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RESUMEN GENERAL

Fundamentos en el manejo del tizon foliar Lophodermium sp. en bosques
de pino de la Sierra Norte de Puebla

El presente estudio se enfocé en el hongo patdogeno Lophodermium, que es uno
de los agentes que incide en la declinacion forestal en la Sierra Norte y
Nororiental de Puebla. Los objetivos fueron identificar a nivel de especie el
patdogeno Lophodermium, mediante caracterizacibn morfolégica y molecular, y
determinar la fluctuacion de la poblacion de ascosporas de Lophodermium, en
Pinus oaxacana que es la especie mas susceptible. La toma de datos se realizé
en el bosque de pino del municipio de Zautla, Puebla, donde se tomaron tres
sitios de muestreo, cada sitio de muestreo consté de una superficie de 1000 m?2.
Los resultados que se obtuvieron en la caracterizacion morfolégica y molecular
mostraron que la especie que esta en la zona de estudio es Lophodermium
indianum, ya que de acuerdo con el Genbank hubo una similitud del 98.9%,
aunqgue en la parte morfolégica difieren en la longitud de las ascas. Con respecto
a la fluctuacion de ascosporas se determiné que la precipitacion y la temperatura
tienen correlacion en el periodo de liberacion de ascosporas, ya que, al haber
una precipitacion constante y una temperatura adecuada, hace que las

ascosporas se liberen.

Palabras clave: Lophodermium indianum, Pinus oaxacana, Zautla,

caracterizacion molecular.

! Tesis de Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales. Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Edgar Espinosa Guerrero.
Director: Dr. David Cibrian Tovar.



GENERAL ABSTRACT

Fundamentals in the management of leaf blight Lophodermium sp. in pine

forests of the Sierra Norte de Puebla

The present study focused on the pathogenic fungus Lophodermium, which is one
of the agents that affects the forest decline in the Sierra Norte and Northeast of
Puebla. The objectives were to identify at the species level the pathogen
Lophodermium, by morphological and molecular characterization, and to
determine the fluctuation of the ascospore population of Lophodermium, in Pinus
oaxacana, which is the most susceptible species. The data collection was made
in the pine forest of the municipality of Zautla, Puebla, where three sampling sites
were taken, each sampling site consisted of an area of 1000 m?.

The results that were obtained in the morphological and molecular
characterization showed that the species that is in the study area is
Lophodermium indianum, since according to the Genbank there was a similarity
of 98.9%, although in the morphological part they differ in the length of the ascas.
With respect to ascospore fluctuation, it was determined that precipitation and
temperature correlate in the ascospore release period, since, having a constant
precipitation and an adequate temperature, causes the ascospores to be
released.

Key words: Lophodermium indianum, Pinus oaxacana, Zautla, molecular

characterization.

2 Thesis of Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales. Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Edgar Espinosa Guerrero.
Advisor: Dr. David Cibrian Tovar.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

Se requieren esfuerzos considerables de investigacion para desenredar con
precision el papel y cuantificar el impacto de todos los factores que contribuyen
al deterioro de los bosques. Existen pocas dudas de que la gran mayoria de las
pérdidas de madera son causadas por enfermedades, situandose muy por
delante de los insectos, incendios y condiciones climaticas adversas (Tainter y
Baker, 1996).

Uno tiene que preguntarse si la subestimacion del papel desempefiado por las
enfermedades forestales puede ser el resultado de la incapacidad humana para
reconocer visualmente los agentes microscOpicos que causan estas
enfermedades, en oposicién a la capacidad de ver insectos y de presenciar

eventos destructivos como incendios forestales o huracanes.

Las enfermedades forestales constituyen uno de los cuatro factores principales
que determinan la dindmica de los ecosistemas forestales junto con las plagas,

el fuego y las condiciones climéticas (Pildain y Errasti, 2011).

Gonthier (2013) menciona que las enfermedades de los arboles forestales son
responsables no solo de la muerte de los arboles, sino también de las
reducciones en el crecimiento y las anomalias del crecimiento, y pueden ser
causadas por agentes abidticos o por agentes infecciosos bidticos. Dentro de los
factores bidticos, la gran mayoria de las enfermedades en los arboles son
causadas por virus, fitoplasmas, bacterias, hongos, plantas parasitas y
nematodos.

De los diversos microorganismos fitopatdgenos que atacan a las plantas, los
hongos son los principales causantes de enfermedades forestales, ya que,
pueden atacar diferentes partes de la planta y afectan su funcionamiento en
varias formas. Se sabe que mas de 8000 especies de hongos pueden causar
enfermedades en las plantas. Todas las plantas superiores pueden ser infectadas

y dafiadas por mas de una especie de hongo fitopatdégeno, y una especie de



hongo fitopatdogeno puede atacar a mas de una especie de planta (National
Academy of Sciences 1980, Agrios 1988).

El ataque de los diversos agentes nocivos puede dividirse de acuerdo a la parte
del arbol que infestan. No solo los insectos se encuentran dafiando el desarrollo
de los arboles, sino que a estos se les agrega un gran numero de enfermedades

causadas por hongos (Cibrian, Méndez, Campos, Yates y Flores,1995).

En el caso de los hongos que causan enfermedades en el follaje de los arboles
son diversos, destacan por las distintas enfermedades que ocasionan; varios de
ellos son parasitos primarios y otros son oportunistas o secundarios. Los efectos
negativos que ocasionan a los arboles son la muerte del follaje, la pérdida de
vigor y, por consecuencia, los predisponen al ataque por otros agentes de tipo

biético o abiotico (Cibrian, Alvarado y Garcia, 2007).

El presente estudio describe a la enfermedad ocasionada por el hongo
fitopatogeno Lophodermium que pertenece al orden Rhytismatales; son los
causantes de los tizones foliares en aciculas de pino, ademas, producen
necrosamiento, anillado y rotura de las aciculas. Dentro de este grupo algunos
se comportan como sapréfitos o enddfitos, sin embargo, otros son considerados
importantes patégenos, como en el caso de la Sierra Norte y Nororiental de
Puebla, que es uno de los agentes causales de la declinacién forestal.

El objeto de estudio es determinar mediante caracterizacion morfologica y
molecular que especie del género Lophodermium esta presente en el area de
estudio. La imprescindible y correcta identificacion del mismo, permitira
diferenciarlo inequivocamente de otras especies, para que posteriormente se
pueda intervenir de forma eficiente. También, reconocer el periodo de fluctuacién
de ascosporas gue servira de base en estudios posteriores y con ello se puedan

establecer métodos que posibiliten su control de forma efectiva.



1.1 Objetivo general

- Establecer los fundamentos del tizon foliar Lophodermium sp. mediante

caracterizacion morfolégica y molecular para el manejo de la declinacion forestal.

1.2 Objetivos especificos

- Caracterizar la sintomatologia de Lophodermium en aciculas de Pinus

oaxacana Mirov.

- Determinar la identidad del patégeno a nivel de especie mediante

caracterizacion morfolégica y molecular.

- Reconocer el periodo de liberacion de ascosporas del tizén en el follaje.

CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Estudios de Lophodermium a nivel mundial

Polmanis, Gaitnieks, Belevi¢a, Rungis y Baumane (2017) en Letonia, analizaron
la ocurrencia de Lophodermium Chevall., en Pinus sylvestris L., con las
condiciones meteorologicas, donde obtuvieron que la precipitacion y la
temperatura se correlacionan para que haya una mayor incidencia de

Lophodermium.

Ahanger, Dar, Beig y Sofi (2016) evaluaron diversos fungicidas en plantulas de
pino azul (Pinus wallichiana A.B. Jacks.) en Cachemira, India, para atacar a
Lophodermium pinastri (Schrad.) Chevall., que es una de las enfermedades que
mas se presenta tanto en viveros como en plantaciones, donde resultd
significativo que las plantulas tratadas con mancozeb y clorotalonil mostraron una

menor incidencia e intensidad en la enfermedad.



Li, Taylor y Hou (2016), a través de caracterizacion molecular en China,
describieron a Lophodermium pini-taiwanensis Z.J. Li & C.L. Hou, como una
nueva especie, y se encuentra asociada con Lophodermium conigenum

(Brunaud) Hilitzer.

Pusz, Weber, Dancewicz y Kita (2016), determinaron mediante un modelo
estadistico el efecto de las condiciones climéaticas sobre la incidencia del tizon
amarillo Lophodermium en Polonia, a partir de esto, se obtuvo que las
condiciones atmosféricas como: temperatura, precipitacion, humedad relativa,
radiacion y velocidad media del viento, arrojaron que en junio y julio tenian el

mayor impacto en la variabilidad de la infestacion.

Koukol, Pusz y Minter (2015) en un estudio realizado en las montafias de los
gigantes en Polonia, mencionan a Lophodermium concorticum Koukol & Pusz.,
como una nueva especie de Lophodermium que fue encontrada en Pinus mugo
Turra. Para poder determinarlo a nivel de especie se hizo caracterizacion
morfolégica y molecular, morfolégicamente se asemejo a Lophodermium pinastri

aunque diferia en la longitud de conidiomas, ascomata y asci.

Kuzmina, Senashova y Kuzmin (2015), analizan la distribucion de Lophodermium
en Rusia, donde observaron que la distribucion mas extensa del patégeno fue de
2003-2007 y que la temperatura, precipitaciéon y humedad relativa son factores
que incidieron en la maduracion, propagacion y diseminacion de esporas del

patdégeno.

Prihatini, Glen, Wardlaw, Ratkowsky y Mohammed (2015) mencionan que en
Tasmania, Nueva Zelanda, en plantaciones de Pinus radiata D. Don, que en
arboles de 5 afios de edad, estaba presente Lophodermium pinastri, ademas, se
determind que el desarrollo de las comunidades fungicas en aciculas de pino,
dependen de la temperatura y la precipitacion asi como de la edad de las

aciculas.



Reignoux, Green y Ennos (2014) hicieron la comparacion para determinar si eran
las mismas especies de Lophodermium en Escocia, tanto en las aciculas de pino
que estaban en las ramas como las que estaban en el suelo; y través de
caracterizacion molecular determino que Lophodermium seditiosum Minter,
Staley y Millar., Lophodermium conigenum se encontraban en aciculas que
estaban en las ramas, y Lophodermium pinastri se encontraba en aciculas que

estaban en el suelo.

Gao, Lin, Huang y Hou (2013) en Catay, China mencionan a Lophodermium
cathayae Y.R. Lin, H.Y. Huang & C.L. Hou, como una nueva especie que ataca
a Cathaya argyrophylla Chun & Kuang (abeto plateado), esta nueva especie

reportada fue identificada a través de caracterizacion morfolégica y molecular.

Guillman (2011) menciona que Lophodermium seditiosum es un patdgeno
agresivo, en dos, tres y algunos pinos de cincos aciculas en ciertas situaciones
en crecimiento, mientras que otras especies de Lophodermium son patdégenos
débiles o saprofitos sobre otras coniferas, y comunmente ataca a especies de
Pinus nigra J.F. Arnold, Pinus resinosa Aiton y Pinus sylvestris, y puede matar a

los arboles jovenes dentro de un afio.

