sta parte los cancros son muy superficiales y no se notan los cambios
de coloracion



hasta los 2750 m. fue la especie presente en la mayoria de estos bosques y no se
encontré la sintomatologia de la enfermedad; pero se observd la sintomatologia en la
region de Cd. Altamirano (com. pers. Sanidad Forestal del Estado), que
geograficamente se encuentra muy cerca de la parte Sur del Estado de México,
especificamente de Nanchititla, donde si esta presente la enfermedad.

Hidaigo.
Pinus rudis.

Las rnuestras colectadas en el Parque nacional de El Chico, mostraron unicamente
pequ2ios cancros en las ramas laterales, no se observaron cambios de coloracién en
el follaje, ni marchitamientos; en la madera del interior del cancro se presenté cambio
de coloracién caracteristico, esto fue lo que propici6 que las muestras fueran
procesadas en el laboratorio, el flujo de resina es muy poco y sélo parecen como
pequefas costras. La apariencia general del arbolado es ano en relacién a esta
enfermedad y se considera que tiene una muy baja incidencia en este zona, es
probable que con otros recorridos por la zona se podra conocer la magnitud y
distribucion de ia enfermedad, por lo que se considera que no es problema en la
localidad; las muestra fueron colectadas en Bosque de Pinus a una altitud entre los
2700 y 2800 m.

Jalis::o.
P. leiophylla

Estas muestras tueron colectadas en Jalisco, de arboles de un diametro de 70 cm,
con la ayuda cel hacha se tomaron muestras de cancros con dimensiones que
llegaban a los $J cm de longitud a lo largo del fuste con el ayuda del hacha se quito
parte de la corteza hasta llegar a la madera en donde se noto un cambio de
coloracion que fue de un rojo bastante intenso, las muestras tenian como
caracteristica la presencia de resina embebida, enseguida de la parte enferma se
observaba una parte sana de la madera que fue la parte que se utilizé para realizar el
aislamiento, en donde se observé el crecimiento tipico de F. subglutinans. Las
muestras se tornaron de arboles derribados por aprovechamientos, en la sierra de
Tapaipa a una altitud de 2350 m.

P. clouglasiana

Las riuestras s= obtuvieron cortando dos arboles de unos 8 m de altura con un
diametro de 15 cm, los cuales mostraron los cancros a lo largo del fuste, se observé
marchitamiento en ramas de donde también se tomaron muestras que tienen la
sintomatologia tipica de la enfermedad los cuales consistieron en marchitamientos
de ramas, con pequenos flujos de resina en ellos, las hojas secas y caidas pero
adheridas a la rama y con resina, en el tallo el cancro profuso con una gran cantidad
de resina, en el fuste pero en regiones muy localizadas, el avance de la enfermedad



rojiza que se inicia en las puntas, la exudacion de resina no se presenté de manera
tipica, es decir, no se observé un flujo descendente sino que parecian especies de
grumos gruescs y anchos y no se confunden con el ataque de descortezadores, al
quitar los grumos se observaron pequerfios cancros y mas abajo de éstos se notaron
los cambios de coloracién de la madera, en otros arboles se observé mayor flujo de
resira pero no de manera abundante.

En el Ejido San Nicolas y Bajio del Pinto. En el camino a Altares en arboles de
aproximadamente 5 m de altura. se observaron lesiones ocasionadas por el cancro
resiroso, estas son las tipicas de la enfermedad causadas por F. subglutinans en
esta especie, el dafio mas importante se presenté en ramas y en los brotes, donde el
flujo de resina esta presente pero no es muy abundante, pero si bastante evidente, la
resina se encuentra cubierta por una capa gruesa de polvo, probablemente debido a
que astan a la orilla de la carretera que es de terraceria, en la parte terminal se nota
la muerte de las yemas, algunas completamente secas y en los brotes se ve el flujo
de resina y se puede observar el cancro bien desarrollado, la corteza de las ramas
esta completamente desprendida hacia afuera, en las lesiones mas viejas, se nota el
cambio de colcracion en la madera de las ramas. En el paraje denominado Puente
Sals'puedes, donde hubo regeneracion natural, se observaron algunos brotes en
forma de ganchos parecidos a los producidos por Eucosma sonomana; sin
embargo, al rzalizar disecciones, no se encontr6 ningun tipo de barrenacion
ocas.onada por insectos, en cambio se notd el signo de resina embebida.