Terhonen, et al. (2011) analizaron la diversidad de hongos en tres zonas
geograficas (norte, centro y sur) en Finlandia, los sitios de estudio fueron elegidos
en la misma latitud, habiendo una variacion en la temperatura en promedio en el
norte era de -11°c, en el centro -8°c y en el sur -3°c, a través de esto se determind
gue la mayoria pertenecian a los Ascomycota y de estos hongos Lophodermium
pinastri fue el mas abundante. En base a los resultados se obtuvo que cuando
aumenta la latitud; la abundancia y la diversidad de hongos disminuyen en las

aciculas de pino silvestre.

Osono y Hirose (2011) demostraron que Lophodermium pinastri en Japon, es un

colonizador dominante de aciculas muertas en etapas tempranas y tiene la



capacidad de descomponer la lignina en las aciculas muertas, ademas, puede

colonizar aciculas sanas de manera latente como enddfito.

Lila et al. (2010) mencionan que en Finlandia, una de las principales
enfermedades que ataca a Picea abies (L.) H. Karst. (picea noruega), Pinus
silvestris (pino silvestre) y Betula pendula Roth (abedul plateado) en los viveros
forestales es Lophodermium seditiosum, y se presenta con puntos amarillos a
marrones en las aciculas donde llega a provocar necrosis, por lo que

recomiendan controlarlo con fungicidas.

Luo, Lin, Shiy Hou (2010) describieron dos nuevas especies de Lophodermium
en aciculas en China; Lophodermium dilutum C.L. Hou, & Y.R. Lin., en Pinus
armandii Franch. y Lophodermium tsugae J.T. Luo, C.L. Hou & Y.R. Lin., en
Tsuga dumosa (D. Don) Eichler, ademas, mencionan un nuevo registro de seis
especies en Yunnan, las especies encontradas fueron: L. autumnale Darker, L.
confluens Y.R. Lin, C.L. Hou & W.F. Zheng., L. himalayense P. F. Cannon &
Minter, L. kumaunicum Minter & M.P. Sharma, L. laricinum Duby., y L. nitens

Darker.

Simpson y Grgurinovic (2004) mencionan el primer registro de Lophodermium
conigenum en Australia, ya que su distribucion natural es en Europa, Asia y

Norteameérica.

Sokolski, Piché y Berubé (2004), a través de caracterizacion molecular con
muestras de herbario y campo determinan a Lophodermium macci Sokolski &
Bérubé., como una nueva especie en Canada; su morfologia, habitat y ecologia
es similar a L. pini-excelsae Ahmad, L. staleyi Minter., y L. nitens. Errbneamente
se habia identificado como L. pinastri en Pinus strobus L., en muestras de

herbarios.



Sakuyama (1997) menciona que Lophodermium iwatense Sakuyama, en Japon
mostro una fuerte patogenicidad de 1972-1974, ya que afecté de 6 a 7 millones
de plantulas de 2 afios de edad y el método que utilizaron para su control fue
pulverizar Maneb, cuatro veces a intervalos de 2 semanas desde finales de julio

a principios de septiembre.

Minter (1981) en su libro Lophodermium on pines, describe a 60 especies de
Lophodermium en pinos, donde incluye a sus anamorfos y una clave dicotdbmica

para su identificacion.

Morgan y Hulton (1977) menciona que en Canada las ascosporas de
Lophodermium nitens se desarrollan en la primavera en las aciculas de Pinus

strobus.

2.1.1 Estudios de Lophodermium en México

Pérez, Romero, Gonzalez, Pérez y Arriola (2016), mencionan que en los bosques
de coniferas en los estados de Puebla, Tlaxcala e Hidalgo se registraron
problemas principalmente por ataques de Lophodermium sp. y el insecto
chupador de savia Ocoaxo sp., donde se detecté que alrededor de 3000
hectareas de bosque de pino presentan una sintomatologia de secamiento de
follaje, ademas, se describe que la temperatura, precipitacion,
evapotranspiracion y humedad relativa son factores que estan relacionados con

el desarrollo y crecimiento de Lophodermium.

Salas (2013) establece que Lophodermium nitens es la especie mas abundante
en los pinos del subgénero Strobus, cuyos principales representantes en las
zonas templadas de México son Pinus strobiformis Engelm., y P. ayacahuite
Ehrenb. Ex Schitdl.,, en este estudio se utilizaron dos marcadores genéticos
(fragmentos de los genes de la actina y quitina-sintetasa |) para evidenciar los

patrones de estructura genética y recombinacion de L. nitens en México. Los



resultados muestran que hay mucha variacion genética en las poblaciones, con

muchos alelos raros y polimorfismo compartido.

Cibrian et al. (2007) refieren que Lophodermium es el agente causal de la caida
de aciculas de pino. Es un hongo que permanece durante todo su ciclo de vida

en el arbol, y ataca individuos poco desarrollados y débiles (Gonzéalez, 2004).

Ortiz et al. (2003), realizaron un andlisis filogenético a través de espaciadores
internos transcritos (ITS) y mencionan a cuatro especies de Lophodermium que
no habian sido descritas para pinos mexicanos, las especies encontradas fueron:
Lophodermium australe Dearn., en Pinus pseudostrobus Lindl., Lophodermium
baculiferum Mayr., en Pinus montezumae Lamb., Lophodermium indianum Suj.
Singh & Minter., en Pinus greggi Engelm. Ex Parl., y Pinus hartwegii Lindl.,

Lophodermium nitens en Pinus ayacahuite.

Velasco et al. (2003), reportan a través del diagndstico sanitario de los bosques
del Distrito Federal, México que Lophodermium sp. es la enfermedad que mas

afecta a Pinus hartwegii.

French (1988) describe que Lophodermium ocasiona un grave problema en
plantas de semilla (plantas de vivero) y en menor grado en arboles adultos y
renuevos (regeneracion natural). Los cuerpos fructiferos son brillantes, negros,
elipticos, maduran en las aciculas muertas, caidas y ocasionalmente en las
aciculas fijas parcialmente verdes, estos cuerpos fructiferos pueden estar

aislados o en grupos.

2.2 Lophodermium sp.

Lophodermium es un género grande y complejo de la familia Rhytismataceae,
incluye mas de 250 especies de hongos que habitan en las hojas (Johnston,
2001). Esto ha sido estudiado intensivamente en herbaceas (Johnston, 2001) y
en aciculas de pino (Minter, 1981; Cannon y Minter, 1986). Minter (1981), Minter

y Millar (1980) reportan que en los pinos solo unas pocas son patdgenas o



patogenas-oportunistas. En la mayoria de las especies de Lophodermium de
pino, estos hongos colonizan aciculas sanas, donde residen como endéfitos

dentro del tejido huésped asintomético

Macroscopicamente se reconocen por sus cuerpos fructiferos (histerotecios) en
forma de baloncitos de futbol americano y color negro. Microscépicamente su

caracter distintivo son las ascosporas alargadas, fusiformes o claviformes.

A pesar de lo caracteristico que es morfologicamente el género Lophodermium,
es dificil la separacion de cada especie en particular. A veces se hace necesario
hacerlos crecer en cultivos artificiales o preparar cortes microtémicos de los

cuerpos fructiferos para su correcta identificacion.

2.2.1 Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Subclase: Leotiomycetidea
Orden: Rhytismatales
Familia: Rhytismataceae
Género: Lophodermium

2.2.2 Ciclo bioldgico

En cuanto a su biologia reproductiva, los miembros de este género son capaces
de propagarse tanto sexual como asexualmente (el nombre del anamorfo
asociado es Leptostroma), aunque se piensa que los conidios en realidad solo
tienen funcion de gametos masculinos (0 espermacios) y son incapaces de
causar una infeccion por si mismos (Osorio y Stephan, 1991). Asimismo, la

produccion de ascosporas y conidios a lo largo del afio es variable y ha sido



ligada a los habitos de la especie, por ejemplo si es parasita-oportunista, parasita
o comensal (Minter y Millar, 1980; Minter, Staley y Millar, 1978).

Cibrian et al. (2007), anotan que el hongo patégeno Lophodermium infecta las
aciculas a fines del verano u otofio y pasa el invierno en las aciculas del afio
actual. En la siguiente primavera, el hongo reinicia su crecimiento en las aciculas
infectadas y al final de la estacion, causa la muerte de los tejidos en la hoja. A
principios del verano, se forman los histerotecios y, de fines del verano hasta
mediados del otofio, absorben humedad, maduran y descargan sus ascosporas,
las cuales son diseminadas por el viento y la lluvia. Después de ocurrir la
infeccién, el patdgeno permanece como micelio vegetativo en los tejidos de la
hoja durante el invierno. La parte inferior de la copa es la mas afectada, pero el
arbol entero puede ser uniformemente afectado. La presencia de la lluvia
proporciona humedad suficiente para la apertura de los histerotecios; sin
embargo, esto también ocurre; aunque, en menor cantidad, cuando las
condiciones son secas. En periodos favorables al patdégeno, la mayor parte del
follaje del afio anterior se cae en el otofio, y solo permanecen las hojas del afio

actual.

2.2.3 Distribucioén

Las especies del género Lophodermium (Rhytismatales, Leotyomicetes) son
colonizadoras cosmopolitas y frecuentes en aciculas de pino. La distribucién
geografica varia, aunque hay excepciones, las especies individuales tienden a
aparecer solo en los pinos Haploxylon (5 aciculas) o Diploxylon (2 a 3 aciculas),
no en ambos (Koukol et al. 2015).

Pérez et al. (2016), mencionan que en México la distribucion de Lophodermium
se encuentra en los bosques de coniferas de los estados de Puebla, Tlaxcala e

Hidalgo.

Cibrian et al. (2007), anotan que se distribuye en los estados de Hidalgo, Estado
de México y Ciudad de Meéxico; ademas, de que el género es de amplia

distribucion en otras partes del mundo, pero siempre en especies de pino.
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2.2.4 Ecologia

Practicamente no se ha publicado nada sobre la ecologia de las especies de
Lophodermium en aciculas o conos primarios, por lo tanto, todos los estudios
ecologicos que se han hecho se refieren a aciculas secundarias. Minter (1981)
hizo una clasificacion donde menciona que Lophodermium en las aciculas
secundarias se encuentra en aciculas senescentes, en ramas del arbol que han
sufrido un dafio y a menudo resulta en la muerte de las aciculas, en aciculas
sanas que son retiradas prematuramente de la rama y caen de color verde al
suelo donde mueren y se vuelven marrones y en aciculas menores a un afo

donde el dafo es grave.

En otros estudios que se enfocan en como se relaciona Lophodermium con las

condiciones ambientales se expone lo siguiente:

Cuadro 1. Factores que inciden el desarrollo y crecimiento de Lophodermium.

ESTUDIO TEMPERATURA | PRECIPITACION HUMEDAD

RELATIVA (%)

Ocurrencia de Lophodermium spp.
en pinos jovenes de Letonia.t
Distribucién potencial de
Lophodermium spp. en bosques de
coniferas, con escenarios de cambio
climético.?

Distribucibn de los  agentes
causantes de Lophodermium en

14.6-16 °C 204-337.5mm  --m-emeee-

13.6-14.2 °C 343.2-445 mm 75.8-80.2%

. . ) o 18-20.6 °C 147 mm 70-78%
aciculas de pino silvestre en Siberia
Central.®
Caracterizacion del complejo de
patdogenos causales del tizon de la <14 °C 400-600 mm 87-89%

acicula del pino en la Finca
Saquichai, Coban, Alta Verapaz.*

1. Polmanis et al. (2017); 2. Pérez et al. (2016); 3. Kuzmina et al. (2015); 4. Gonzalez (2004).
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Los factores que propician el desarrollo de Lophodermium son temperatura (13.6-
14.2°C), precipitacion (343.2-445 mm) y humedad relativa (75.8-80.2%) (Pérez
et al., 2016).

Gonzalez (2004), menciona que las condiciones favorables para el desarrollo de
Lophodermium son temperatura (<14°C), precipitacion (400-600 mm) y humedad
relativa (87-89%).

Polmanis et al. (2017) hallaron que la precipitacion (204-337.5 mm) y la
temperatura (14.6-16.0 °C) se correlacionan para que haya una mayor incidencia
de Lophodermium. Por su parte, Kuzmina et al. (2015), establecen que la
temperatura (18-20.6°C), precipitacion (71-155 mm) y humedad relativa (70-78%)

son factores que inciden en la maduracion de los histerotecios.

A través de diferentes estudios, se puede observar (Cuadro 1), los factores que
inciden en el crecimiento y maduracion de los histerotecios son temperatura,
precipitacion y humedad relativa; donde las condiciones predominantes son
temperaturas de 13-21 °C que favorecen el rapido desarrollo y la reproduccion
del patdégeno, precipitaciones de 147-500 mm y una humedad relativa mayor a

70% que propicia que se produzca una abundante liberacion de esporas.

2.3 Diagnosis

Lophodermium es un hongo patégeno que puede infectar las aciculas verdes que
recién brotan de su fasciculo y es comun que produzca la caida prematura de las
aciculas enfermas o cloréticas, aunque esto no se ha demostrado en su totalidad.
Los dafios ocurren normalmente en arbolado de mas de dos afios, por lo general

en las ramas inferiores del arbol.
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Figura 1. Aciculas infectadas por Lophodermium.

Los sintomas se reconocen por necrosis en las hojas, al cambiar de color verde
a un café- marrén, siempre la acicula infectada tiene un mufién verde, al menos

durante una etapa de la infeccién, después puede morir también.

Las estructuras reproductivas del hongo se forman a lo largo de la acicula, se
asemejan a baloncitos de futbol americano, con una linea de apertura por la parte

media.

Figura 2. Estructuras reproductivas de Lophodermium.
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3.1 RESUMEN

El presente estudio se realiz6 en el municipio de Zautla, ubicado en la Sierra

Nororiental del estado de Puebla. El objetivo fue determinar la fluctuacion de la
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poblacion de ascosporas de Lophodermium sp., en Pinus oaxacana que es la

especie mas susceptible y afectada en esta zona por este hongo fitopatégeno.

Para determinar el periodo de liberacion de ascosporas se hizo un trampeo en
los cuales se utilizaron trampas fungales aéreas que fueron colocadas el dia
veintidés de febrero del 2018 y se cambiaron cada tres semanas hasta el
veintiocho de octubre del mismo afio. EI nimero total de trampas colocadas fue
de 180, a razon de quince trampas por cada cambio y el conteo de ascosporas

se hizo mediante un muestreo sistematico.

De acuerdo con los resultados, se obtuvo que el periodo de maxima liberacion
de ascosporas de Lophodermium sp. fue del cuatro de junio al dieciséis de julio
del 2018, sin embargo, el periodo de inicio y término de la liberacion de
ascosporas esta relacionado con la precipitacion y la temperatura.

Palabras clave: Fluctuacion, ascosporas, Lophodermium sp., Sierra Nororiental.

3.2 ABSTRACT

The present study was conducted in the municipality of Zautla, located in the
Northeast Sierra of the state of Puebla. The objective was to determine the
fluctuation of the ascospore population of Lophodermium sp., In Pinus oaxacana,
which is the most susceptible and affected species in this area by this
phytopathogenic fungus.

To determine the period of release of ascospores, a trap was made in which aerial
fungal traps were used, which were placed on February 22, 2018 and changed
every three weeks until October twenty-eighth of the same year. The total number
of traps placed was 180, at a rate of fifteen traps for each change and the

ascospore count was made by systematic sampling.

According to the results, it was obtained that the period of maximum release of

ascospores of Lophodermium sp. It was from June 4 to July 16, 2018, however,
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the period of beginning and end of the release of ascospores is related to

precipitation and temperature.

Key words: Fluctuation, ascospores, Lophodermium sp., Sierra Nororiental.

3.3 INTRODUCCION

Las plagas y enfermedades forestales representan un riesgo para los
ecosistemas y estan consideradas como uno de los principales actores de dafio
en los bosques, ocasionando deformaciones, perdida del -crecimiento,
debilitamiento y muerte del arbolado (CONAFOR, 2016). Si bien aun se requieren
esfuerzos considerables de investigacion para desenredar con precision el papel
y cuantificar el impacto de todos los factores que contribuyen al deterioro de los
bosques, existen pocas dudas de que la gran mayoria de las pérdidas, son
causadas por enfermedades, situandose muy por delante de los insectos,
incendios y condiciones climaticas adversas (Tainter y Baker, 1996).

Las enfermedades de los arboles forestales son responsables no solo de la
muerte de los arboles, sino también de las reducciones y anomalias en el
crecimiento, y pueden ser causadas por agentes bidticos y abidticos (Gonthier,
2013). En el caso de los factores bidticos, la gran mayoria de las enfermedades
en los arboles son causadas por virus, fitoplasmas, bacterias, hongos,
organismos similares a hongos (por ejemplo, oomicetos), plantas parasitas y
nematodos. Los agentes de enfermedades bidticas son infecciosos, ya sea por
si solos o gracias a un vector, y las enfermedades que causan son, por tanto,
transmisibles de los arboles enfermos a los sanos (Tainter y Baker, 1996; Agrios
2005).

Los agentes de enfermedades infecciosas varian en su epidemiologia
segun su biologia y los vectores asociados. Todas las especies de arboles son
susceptibles a los patdgenos en diversos grados, y todos los componentes de los

arboles, como el follaje, las ramas, los tallos y las raices pueden estar enfermos
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(Tainter y Baker, 1996). A pesar de ello, no todas las especies de arboles son
susceptibles a los mismos patdégenos y existe un grado considerable de variacion
en la resistencia entre huésped-patdogeno. En los ecosistemas naturales, los
patégenos tipicamente han evolucionado conjuntamente con sus hospedantes y

se han desarrollado mecanismos de resistencia al hospedador.

Sin embargo, en los ultimos afios debido a una alta frecuencia de factores
de origen antropogénico como los incendios forestales, los aprovechamientos
clandestinos, cambio de uso del suelo o desmontes, sobrepastoreo, entre otros;
predisponen a los arboles a condiciones de estrés y debilidad (Cibrian et al.
2007); ademas el cambio climatico afecta al patégeno, el huésped y la interaccién
entre ellos, dando como resultado cambios en el impacto de la enfermedad
(Sturrock et al.,, 2011). Esto ha hecho que los patégenos nativos sean mas
agresivos (Slaughter y Rizzo, 1999), y las pérdidas econémicas en el bosque

sean incalculables.

Por lo tanto, existe la necesidad de tener un control y manejo de las
enfermedades mediante la adopcion de medidas efectivas y sostenibles basadas
en un profundo conocimiento de la biologia de la infeccion y la epidemiologia de

los patdgenos.

El presente trabajo se enfoca en reconocer el periodo de fluctuacién de
ascosporas del hongo patégeno Lophodermium sp., ya que junto con el insecto
chupador de savia Ocoaxo cerca fowleri son agentes que afectan los bosques de
la Sierra Norte y Nororiental de Puebla. De acuerdo con datos reportados por

Pérez et al. (2016) su incidencia ha perjudicado alrededor de 3000 ha.

Cibrian (2016) sefiala que la presencia de estos agentes propicia el
deterioro gradual del individuo y la pérdida del vigor del arbolado, lo cual se
manifiesta a través de un amplio rango de sintomas lo que incluye: necrosamiento
y decoloracién del follaje, reduccion del crecimiento, disminucién del follaje e

incluso puede ocasionar la muerte de los arboles.

En 2016, la Unién Agroforestal de Puebla A.C. integrada por asociaciones
regionales de silvicultores y uniones de ejidos, en vinculacién con las autoridades

21



gue representan el gobierno federal, Comision Nacional Forestal (CONAFOR) y
Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) llevaron a
cabo el Plan de contingencia fitosanitaria para combatir a los principales actores
que deterioran a las coniferas de Puebla, sin embargo, a pesar de los esfuerzos
realizados se ha reportado muy poca efectividad en las actividades emprendidas

y en la actualidad no se tienen resultados satisfactorios.

Por lo que el objetivo del presente estudio se enfoca en reconocer el periodo
de fluctuacion de las ascosporas del hongo patégeno Lophodermium Chevall.,
gue es un agente causal que afecta a los bosques de esta region, esto servira de
base para ver su comportamiento y en estudios posteriores se puedan establecer

métodos que posibiliten su control de forma efectiva.

3.4 MATERIALES Y METODOS
Localizacion del area de estudio

El area de estudio comprende el municipio de Zautla ubicado en la Sierra
Nororiental del estado de Puebla, situado en las coordenadas geogréficas 19° 37
00"y 19° 49" 00", de latitud Norte y 97° 33' 00" y 97° 47" 00" longitud oeste, con
altitud entre los 1700 y 3000 m. La temperatura media oscila de los 12-18 °C, la
precipitacion media anual es de 600-1100 mm. Los principales climas son
templado humedo con abundantes lluvias en verano C(m), templado subhimedo
con lluvias de verano C(wz) que es el clima predominante y templado humedo
con lluvias en verano C(m)(f), el 62% de la superficie corresponde a bosque
(INEGI,2009).

Elaboracién de trampas

Para el reconocimiento del periodo de liberacion de las ascosporas se
utilizaron “trampas para esporas fungales aéreas” descritas por Ostrey y Nicholls
(1982). Las trampas consistieron en portaobjetos los cuales fueron introducidos

en petrolato puro (vaselina) derretido para obtener una capa fina; posteriormente
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se removi6 la vaselina de uno de los lados y dicho portaobjeto se guard6 en una
caja de preparaciones.

Una vez preparados los portaobjetos con vaselina se llevaron a campo y
con la ayuda de un soporte de alambre galvanizado y un broche, se colocaron en
los arboles de Pinus oaxacana Mirov. que es la especie mas susceptible y dafiada

en el area de estudio.

I

T

Figura 3. A) Elaboracion de trampas. B) y C) Colocacién de trampas en campo. D) Caja de

preparaciones para llevar a campo las trampas.

Colocacién de trampas y mantenimiento del trampeo

Los portaobjetos se llevaron a campo en una caja de preparaciones. Para
la colocacion de las trampas se seleccionaron 15 arboles que presentaran
aciculas infectadas. En cada uno de estos arboles se coloc6é una trampa de

ascosporas, prefiriendo por lo regular la exposicion Norte, debido a que en esta
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se concentra mayor humedad. Las trampas se colocaron a una altura 2-8 my a

unos pocos centimetros dentro del follaje del arbol.

Las trampas se colocaron el dia 22 de febrero del 2018 y se cambiaron
cada 3 semanas hasta el 28 de octubre del mismo afio (Cuadro 2). El nimero

total de trampas colocadas fue de 180, a razén de 15 trampas por cambio.

Cuadro 2. Fechas de cambio de trampas fungales aéreas en Zautla, Puebla.