Pinus discolor

Localizado a 14 km. de Tepehuanes, se observaron arboles con la sintomatologia de
la enfermedad desde los 2100 hasta los 2200 m de altitud, las colectas se hicieron en
arboles de 2 m de altura. El bosque fue mixto, formado por Pinus Quercus vy
Juniperus, en ierreno pedregoso. Los cancros observados son profusos, algunos con
exudacion de resina y muy viejos, ya que la resina present6 una coloracion negra, la
mayoria de los cancros se presentd en ramas de hasta 3 cm de diametro.

P. leiophylla

En algunos arboles aislados de ésta especie en Santiago Papasquiaro se observaron
flujos de resina en arboles de aproximadamente 12 m de altura, no fue posible
colectar muestras pero las evidencias del dafo en el arbolado dan como indicio de
que se trata del cancro resinoso.

Gueirero.

Pinus pringlei

En este Estado se realizaron recorridos el trayecto de la carretera Ixtapan de la Sal a
Taxco, Via Grutas de Cacahuamilpa y en los alrededores de la ciudad de Taxco, en
varios parajes con tipo de vegetacion de Pinus-Quercus y con algunas otras asocia-
ciones, las «''it:des en donde se realizaron los recorridos fueron desde los 2200 m



Mor=los.
Pinus pseudostrobus.

Se presentd la misma sintomatologia de las muestras de esta misma especie en el
Distrito Federai, ya que geograficamente se encontraron muy cercanas estos dos
tipos de muestras en aproximadamente una separacién de un km. sobre la autopista
ya citada, pero a una altitud de 2870 m.

Pinus hartwegii.

Se presentaron ramas con marchitamientos en los brotes terminales, el follaje
presenté un cambio de coloracion café rojizo en varios puntos de las ramas , se
observaron pequefas costras de resina que cubrian a cancros de tamafio muy
pequeno, los mas grandes de 3 cm y con pequefas rajaduras en la corteza, al
desprenderla se notaron los cambios de coloracion; los arboles muestreados que
presentaron la sintomatologia se encuentran muy dispersos en lugares donde existié
una vegetacion de Pinus a una altitud de 2900 m.

Nuevo Ledn

Pinus arizonica.

A lo lejos se noté un cambio de coloracion muy importante en la parte terminal de las
ramas, las hojas presentaban una coloracion café rojiza y caidas en forma de
bandera, al hacer una examinacion exhaustiva se pudo notar resina en forma de
abultamientos en ramas de 2 a 3 cm de diametro, al retirar la resina se observaron los
cancros desde 5 a 10 cm de largo y unos 3 cm de ancho y algunos se observo su
avance alrededor de la rama para producir aparentemente estrangulamientos, la
corteza se obs=rvé quebrada hacia afuera pero no de manera violenta, la resina
pegada a la madera es muy cristalina y al retirarla se nota facilmente el cambio de
coloracion y la “esina embebida. La muestras fueron colectadas en el trayecto de la
carre era Linares San Roberto y la desviacion hacia Galeana, en arboles muy espar-
cidos en donde: seguramente estaba constituido con vegetaciéon de Pinus, a una
altitud de 1600 m.

Pinu:s cembroides.

Se colectaron muestras de ramas infectadas, corteza y Xilema, en esta ultima no se
observ6 el cambio de coloracién tipico. A lo largo del fuste se observé una gran
canticlad de flujo de resina, pero aparentemente no provenian de ningin cancro de
manera aparente, en las ramas también se encontraron flujos de resina, pero al
parecer no se presentan cancros bien desarrollados. al desprender la corteza tanto de
ramas como del fuste no se notaba ningun cambio de coloraciéon en la madera,
aunque en las ramas si se notaba una coloracibn mas oscura en la parte interna.
Debido a que en las muestra colectadas los cambios de coloraciéon no eran evidentes,
cuando se hicieron los aislamientos, se utiliz6 mayor cantidad de corteza como



material para s‘'embra a diferencia de otros aislamientos donde se usé la parte mas
interna de xilema. A 5 km. de Santa Clara, sobre la carretera Galeana-Dr. Arroyo,
Municipio de Galeana, a una altitud de 1900 m.