Instalacion 22-febrero-2018
1 14-marzo-2018
2 4-abril-2018
3 24-abril-2018
4 14-mayo-2018
5 4-junio-2018
6 25-junio-2018
7 16-julio-2018
8 5-agosto-2018
9 26-agosto-2018

10 16-septiembre-2018
11 7-octubre-2018
12 28-octubre-2018

Cada trampa se etiquet6 con los datos necesarios como fecha y nimero
de trampa, principalmente, para realizar el conteo y poder registrar el nimero de

ascosporas capturadas.
Procesamiento de las muestras colectadas

En cada periodo de cambio, las trampas fueron llevadas al laboratorio de
Parasitologia Forestal de la Divisiébn de Ciencias Forestales de la Universidad

Auténoma Chapingo para su andlisis.

Con ayuda de un microscopio compuesto ZEISS Primo Star se utilizo el

objetivo de 40X para el conteo de las ascosporas de Lophodermium.
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Disefio de muestreo y estimacion de la poblacion

Para el conteo y la estimacién del nivel de poblacidn de las ascosporas en
un tiempo determinado, se utilizé la metodologia que se empled, en un estudio
realizado por Cruz (2007), donde determiné el periodo donde existe una mayor
fluctuacion de ascosporas de Phaeocryptopus gaeumannii (T. Rohde) Petrak en

Pseudosuga macrolepis Flous.

El disefio de muestreo utilizado para la estimacion del nivel de la poblacion
de ascosporas de Lophodermium sobre las trampas, fue sistematico, y se realizo

de la siguiente manera:

e Cadatrampa se dividio en cinco bandas verticales y se contaron el nimero
de ascosporas de la banda 2 y 4, la separacion entre bandas fue de 1 cm.
La superficie con vaselina de cada uno de los portaobjetos fue de 1250
mm? (portaobjetos de 7.5 x 2.5 cm, superficie de 1875 mm?). La superficie
gue ocup6 cada banda fue de 22 mm?, y la superficie total muestreada por

trampa fue de 110 mm? (Figura 4).

7.5cm

Superficie

con vaselina
1250 mm? 2.5cm

Figura 4. Vista del muestreo de ascosporas sobre una trampa, las lineas de color naranja
indican las unidades de muestreo.

¢ Unavez, contado el nUumero de ascosporas por banda, se calcul6 la media

muestral, varianza de la media muestral y el total poblacional por trampa,
con las siguientes formulas, a través del software R:
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n .
i=1Y!

Media muestral sistemética:  Vsis =

Total de la muestra sistematica: Ysis= Nysis

Donde:
yi= valor registrado en la i-ésima unidad de muestreo de la muestra
n= Tamafio de muestra

N= Total de unidades de muestreo en que esta dividida la poblacién
K== (N=60, n=4)

Posteriormente se calcularon los limites para el error de estimacion, del
total poblacional, de cada trampa con las siguientes formulas:

Limites para el error de estimacion del total
LI= Ysis - (Z1-a2) \/var ( Ysisy Limite inferior

LS= Ysis + (Z1-ar2) /var ( Ysisy Limite superior

_ Kk yii)2 Varianza del total a través de la
Var (Ysis)=—zl_1(Kl )

muestra sistematica

Con los datos obtenidos de los conteos de ascosporas, se calculé la media
muestral, para estimar la poblacién total por trampa, con sus respectivos
intervalos de confianza al 95% y se realizaron las graficas correspondientes para

observar el comportamiento de la liberacion de las ascosporas.
3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento de la esporulacion de Lophodermium

El trampeo de ascosporas se establecio el 22 de febrero del 2018 y se

reviso por periodos de 3 semanas hasta el 28 de octubre del mismo afio. Por
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periodo se revisaron 15 trampas y desde la instalacion hasta el retiro de las
trampas, se hicieron 12 cambios de las trampas, de manera que dio un total de
180 trampas.

En cada periodo de cambio, las trampas fueron llevadas al laboratorio de
Parasitologia Forestal de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad

Auténoma Chapingo para su andlisis.

Con ayuda de un microscopio compuesto, se utilizé el objetivo de 40X para

el conteo de las ascosporas de Lophodermium.

O
O

Figura 5. Ascosporas observadas en las trampas para esporas fungales aéreas (vaselina).

Las ascosporas de Lophodermium sp. que se observaron en las trampas
fungales aéreas, fueron cotejadas con las estructuras que se describen en
Lophodermium on Pines (Minter, 1981) y Foliar Fungi of Western Trees
(Funk,1985).
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Figura 6. Tipos de ascosporas en las Hypodermataceae. a) Busiforme en Bifusella, Isthmiella;
b) Simétrica en Melloderma y Virgella; ¢) Clavado en Hypodermella y Lophodermella; d)
Clavado-septado en Elytroderma; e) Filiforme en Lophodermium y Rhytisma; f) Filiforme-
septado en Lophomerum (Tomado de Funk, 1985).

Por cada periodo se revisaron las 15 trampas y se hicieron los conteos de
ascosporas (Cuadro 3) donde se contaron la banda 2 y 4 de cada unidad de
muestreo (portaobjeto con petrolato puro) y después se sumaron los datos

obtenidos de cada banda para obtener un solo dato por unidad de muestreo.

Cuadro 3. Numero de ascosporas de Lophodermium sp. capturadas por trampa.

FECHA/TRAMPA 3 5 6 ) T:;:It::'
22/02/18-14/03/18 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | O | O | O | O|O]|oO|]oO]|oO 0
14/03/18-4/04/18 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | 0 | O | 0| O | 0| O] O]|oO]oO 0
4/04/18-24/04/18 | 0 | 0 | 0 | 0 |0 | 0 |0 | 0| 0] 0o ] o0 o] 1] 1 2
24/04/1814/05/18 | 0 | 5 | 1 | 0 | 2 | 0 | 0o | 0 | 0o | o0 | o | o] o] 2] 1 11
14/05/18-4/06/18 | 1 |103| 8 | 0 | 25 | 6 | 17 | 0 | o | 7 | o | 2 | 4 | 9 | 4 186
4/06/18-25/06/18 | 25 | 21 | 28 | 11 | 19 | 17 | 13 | 66 | 36 | 49 | 56 | 174 | 39 | 118 | 11 683
25/06/18-16/07/18 | 31 | 29 | 14 | 20 | 49 | 99 | 3 | 23 | 31 | 49 | 73 | 109 | 17 | 80 | 159 786
16/07/18-5/08/18 | 27 | 35 | 21 | 37 | 54 | 39 | 41 | 34 | 33 | 40 | 38 | 13 | 37 | 17 | 61 527
5/08/18-26/08/18 | 13 | 12 | 7 | 15 | 12 | 10 | 12 | 7 | 12 | 15 | 16 | 16 | 13 | 11 | 9 180
26-08/1816/09/18 | 7 | 6 | 5 | 10 | 5 | 8 | 8 | 8 | 11 | 5 | 13| 9 | 8 | 6 | 14 123
16/09/187/10/18 | 2 | 2 | 5 | 5 | 7 | 2 | 8 | 8 | 10 |11 | 9 | 7 | 11 | 6 | 3 %
7/10/18-28/10/18 2 2 3 1 0 1 0 1 1 0 0 2 2 1 2 18
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De los conteos realizados se pudo observar la fluctuacion de ascosporas
de Lophodermium sp. (Figura 7), donde se aprecio que del 22 de febrero al 4 de
abril el nUmero de ascosporas fue nulo, ya que no hubo presencia de ascosporas
de Lophodermium. A partir del 4 de abril en adelante se observé que hubo
presencia de ascosporas, sin embargo, del 4 de abril al 14 de mayo en los
muestreos realizados el numero de ascosporas fue muy bajo (13 ascosporas),

comparado con el nUmero de ascosporas en posteriores fechas.

El 14 de mayo comenzd un incremento de la esporulacion, de ahi en
adelante el nUmero de ascosporas tendié a un aumento, teniendo su maximo
incremento del 25 de junio al 16 de julio (786 ascosporas), después del 16 de

julio al 28 de octubre disminuyo paulatinamente la presencia de ascosporas.

Fluctuacion de ascosporas de Lophodermium sp.
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Figura 7. Comportamiento de la esporulacion de Lophodermium sp. en Zautla, Puebla.

Al tener los conteos de ascosporas en las unidades de muestreo se hizo
la estimacion del total por cada periodo con sus respectivos intervalos de

confianza al 95% (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Estimacién del total por periodo con intervalos de confianza al 95 %

Estimacion del total
FECHA Total y
0 0

22/02/18- 14/03/18

14/03/18-4/04/18 0 0 0
4/04/18-24/04/18 8 7.679 8.32
24/04/18-14/05/18 44 42.879 45.12
14/05/18-4/06/18 744 725.932 762.067
4/06/18-25/06/18 2732 2689.742 2774.257
25/06/18-16/07/18 3144 3100.887 3187.112
16/07/18-5/08/18 2108 2105.062 2110.937
5/08/18-26/08/18 720 718.719 721.27
26-08/18-16/09/18 492 489.631 494.368
16/09/18-7/10/18 384 381.326 386.673
7/10/18-28/10/18 72 71.26 72.73

A partir de los datos obtenidos de la estimacion del total se observo que
en los 2 primeros periodos (22 de febrero al 14 de marzo y del 14 marzo al 4 de
abril del 2018) como hubo ausencia de ascosporas, los intervalos de confianza
al 95% fueron cero, sin embargo, a partir del 4 de abril donde empezo6 haber la
presencia de ascosporas, los intervalos de confianza que se calcularon fueron
relativamente muy pequefios, esto es debido a que la varianza de los datos fue
pequefia en todos los periodos. Salcedo et al. (2011), mencionan que las
poblaciones con menor dispersion permiten realizar estimaciones por intervalos

mas exactas, aunado a esto, nos da una estimacion mas precisa.
Relacion de los factores ambientales con la fluctuacion de ascosporas

La enfermedad es, en ultima instancia, una sincronizacion de diferentes
eventos biolégicos afectados por factores ambientales. El entorno incluye
factores climaticos, como la humedad y la temperatura, asi como otros factores
abidticos, como el estado de los nutrientes del suelo y el pH. (Jonas et al. 2013).
Agrios (2005), menciona que una enfermedad para que se produzca y se
desarrolle 6ptimamente debe haber una combinacion de tres factores: una planta

susceptible, un patégeno infectivo y un medio favorable. En este caso se analizd
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como la precipitacion y la temperatura pueden influir en la fluctuacion de las

ascosporas de Lophodermium.

Para ver como incide la precipitacion y la temperatura se tomaron los datos
del Servicio Meteorologico Nacional y del Atlas Climatico Digital de México de la
Unidad de Informatica para las Ciencias Atmosféricas y Ambientales
(UNIATMOS) de la UNAM.

Correlacion entre precipitacion y la fluctuacion de ascosporas de
Lophodermium sp.

Precipitacion (mm)
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Numero de ascosporas Precipitacién (mm)

Figura 8. Correlacién entre precipitacion y la fluctuacion de ascosporas de Lophodermium
sp.

Como se puede observar en la correlaciébn entre precipitacion y la
fluctuacién de ascosporas sp. (Figura 8) hay una estrecha relacion, del 22 de
febrero al 14 de abril, aunque hubo muy poca precipitacion la poblacion de
ascosporas estuvo en ceros, sin embargo, a partir del 14 de mayo donde empez6
la época de lluvias y la precipitacibn se mantuvo constante, la poblacion de
ascosporas empezé a aumentar. El periodo comprendido del 4 de junio al 25 de
junio fue el de mayor precipitacion, en la grafica se puede observar que llega a

un cierto pico, y al presentarse esto, posteriormente también en el numero de
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ascosporas se presenta un pico, por lo que al haber una mayor precipitacion
también hay un mayor nimero de ascosporas, aunque en la gréafica también se
puede observar que del 26 de agosto al 16 de septiembre hay otro incremento
en la precipitacion, pero el nUmero de ascosporas no aumenta, esto puede ser
debido a que hay otros factores como la temperatura que también incide en el

namero de ascosporas.

A través de un analisis de la temperatura con la fluctuacion de ascosporas
(Figura 9) se pudo observar que en el periodo del 24 de abril al 14 de mayo se
presenté en promedio la mayor temperatura (16.5 °C), donde coincide también
con la precipitacion ya que a partir del 14 de mayo hubo un aumento, por lo que
el nUmero de ascosporas esta relacionado con la temperatura y una abundante
precipitacion.

Agrios (2005) menciona que, con la llegada de temperaturas altas y
condiciones favorables, la mayoria de los patdégenos tienen la posibilidad de
infectar a las plantas y producir enfermedad, ademas, que al haber una humedad
optima influye en la liberacion de esporas de los esporoforos.

Correlacion entre temperatura y la fluctuacion de ascosporas de
Lophodermium sp.

Tempertaura °C
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Figura 9. Correlacidn entre temperatura y la fluctuacién de ascosporas de Lophodermium
sp.
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De acuerdo a los datos mostrados, las condiciones idoneas en el area de
estudio para que prospere o0 haya un aumento en la poblacién de ascosporas de
Lophodermium es a una temperatura que va de los 13.8 °C- 15.8 °C y una
precipitacion anual de 453.9 mm; en comparacion con otros estudios (Cuadro 4),
Pérez et al. (2016) mencionan que los factores que propician el desarrollo de
Lophodermium son temperatura (13.6-14.2°C), precipitacion (343.2-445 mm) y
humedad relativa (75.8-80.2%).

Polmanis et al. (2017) mencionan que la precipitacion (204-337.5 mm) y
la temperatura (14.6-16.0 °C) se correlacionan para que haya una mayor

incidencia de Lophodermium.

Cuadro 5. Condiciones climéaticas donde se ha presentado Lophodermium.

ESTUDIO Temperatura Precipitacion Humedad

(°C) (mm) relativa (%)

Fluctuacion de ascosporas de

Lophodermium sp. en Pinus oaxacana 13g.158°C 453.9 MM = cmcmmememeeeee
Mirov. En Zautla, Puebla. !

Distribucién potencial de Lophodermium

Spp. en bosques de coniferas, con 13.142°C 343.2-445mm  75.8-80.2%
escenarios de cambio climatico.?

Ocurrencia de Lophodermium spp. en pinos

jovenes de Letonia.? 14.6-16 °C 204-337.5mm -
Distribucién de los agentes causantes de
Lophodermium en aciculas de pino silvestre 18-20.6 °C 147 mm 70-78%

en Siberia Central.*

1. Area de estudio; 2. Pérez et al. (2016); 3. Polmanis et al. (2017); 4. Kuzmina et al. (2015).

Kuzmina et al. (2015), mencionan que la temperatura (18-20.6°C),
precipitacion (71-155 mm) y humedad relativa (70-78%) son factores que inciden

en la maduracioén de los histerotecios.

A partir de esto, se observo que los diferentes estudios que se enfocan en

ver como se relaciona Lophodermium con las condiciones climaticas, en el area
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de estudio la temperatura y precipitacion estan dentro de lo rangos 6ptimos para

su desarrollo y crecimiento e influyen en la liberacion de las ascosporas.

Estructuras diferentes de Lophodermium encontradas en el conteo de
ascosporas

Ademas del conteo de ascosporas de Lophodermium sp., se encontraron
otros tipos de esporas (Figura 10) como: Pestalotiopsis sp., Colletotrichum sp.,
Lasiodiplodia sp., Alternaria sp., Helminthosporium sp., Sphaeropsis sapinae (Fr.)
Dyko & B. Sutton y Seiridium sp.

j

t" b %

Figura 10. A. Pestalotiopsis sp., B y G. Colletotrichum sp., C. Lasiodiplodia sp., D.

Alternaria sp., Ey F. Seiridium sp., H. Helminthosporium sp., |. Sphaeropsis sapinae.
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De las estructuras diferentes a las ascosporas de Lophodermium que se
encontraron en los conteos, Guba (1961) menciona que el género Pestalotiopsis
es un patégeno que causa tizon foliar en muchas especies de plantas; Agrios
(2005) menciona que Alternaria, Helminthosporium son hongos imperfectos que
producen manchas foliares; Cibrian et al. (2007) mencionan que Colletotrichum
sp. es un patogeno de follaje que ataca a plantas cultivadas, Lasiodiplodia y
Alternaria ocasionan manchas foliares, Sphaeropsis sapinae en arboles
debilitados ataca las aciculas jévenes y brotes de crecimiento, donde los brotes
muertos se tornan de un color café rojizo a gris claro y Seiridium produce cancros

en tallos y ramas.

Como podemos ver los hongos diferentes a las ascosporas de
Lophodermium, que se encontraron en los conteos (Figura 10) la mayoria son
patégenos oportunistas y estan relacionados con las manchas foliares y tizones,
por lo que puede ser que estos hongos patégenos junto con Lophodermium,
ademas, de otros agentes como el insecto chupador de savia Ocoaxo sp. estén
asociados, lo que provoca que se presente la declinaciéon forestal en el area de

estudio.

3.6 CONCLUSIONES

Se realizd6 un trampeo para ver la fluctuacibn de ascosporas de
Lophodermium, esto se hizo a través de trampas aéreas fungales, las trampas
se colocaron del dia veintidés de febrero del 2018 hasta el veintiocho de octubre
del mismo afio, donde cada tres semanas se cambiaron las trampas y el periodo
donde se present6 el mayor incremento de ascosporas fue del veinticinco de junio

al dieciséis de julio.

La precipitacion y la temperatura juegan un papel muy importante en la
fluctuacion de ascosporas de Lophodermium, ya que, al haber una precipitacion
constante y una temperatura adecuada, esto hace que las ascosporas se liberen
y tienda a aumentar el nimero de ascosporas. La liberacion de ascosporas se da
después de la precipitacion maxima.
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Capitulo 4. Taxonomic determination of Lophodermium in the forest of pino
de Zautla, Puebla.

Determinacion taxondmica de Lophodermium en bosque de pino de Zautla,
Puebla.

Edgar Espinosa-Guerrero!, Omar A. Pérez- Vera'’, David Cibrian-Tovar®.

1 Universidad Auténoma Chapingo. Division de Ciencias Forestales. Km 38.5 Carretera
México-Texcoco. C.P. 56230. Chapingo, Texcoco, Estado de México, México.

* Autor de correspondencia: oalejandrovera@gmail.com, tel.: +52 (551) 614 5446.
4.1 Abstract

Introduction: The forest decline is a major problem at present, since it has been
observed in twenty three municipalities of the Sierra Norte and Northeast of

Puebla.
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Objective: To identify at the species level the pathogen Lophodermium, in Pinus
oaxacana Mirov., in the municipality of Zautla, Puebla, by means of morphological
and molecular characterization.

Materials and methods: In the morphological characterization, measurements
were made of 50 hysterothecs, 100 ascas and ascospores and the number of
epidermal cells at the base of the basal stroma. For the molecular characterization
was extracted DNA from the mycelium of the fungus by the CTAB method, the
amplification of the region was done through ITS, the sequencing was edited and
assembled by the software BioEdit 7.0.5. and it was compared in the GenBank of
the National Center for Biotechnology Information (NCBI), through the BLAST
tool.

Results and discussion: In the morphological part, the histerothectes measured
600-1165 um long, ascas 80-135 x 9-18 um, ascospores 70-100 x 2 ym and 2-5
epidermal cells at the base of the basal stroma. Regarding the molecular part,
according to the Genbank the sequences showed a 98.9% similarity with
Lophodermium indianum Singh & Minter. L. indianum gives a new record in
Mexico, since it was only reported for Oaxaca in Pinus hartwegii Lindl. and Nuevo
Ledn in Pinus greggii Engelm. Ex Parl.; in the study area it was found in Pinus
oaxacana.

Conclusion: L. indianum is the species that attacks Pinus oaxacana in Zautla,

Puebla.

Key words: Molecular characterization, swiss blight, taxonomic determination.

4.2 Resumen

Introduccion: La declinacion forestal es un problema importante en la
actualidad, ya que ha sido observado en veintitrés municipios de la Sierra Norte
y Nororiental de Puebla.

Objetivo: Identificar a nivel de especie el patogeno Lophodermium, en Pinus
Oaxacana Mirov., en el municipio de Zautla, Puebla, mediante caracterizacion

morfolégica y molecular.
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Materiales y métodos: En la caracterizacion morfolégica se realizaron
mediciones de 50 histerotecios, 100 ascas y ascosporas y el numero de células
epidérmicas en la base del estroma basal. Para la caracterizaciéon molecular se
extrajo DNA del micelio del hongo por el método CTAB, la amplificacion de la
region se hizo a través de ITS, la secuenciacion se edité y ensamblo mediante el
software BioEdit 7.0.5. y se compard en el GenBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), a través de la herramienta BLAST.
Resultados y discusion: En la parte morfoldgica los histerotecios midieron de
600-1165 pm de largo, ascas de 80-135 x 9-18 um, ascosporas de 70-100 x 2
um y 2-5 células epidérmicas en la base del estroma basal, en la parte molecular
de acuerdo con el Genbank las secuencias mostraron un 98.9 % de similitud con
Lophodermium indianum Singh & Minter. L. indianum da un nuevo registro en
México, ya que solo estaba reportado para Oaxaca en Pinus hartwegii Lindl. y
Nuevo Ledén en Pinus greggii Engelm. Ex Parl., y en el area de estudio se
encontro en Pinus oaxacana.

Conclusion: L. indianum es la especie que ataca a Pinus oaxacana en Zautla,

Puebla.

Palabras clave: Caracterizacion molecular, determinacién taxondmica,

Lophodermium sp., Sierra Nororiental.

4.3 INTRODUCCION

La declinacion forestal es un problema importante en la actualidad, ya que, de
acuerdo con Carnier (1986), es un reflejo que evidencia la acumulacion de varias
enfermedades causadas por factores abidticos y bibticos, que propician el

deterioro gradual del organismo.

En la actualidad, este fenomeno, la declinacién forestal, ha sido observado en
veintitrés municipios de la Sierra Norte y Nororiental de Puebla, y de acuerdo con
la literatura generada en torno a este tema apunta que es ocasionada en mayor
efecto por dos agentes causales: el insecto chupador de savia Ocoaxo y el hongo

patdogeno Lophodermium (Cibrian, 2016).