Puebla
Pinus montezumae San Juan Tetla.

Se natan cancros recubiertos con resina en las ramas de los arboles, al remover la
corteza se nota el cambio de coloracion a una profundidad considerable llegando
casi 2 la medula de la rama que tiene un diametro de unos 3 cm, y avanzando hacia
la perte de arriva y abajo del cancro, la consistencia de la resina presente en los
cancros es muy blanca y blanda, algunas de las lesiones importantes se observa en
las ramas secas que han caido al suelo y en las pruebas de laboratorio se logro aislar
a F. subglutinans, las muestras se colectaron a la entrada del Campo Experimental
San Juan Tetla, a una altitud de 2500 m y en tipo de vegetacion de Pinus.

Pinus oaxacana.

Los arboles muestreados se encuentran en sitios muy pobres, hay una gran cantidad
de minas de grava en los alrededores, sin embargo, los sintomas no se aprecian a
distaicia, se observd de manera muy dispersa ramas con coloracion café rojiza, pero
sélo ina o dos amas por arbol, al colectarlos se observan costras de resina pegadas
a las ramas y no se hacen abultamientos, no hay flujos de resina, al retirar, se
obse v una cancro en forma de ojal alargado de hasta 3 cm, al retirar la corteza y la
resina se notd un cambio de coloracion muy tenue pero si hay resina embebida. Las
muestras fueror: colectadas a unos 35 km. de Zacatepec rumbo a Perote, el tipo de
vege :acion es d= bosque de Pinus.

Tamaulipas
Pinus estevezi..

Las muestras ce este especie fueron colectadas en el cerro del diente, cerca de la
localidad e San Carlos, las muestras presentaban un flujo de resina que fue el primer
sintoma que se observo, se presentaron cancros a lo largo de las ramas con una
abundante produccién de resina en los mismos lugares de los cancros, la corteza de
las ramas estaba quebrada hacia afuera, dejando expuesto el cancro y la madera con
camtbio de coloracion, presentando resina embebida.



Tlaxcala.
Pinus rudis.

Los sintomas no son aparentes y no fueron observados a distancia, aun cerca de los
arboles no tienen ningun sintoma aparente, en un principio se pensd que no tenian
dafo, en cambio los dafios por la roya Cronartium conigenum, fueron observados
muy facilmente, al revisar ramas que se colectaron para obtener royas , se pudieron
observar grumos de resina de tamafo pequefio, que al mismo tiempo provenian de
cancros sumamente pequefios, que incluso es dificil definirlos como tales, al retirar la
resina, se observo el cambio de coloracién en la madera y de consistencia humeda.
Los arboles fueron localizados en el trayecto de la carretera Apizaco Huamantla en la
desviacion hacia Terrenate, se encontraban muy dispersos y en lugares donde hay
poca vegetacion arbérea y con una gran cantidad de especies arbustivas, a una
altitud de 2300 m, en los lugares mas altos.

Veracruz

Para P. pseudostrobus y P. oaxacana, son los mismos sintomas reportados para
estas especies en el Estado de Puebla.

Pinus montezuinae.

Dafios poco si¢nificativos, en unas cuantas ramas que presentaron cambio de
coloracién en el follaje, se observaron pocos cancros en la ramas y cubiertos con
poca iesina al quitarla se nota claramente le cambio de coloracién en la madera como
el sintoma de mayor importancia, no hay flujo de resina en ramas y ni en el fuste, la
enferrnedad tiene una muy baja incidencia y no se considera importante en esta zona
estando presente en arboles aislados. El lugar de colecta es und vegetacion de Pinus
localizados en la colonia 20 de Noviembre en el municipio de Perote.

En otros recorridos por las faldas del cofre de Perote en plantaciones de Pinus
patula no se encontré la sintomatologia de la enfermedad, asi como en otras tres
localidades con la presencia de P. montezumae, P. pseudostrobus, P. rudis.

La latitud a la que mas al norte se hizo colecta de muestras fue aproximadamente a
los 24° 45' en la zona de Nuevo Ledn y a los 25° 30' en el area de Tepehuanes en
Durango. Hacia el sur en la regién de Amatepec en La Goleta en el Estado de México
alos "8° 35"