40



Pérez, Romero, Gonzalez, Pérez y Arriola (2016) mencionan que la incidencia de
estos agentes fue considerable en el afio 2016, ya que, perjudicé alrededor de
3000 ha en los estados de Puebla, Hidalgo y Tlaxcala. A partir de esto, diversos
organismos como la Union Agroforestal de Puebla A.C., en vinculacion con las
autoridades que representan el gobierno federal, Comisién Nacional Forestal
(CONAFOR) y Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), llevaron a cabo el Plan de contingencia fitosanitaria para combatir
a los principales actores que deterioran a las coniferas de Puebla, sin embargo,
a pesar de los esfuerzos realizados se ha reportado muy poca efectividad en las
actividades emprendidas y en la actualidad no se tienen resultados satisfactorios.
Mueller (1987) sefiala que algunas especies de Lophodermium estan
relacionadas con eventos de declinacion forestal, sin embargo, se ha
considerado que estos factores actian solo sobre arboles predispuestos a su
ataque por otros factores.

Gonzalez (2004) menciona que Lophodermium se caracteriza por estar durante
todo el ciclo de vida en el género Pinus y se presenta en arboles poco
desarrollados y débiles, en condiciones ambientales desfavorables puede causar
defoliacion.

Cibrian (2016) hace referencia que la presencia de estos agentes propicia el
deterioro gradual del individuo y la pérdida del vigor del arbolado, lo cual se
manifiesta a través de un amplio rango de sintomas lo que incluye: necrosamiento
y decoloracién del follaje, reduccion del crecimiento, disminucién del follaje e
incluso puede ocasionar la muerte de los arboles.

En este sentido, el presente trabajo se enfoca en la determinacion taxondémica
del hongo patégeno Lophodermium sp., ya que resulta ser un agente causal de
diversos problemas que presentan los arboles en su crecimiento, lo cual puede,
incluso, ser un factor de muerte de los mismos; debido a esto, el propdsito central
de esta contribucion se orienta a lograr su identificacion a nivel de especie, por
medio de caracterizacion morfoldgica y molecular, a fin de que, posteriormente,

se puedan establecer métodos que posibiliten su control de forma efectiva.
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4.4 MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El 4rea de estudio se localiza en la Sierra Nororiental de Puebla en el municipio
de Zautla, situado en las coordenadas geogréficas 19° 37' 00" y 19° 49' 00", de
latitud Norte y 97° 33' 00" y 97° 47' 00" longitud oeste, con altitud entre los 1700
y 3000 m. La temperatura media oscila de los 12-18 °C, la precipitacion media
anual es de 600-1100 mm. Los principales climas son templado humedo con
abundantes lluvias en verano C(m), templado subhimedo con lluvias de verano
C(w2) que es el clima predominante y templado humedo con lluvias en verano
C(m)(f), el 62% de la superficie corresponde a bosque (INEGI,2009).

Sitios de muestreo

Se hicieron recorridos en las areas afectadas por el hongo patégeno
Lophodermium sp. en los bosques de pino de Zautla. A partir de esto, se
seleccionaron 3 sitios de muestreo, cada sitio de muestreo consté de una

superficie de 1000 m?.

Colecta

Se obtuvieron muestras de los tres sitios de muestreo de las aciculas de Pinus
oaxacana Mirov. infectadas por Lophodermium sp., que es la especie mas
susceptible y dafiada en el area de estudio. Las colectas fueron en diferentes
estaciones del afio, considerando la estacionalidad y aspectos fenoldgicos. Las
muestras se colectaron en bolsas de papel kraft para evitar que se contaminaran,
en cada bolsa se colocé la etiqueta con los datos de campo los cuales fueron:
namero de sitio, nimero de arbol, altura, coordenadas geogréficas y altitud.
Posteriormente se colocaron en refrigeracion las muestras, con el fin de

conservarlas y reducir al minimo los riesgos de alteraciones.
Caracterizacion morfoldgica

Se seleccionaron las aciculas infectadas en el laboratorio de Parasitologia

Forestal de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad Autbnoma
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Chapingo. De las aciculas seleccionadas se realizaron cortes transversales de
las estructuras reproductivas (histerotecio) y se prepararon en un portaobjeto con
azul de lactofenol; después, de hacer las preparaciones se observaron diferentes
caracteristicas como el color y forma de los histerotecios, color de los labios,
namero de células epidérmicas en la base del estroma basal, y se realizaron

mediciones en 50 histerotecios, 100 ascas y ascosporas.

La medicién de los histerotecios, ascas y ascosporas se realizaron en un
microscopio a traves del software LAS Core V4.6. Las muestras se depositaron
en el laboratorio de Parasitologia Forestal de la Division de Ciencias Forestales

de la Universidad Autonoma Chapingo.
Determinacién taxonémica

Para hacer la determinacion taxondmica de Lophodermium a través de las
caracteristicas morfolégicas generadas, se utlizaron las claves de

Lophodermium on Pines (Minter, 1981).
Caracterizacion molecular

De los resultados obtenidos de la caracterizacion morfologica, para poder tener
una descripcion mas completa y veridica se realizé la caracterizacibn molecular
y consistio en el aislamiento del patégeno, extraccion de DNA, amplificacion de

secuencias y ensamble de secuencias.
Aislamiento del patégeno

Para el aislamiento se seleccionaron aciculas con ascocarpos (histerotecios), se
desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial al 2% durante un minuto y
medio, se lavaron en agua destilada tres veces por 2 minutos en cada lavado, se
secaron con papel filtro estéril. Se tomaron los cuerpos reproductivos
desinfectados, y a través de una micropipeta se aplicé agua estéril al histerotecio,
esto fue con el proposito de proporcionar humedad y que en la hendidura
longitudinal se abrieran los labios y se extrajera una masa gelatinosa, la cual,
contenia a las ascas y ascosporas; la masa se extrajo con una aguja de diseccién

estéril y se depositd en cajas de Petri con medio de cultivo selectivo extracto
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malta-agar al 2%. Las cajas de Petri se incubaron a 25 + 2 °C por 20 dias a 23 +
2 °C en una incubadora de luz controlada (Prendo, INLC-11, México), para la
esporulacion del hongo y desarrollo de colonias. Posteriormente, cada
aislamiento se purifico en EMA al 2%.

Extracciéon de DNA

EI DNA gendmico se extrajo a partir de micelio por el método de CTAB (Martinez,
Ramirez, Jiménez, Gallegos y Luna, 2017). EI DNA se cuantific6 en un Nanodrop
(Thermo, USA). De cada una de las muestras se prepararon diluciones a 20 ng

para la amplificacion de los genes.
Amplificacién de secuencias

Para la amplificacion de la region ITS se utilizaron los cebadores 1TS4 e ITS5
(White, Bruns, Lee y Taylor, 1990). La mezcla de reaccion para PCR se preparé
en un volumen final de 15 pL conteniendo: buffer de la enzima 1 x Taqg DNA
polimerasa, 0.8 mM deoxinucleésido trifosfatos (0.2 mM cada uno), 100 ng DNA,
20 pmol de cada iniciador y 2 unidades de GoTagq DNA (Promega, USA). Las
amplificaciones se realizaron con un ciclo inicial de desnaturalizacién a 96°C por
2 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacion con los
iniciadores a 57, durante 1 min, seguido de una extension final de 5 min a 72°C.
Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un Peltier Thermal Cycler
PTC-200 (BIORAD, México), las amplificaciones se verificaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5% preparado con 1x TAE buffer (Tris Acetate-EDTA)
y corrido a 95 V cm durante 1 h. El gel se tifié con Gel red (Biotium, USA) y las
bandas se visualizaron en un transiluminador (Infinity 3000 Vilber Lourmat,
Germany). Los productos amplificados se purificaron con el kit ExoSAP
(Affymetrix, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante, se prepararon para
la reaccion de secuenciacion usando el Bigdye terminator v. 3.1 (Applied
Biosystem). Estos productos se secuenciaron en el Applied Biosystems modelo
3130XL (Applied BioSystems, USA), en el Instituto de Biologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México.
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Ensamble de secuencias

Las secuencias de ambas hebras para cada muestra se analizaron, editaron y
ensamblaron usando BioEdit version 7.0.5 (Hall, 1999) para crear una secuencia
consenso. La secuencia consenso se comparo con las depositadas en GenBank
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), por medio del
programa BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) 2.2.19 (Zhang,
Schwartz, Wagner y Miller, 2000).

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

En el mes de octubre y noviembre se realizaron diferentes colectas en los tres
sitios de muestreo (Cuadro 6) de las aciculas infectadas por Lophodermium en
Pinus oaxacana, ya que, de acuerdo con Pérez, et al. (2016) en el periodo de
septiembre-diciembre Lophodermium se encuentra en la etapa de crecimiento y

es la época idonea para su colecta.

Cuadro 6. Coordenadas de los sitios de colecta en Zautla, Puebla.

Coordenadas
Municipio  Sitio Hospedante Altitud . .
1 Pinus oaxacana 2347 19°39’13” -97°38'5.4”
Zautla 2 P. oaxacana 2551 19°38’47.4" -97°38'29.8”
3 P. oaxacana 2624 19°38'24" -97°38’40.1”

Determinacién taxonémica

Mediante la caracterizacién morfol6gica y molecular se determiné que la especie
Lophodermium indianum Singh & Minter se encuentra en el municipio de Zautla,

Puebla.
Caracterizacion morfolégica

Los ascocarpos (histerotecios) se encontraron en aciculas vivas que presentaron
un mufién verde y bajo el tejido epidermal de las aciculas muertas, estuvieron

presentes en todos los lados de la acicula, pero principalmente en el lado adaxial,
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tienen forma de elipsoide, miden de 600-1165 x 104-355 um y son de color negro.
En ambiente himedo se abrieron mediante una hendidura longitudinal, labios de
color negro o gris, alrededor de los labios se presentd una coloracion gris o negra,
linea perimetral de color negro con un contorno claramente marcado, eliptico o
ligeramente puntiagudo en cada extremo, y elevado ligeramente en la superficie
de la acicula. En un corte transversal se encontraron de dos hasta cinco células
epidérmicas en la base del estroma basal, pero predominan tres. Ascas
cilindricas a alargadas, de 80-135 x 9-18 um de tamafio. Ocho ascosporas
presentes en las ascas, hialinas, filiformes y miden 70-100 x 2 um, rodeadas por
paréfisis con puntas ligeramente hinchadas y dobladas. Conidioma ausente.

Lineas oscuras demarcatorias en las aciculas ocasionalmente presentes.

Figura 11. Lophodermium indianum. A) Aciculas con histerotecios. B) Corte transversal
de un histerotecio. C) Histerotecio. D) Colonia del hongo creciendo en MEA.
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Caracteristicas macroscopicas

De los tres sitios de muestreo seleccionados, se escogieron las aciculas
infectadas por Lophodermium, después se desinfectaron y se extrajo la masa de
ascas y ascosporas de los cuerpos fructiferos, la masa fue colocada en cajas de
Petri con extracto de malta-agar. El crecimiento de la colonia fue lento en los tres
sitios de muestreo, se desarrollé a los 11-12 dias en las cajas de Petri (fig.12),
las colonias en el sitio 1 y 3 presentaron un micelio tabicado, forma circular, una
elevacion plana y extendida, pigmentacion del micelio blanca, textura
pulverulenta y crecimiento limitado, en el sitio 2 la colonia presento un micelio
tabicado, forma circular-irregular, una elevacion plana y extendida, pigmentacion
del micelio verde olivo-café, textura pulverulenta y crecimiento limitado. De
acuerdo con las caracteristicas observadas hay variedad en cuanto a la
pigmentacién de la colonia, Minter (1981) menciona que para algunas especies
de Lophodermium hay variedad en el desarrollo de la colonia, sin embargo, para

L. indianum no se tiene informacion.

Figura 12. Crecimiento de la colonia en EMA de Lophodermium indianum. A) Sitio 1. B) Sitio
2. C) Sitio 3.

Ecologia

Lophodermium indianum en Zautla, Puebla se encontré en aciculas secundarias
y de acuerdo con Minter (1981) es considerado como endofito-saprofito y comin

en aciculas muertas de pino.
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Hospedantes

En la zona de estudio se encontré en Pinus oaxacana, Minter (1981) report6 que
se encuentra en especies del subgénero Pinus (Pinus caribaea Morelet, P. glabra
Walter, P. patula Schiede Ex Schitdl. & Cham, P. roxburghii Sarg., P. serétina
Michx., P. taeda L., P. thunbergii Parl).

Analisis de secuencia

Para la amplificacion de la region ITS se utilizaron los iniciadores ITS4 (5°-TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") e ITS5 (5"-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG
G-37), se obtuvieron cuatro secuencias de los productos de la PCR del hongo de

las aciculas en P. oaxacana, en Zautla, Puebla (Cuadro 7).

Cuadro 7. Secuencias de los ADNs amplificados con ITS.

> Zautlal 677 pb
GTAGGTAGAGTTTTGCCTACTACAGCGGCCCCCCTACCCGGGGCTGCTAGTCTCCCTGCGAGGCGACACGCTCAA
TGTGCGGAGAGCCCTCCCCCGAGGCAATCCGCAGTGGCCTGCGCGGCCATTCAGAGACTCAATGAGCGTGGGTT
CAGCGCGGCTGAGCTTGAGATAGAGCCCGTCCCTGCCGGCAACGGCGGGGGGGAAACGGAACCTGCGGAAGGA
TCATTACAGAAGAAAGCACGCCTTCGGGCTCATCTTCTCACCCTTTGTTTACCACACTTAGTTGCCTTGGCGCACC
GCGCCAGTGGATCGAAACTCGTGAATCATTGCCGTCTGAGTACTATACAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCTCCCGGTATTCCGGGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCT
GCTTGGTGTTGAGCCCGCCCCGCTTACCCGGGGCTCGCTTCAAAATCAGTGGCGGCCGCCGTCCGACCTTCAGC
GCAGTAATGCTCGTCGCTGGTAGGGAAGGGCGGCAAGGGCCGTCATCCAACCCCCACACACACAAGGTTGACCT
CGAATCA

> Zautla 2 634 pb
CCCCCCTACCCGGGGCTGCTAGTCTCCCTGCGAGGCGACACGCTCAATGTGCGGAGAGCCCTCCCCCGAGGCAA
TCCGCAGTGGCCTGCGCGGCCATTCAGAGACTCAATGAGCGTGGGTTCAGCGCGGCTGAGCTTGAGATAGAGCC
CGTCCCTGCCGGCAACGGCGGGGGGGAAACGGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAAGAAAGCACGCCTTCGG
GCTCATCTTCTCACCCTTTGTTTACCACACTTAGTTGCCTTGGCGCACCGCGCCAGTGGATCGAAACTCGTGAATC
ATTGCCGTCTGAGTACTATACAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCCCGG
TATTCCGGGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGAGCCCGCCCCGCTTA
CCCGGGGCTCGCTTCAAAATCAGTGGCGGCCGCCGTCCGACCTTCAGCGCAGTAATGCTCGTCGCTGGTAGGGA
AGGGCAGCAAGGGCCGTCATTCAACCCCCACACACAAG

> Zautla 3 648 pb

TACTACAGCGGCCCCCCTACCCGGGGCTGCTAGTCTCCCTGCGAGGCGACACGCTCAATGTGCGGAGAGCCCTC
CCCCGAGGCAATCCGCAGTGGCCTGCCCGGCCATTCAGAGACTCAATGAGCGTGGGTTCAGCGCGGCTGAGCTT
GAGATAGAGCCCGTCCCTGCCGGCAACGGCTGGGGGGAAACGGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAAGAAAGC
ACGCCTTCGGGCTCCTCTTCTCACCCTTTGTTTACCACACTTAGTTGCCTTGGCGCACCGCGCCAGTGGATCGAAA
CTCGTGAATCATTGCTGTCTGAGTACTATACAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
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CGCCTCCCGGTATTCCGGGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGAGCCC
GCCCCGCTTACCCGGGGCTCGCTTCAAAATCAGTGGCGGCCGCCGTCCGACCTTCAGCGCAGTAATGCTCGTCG
CTGGTAGGGAAGGGCAGCAAGGGCCGTCATCCAACCCCCACACACACAAGG

> Zautla 4 661 pb

CTACTACAGCAGCCCCCCTACCCGGGGCTGCTAGTCTCCCTGCGAGGCGACACGCTCAATGTGCGGAGAGCCCT
CCCCCGAGGCAATCCGCAGTGGCCTGCCCGGCCATTCAGAGACTCAATGAGCGTGGGTTCAGCGCGGCTGAGCT
TGAGATAGAGCCCGTCCCTGCCGGCAACGGCTGGGGGGAAACGGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAAGAAAG
CACGCCTTCGGGCTCCTCTTCTCACCCTTTGTTTACCACACTTAGTTGCCTTGGCGCACCGCGCCAGTGGATCAAA
ACTCGTGAATCATTGCCGTCTGAGTACTATACAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCCCGGTATTCCGGGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGAGCCC
GCCCCGCTTACCCGGGGCTCGCTTCAAAATCAGTGGCGGCCGCCGTCCGACCTTCAGCGCAGTAATGCTCGTCG
CTGGTAGGGAAGGGCAGCAAGGGCCGTCATCCAACCCCCACACACACAAGGTTGACCTCGAATCA

ACGT= Adenina, Citosina, Guanina, Timina

Los resultados del alineamiento y comparacién de las cuatro secuencias
obtenidas de cultivos puros se compararon con las depositadas en el GenBank
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), por medio del
programa BLAST y las secuencias mostraron un 98.9 % de similitud con

Lophodermium indianum en la adhesion MG877504.1.

Lophodermium indianum es morfolégicamente similar a L. pinastri. Sin embargo,
son varios aspectos que los diferencian, Minter (1981) menciona que son muy
similares en apariencia externa debido a las lineas de la zona perimetral, pero se
distingue por estar en la parte subhipodérmica y por carecer de una etapa
conidial; ademas, las ascas de L. indianum tienen una menor longitud y las
parafises en las puntas estan ligeramente hinchadas y dobladas, en comparacién
L. pinastri presenta ascas de mayor longitud y las parafises en las puntas son
rectas y no estan hinchadas; asimismo, L. indianum esta presente en aciculas
secundarias y ataca mas a pinos duros (Subgénero Pinus) y L. pinastri esta en
aciculas primarias y secundarias, y ataca a pinos duros y blandos (Subgénero

Pinus y Strobus).

En relacion con los datos obtenidos de la caracterizacion morfolégica y la claves
de Minter (1981), L. indianum tiene similitud con la especie que esta en el area
de estudio, sin embargo, de acuerdo con lo reportado por Minter (1981) difiere en

el tamafo de las ascas en Zautla, Puebla miden 80-135 pm x 9-18 um, y en la
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literatura reportan que mide de 80-130 x 9-12 um, por lo que habria que analizar,
ya que puede ser una adaptacion de la especie en el sitio o probablemente se

trate de una nueva especie.

Con los resultados obtenidos, se da un nuevo registro de distribucion a L.
indianum en México, ya que de acuerdo con Minter (1981) esta reportado solo
para la India, y Ortiz et al. (2003) lo reporto en México, para el estado de Nuevo
Ledny Oaxaca; y en este caso el area de estudio se ubica en el estado de Puebla,
por lo cual, da un nuevo lugar de distribucion. Esto puede ser a que
anteriormente, todas las especies en México se identificaron como L. pinastri,
pero en la actualidad se reconoce que existen diferentes especies, la mayoria sin
identificar (Cibrian, Alvarado y Garcia, 2007).

De acuerdo con las especies hospedantes que se tienen registradas para L.
indianum, se da un nuevo registro en Pinus oaxacana, ya que de acuerdo con
Minter (1981) en los hospedantes que reporto no esta registrado; y Ortiz et al.
(2003) lo reporto en México, para Pinus greggii Engelm. ex Parl. y Pinus hartwegii
Lindl., por lo que P. oaxacana es una nueva especie hospedante, y conforme a
los registros de Minter (1981) y Ortiz et al. (2003) L. indianum es hospedero en

pinos duros (Subgénero Pinus).

En relacion con la informacién que se generé (Cuadro 8), en el Plan integral
estatal de contingencia fitosanitaria para combate a los principales actores que
deterioran a las coniferas de Puebla (Cibrian, 2016), se reporté que el insecto
chupador de savia Ocoaxo, en el municipio de Zautla, era el que mas dafio
ocasionaba a los arboles (94.667%) y en menor porcentaje era Lophodermium
(5.333%). La incidencia de Lophodermium puede ser debido a que al estar
debilitado el arbol este se presenta mas rapido. Gonzalez (2004) menciona que
el género Lophodermium se presenta en arboles poco desarrollados y débiles;
Deckert, Melville y Peterson (2001) sefialan que las especies de Lophodermium
residen como endofitos, dentro del tejido huésped asintomético, por lo que el
comportamiento de L. indianum y de acuerdo con Minter (1981) es enddfito-
saprofito y oportunista.
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Cuadro 8. Porcentaje de aciculas dafiadas por tipos de agente causal (tomado de Cabrian,
2016).

Dario por = ~
Municipio Dano_s por Ocpaxo e Panos pgr

Ocoaxo histerotecios histerotecios

Zacatlan de las
64.992 35.008 1.818

manzanas
Tetela de Ocampo 75.101 24.899 0.000
Xochiapulco 77.546 22.454 0.000
Aquixtla 79.930 20.070 0.000
Zautla 94.667 5.333 0.000

4.6 CONCLUSIONES

A partir de la caracterizacion morfologica y molecular se determiné que la especie
gue esta atacando a los bosques de pino de Zautla, Puebla se asemeja con
Lophodermium indianum Singh & Minter, ya que de acuerdo con el Genbank hubo
una similitud del 98.9%, y morfolégicamente difiere en el tamafio de las ascas de
acuerdo a lo que se ha reportado, por lo que se debe secuenciar otros dos genes
mas, para corroborar que L. indianum es la especie reportada, o de ser una

especie diferente revisar si esta registrada.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo con los resultados generados se determind que la especie que esta
atacando a los bosques de pino de Zautla, Puebla se asemeja con Lophodermium
indianum ya que de acuerdo con el Genbank hubo una similitud del 98.9%, y
morfol6gicamente difiere en el tamafio de las ascas en Zautla, Puebla miden 80-

135 um x 9-18 um, y en la literatura reportan que mide de 80-130 x 9-12 pum, por
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lo que habria que analizar, ya que puede ser una adaptacion de la especie en el

sitio o probablemente se trate de una nueva especie.

A partir de la caracterizacion morfolégica, para L. indianum en México se reporta
un nuevo lugar de distribucion, ya que solo estaba reportado para el estado de
Nuevo Ledn y Oaxaca; ademas en especies hospedantes se da un nuevo registro

en Pinus oaxacana, ya que estaba reportado para Pinus greggii y Pinus hartwegii.

La precipitacion y la temperatura juegan un papel muy importante en la
fluctuacién de ascosporas de Lophodermium, ya que, al haber una precipitacion
constante y una temperatura adecuada, esto hace que las ascosporas se liberen

y tienda a aumentar el nUmero de ascosporas.

6. APENDICES

Apéndice 1. Medicion de histerotecios

Histerotecios
Linea perimetral
No. | Largo (mm) | Ancho (mm) | Clipeo(mm)
1 0.851 0.218 0.695
2 0.754 0.275 0.405
3 0.600 0.277 0.419
4 1.011 0.242 0.732
5 0.718 0.269 0.482
6 0.917 0.250 0.735
7 0.689 0.241 0.529
8 0.559 0.188 0.508
9 0.818 0.290 0.540
10 1.011 0.308 0.571
11 0.677 0.170 0.445
12 0.957 0.301 0.760
13 0.959 0.281 0.773
14 0.756 0.206 0.542
15 0.770 0.169 0.644
16 0.828 0.160 0.684
17 1.020 0.196 0.882
18 0.993 0.131 0.844
19 0.835 0.147 0.737
20 0.707 0.128 0.651
21 0.920 0.236 0.848
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22 0.960 0.214 0.932
23 0.887 0.221 0.793
24 0.917 0.269 0.838
25 0.651 0.213 0.585
26 0.778 0.219 0.642
27 0.914 0.262 0.821
28 0.947 0.245 0.740
29 0.972 0.285 0.795
30 0.882 0.199 0.750
31 0.858 0.208 0.761
32 0.735 0.208 0.622
33 0.881 0.246 0.668
34 0.692 0.250 0.593
35 1.077 0.339 0.803
36 1.115 0.260 0.975
37 0.981 0.336 0.683
38 0.946 0.322 0.813
39 0.966 0.321 0.732
40 0.792 0.256 0.559
41 0.778 0.339 0.545
42 0.934 0.342 0.750
43 1.165 0.355 1.055
44 0.657 0.268 0.535
45 0.935 0.250 0.768
46 0.866 0.152 0.782
47 0.682 0.104 0.608
48 0.828 0.259 0.593
49 0.887 0.315 0.646
50 0.875 0.277 0.714
Apéndice 2. Medicidon de ascas y ascosporas
ASCAS ASCOSPORAS
No. | Largo(um) | Ancho(um) | Largo(um) | Ancho(pm)
1 132.647 17.637 97.496 1.804
2 110.764 14.803 89.955 2.311
3 125.499 17.733 99.71 2.311
4 82.187 12.805 95.889 2.18
5 93.902 14.566 91.665 2.297
6 102.644 14.559 77.952 2.282
7 97.893 15.555 77.396 2.104
8 86.732 15.83 76.353 2.18
9 123.726 17.105 77.429 2.057
10 | 126.273 17.637 87.098 2.057
11 | 115.013 17.217 82.549 2.057
12 102.744 14.116 99.46 2.102
13 | 100.206 13.012 93.594 2.041
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14 | 106.843 13.763 98.414 2.057
15 112.87 14.265 81.756 2.041
16 84.377 14.548 82.041 1.858
17 | 101.482 15.23 95.203 2.041
18 125.56 13.611 96.405 2.057
19 | 118.998 14.458 76.122 2.104
20 | 128.485 13.012 90.799 2311
21 95.626 9.362 96.493 2.057
22 88.079 13.837 93.729 2.057
23 99.45 14.677 87.92 2.195
24 | 107.066 17.308 94.759 2.057
25 | 103.799 13.233 86.179 1.943
26 96.425 13.884 98.627 1.943
27 97.996 14.821 81.527 1.803
28 94.97 12.755 80.708 1.986
29 | 109.185 14.964 83.451 2.129
30 97.826 14.526 98.433 2.129
31 | 107.989 16.423 94.837 2.19
32 94.446 15.425 73.785 1.973
33 82.537 12.054 81.49 1.862
34 | 102.578 14.217 75.9 2.078
35 81.818 13.895 69.812 2.078
36 85.998 13.037 83.002 2.091
37 87.146 16.652 83.416 1.996
38 80.474 17.099 89.844 1.996
39 83.59 15.895 97.55 1.913
40 98.563 15.226 75.869 1.996
41 102.74 16.912 100.601 2.076
42 84.089 17.737 99.957 2.076
43 91.306 16.127 75.865 1.996
44 94.207 16.179 79.38 2.017
45 98.697 16.981 89.923 2.172
46 79.441 14.442 76.746 2.076
47 96.412 15.974 93.318 2.076
48 91.772 17.096 89.894 2.076
49 87.899 15.69 73.167 1.943
50 81.589 17.371 95.066 1.943
51 | 101.426 15.074 77.113 1.804
52 | 101.344 15.116 77.148 2.057
53 94.359 14.693 70.462 2.282
54 79.552 14.523 74.702 2.18
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55 88.015 16.843 81.141 1.858
56 93.008 15.6 95.932 2.104
57 87.362 15.189 83.732 1.943
58 92.005 14.723 97.725 2.057
59 83.623 14.66 81.844 2.036
60 89.276 14.734 85.038 2.098
61 84.808 14.723 77.894 2.098
62 81.379 15.446 71.506 1.987
63 97.615 16.663 69.779 2.017
64 80.972 13.525 7111 2.017
65 80.29 15.982 72.523 2.172
66 85.713 12.913 71.245 1.996
67 | 125.008 14.865 86.013 2.3

68 | 106.232 16.687 90.445 2.119
69 | 121.851 15.484 87.495 1.891
70 | 107.444 12.427 73.339 2.047
71 85.167 11.178 71.384 2.078
72 81.995 9.227 74.068 1.916
73 103.99 13.207 79.529 2.057
74 81.427 12.546 78.347 1.982
75 | 123.198 13.003 72.907 2.057
76 | 134.959 13.733 73.391 2.078
77 80.143 10.676 71.042 1.937
78 | 121.497 11.975 71.805 2.06
79 | 106.363 10.976 70.737 2.246
80 | 103.581 11.554 77.095 2.269
81 89.622 15.867 78.433 2.078
82 94.356 15.641 90.966 2.124
83 80.156 13.534 87.957 2.014
84 93.594 12.992 87.478 1.996
85 99.215 14.265 82.588 2.049
86 | 101.047 16.85 71.834 2.126
87 | 116.006 13.718 95.856 2.065
88 | 118.918 16.962 93.575 2.19
89 88.561 12.402 85.166 2.274
90 87.885 12.937 98.262 2.195
91 89.476 17.806 76.841 1.943
92 89.602 13.702 71.586 1.993
93 91.337 15.183 84.085 2.057
94 | 106.632 16.868 87.695 2.195
95 89.442 15.715 89.684 2.165
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96 97.378 15.991 71.1 1.712
97 110.28 18.775 71.733 2.091
98 94.6 16.649 80.468 2.19
99 75.657 14.03 82.403 1.973
100] 85.918 13.718 77.626 2.19

Apéndice 3. Codigo de muestreo sisteméatico en el sofware R

# Estimar la media poblacional del muestreo sistematico
N<-60

n<-15

k<-4

Sall<-c (0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0)

Sal2<-c (0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0)

Sal3<-c (0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1)

Sal4<-c (0,5,1,0,2,0,0,0,0,0,0,0,0,2,1)

Sal5<-c (1,103,8,0,25,6,17,0,0,7,0,2,4,9,4)

Salé<-c (25,21,28,11,19,17,13,66,36,49,56,174,39,118,11)
Sal7<-c (31,29,14,20,49,99,3,23,31,49,73,109,17,80,159)
Sals<-c (27,35,21,37,54,39,41,34,33,40,38,13,37,17,61)
Sal9<-c (13,12,7,15,12,10,12,7,12,15,16,16,13,11,9)
Sal10<-c (7,6,5,10,5,8,8,8,11,5,13,9,8,6,14)

Salll<-c (2,2,5,5,7,2,8,8,10,11,9,7,11,6,3)

sal12<-c (2,2,3,1,0,1,0,1,1,0,0,2,2,1,2)

# Convertido en Matrices
A<-matrix (c (0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)
B<-matrix (c (0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)
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C<-matrix (c (0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)
D<-matrix (c (0,5,1,0,2,0,0,0,0,0,0,0,0,2,1),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)
E<-matrix (c (1,103,8,0,25,6,17,0,0,7,0,2,4,9,4),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)
G<-matrix (c (25,21,28,11,19,17,13,66,36,49,56,174,39,118,11),ncol=5,nrow=3,
byrow=TRUE)

H<-matrix (c (31,29,14,20,49,99,3,23,31,49,73,109,17,80,159),ncol=5,nrow=3,
byrow=TRUE)
I<-matrix (¢ (27,35,21,37,54,39,41,34,33,40,38,13,37,17,61),ncol=5,nrow=3,
byrow=TRUE)

J<-matrix (c (13,12,7,15,12,10,12,7,12,15,16,16,13,11,9),ncol=5,nrow=3, byrow=
TRUE)

K<-matrix (c (7,6,5,10,5,8,8,8,11,5,13,9,8,6,14),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)
L<-matrix (c (2,2,5,5,7,2,8,8,10,11,9,7,11,6,3),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)
M<-matrix (c (2,2,3,1,0,1,0,1,1,0,0,2,2,1,2),ncol=5,nrow=3, byrow=TRUE)

# Media de la muestra sistematica
ybarl<-mean(apply(A,2,mean))
ybar2<-mean(apply(B,2,mean))
ybar3<-mean(apply(C,2,mean))
ybar4<-mean(apply(D,2,mean))
ybar5<-mean(apply(E,2,mean))
ybar6<-mean(apply(G,2,mean))
ybar7<-mean(apply(H,2,mean))
ybar8<-mean(apply(l,2,mean))
ybar9<-mean(apply(J,2,mean))
ybar10<-mean(apply(K,2,mean))
ybarll<-mean(apply(L,2,mean))
ybarl2<-mean(apply(M,2,mean))
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# Estimador del total
Totl<-N*ybarl
Tot2<-N*ybar2
Tot3<-N*ybar3
Tot4<-N*ybar4
Tot5<-N*ybar5
Tot6<-N*ybar6
Tot7<-N*ybar7
Tot8<-N*ybar8
Tot9<-N*ybar9
Tot10<-N*ybarl0
Totll<-N*ybarll
Totl2<-N*ybarl2

# Desviacion estandar del total estimado

S _ybarl<-sgrt(sum((apply(A,1,mean)-ybarl)"2)/Kk)
S_ybar2<-sgrt(sum((apply(B,1,mean)-ybar2)"2)/k)
S_ybar3<-sgrt(sum((apply(C,1,mean)-ybar3)"2)/k)
S_ybar4<-sgrt(sum((apply(D,1,mean)-ybar4)"2)/k)
S_ybar5<-sgrt(sum((apply(E,1,mean)-ybar5)"2)/k)
S_ybar6<-sgrt(sum((apply(G,1,mean)-ybar6)"2)/k)
S_ybar7<-sgrt(sum((apply(H,1,mean)-ybar7)"2)/k)
S_ybar8<-sgrt(sum((apply(l,1,mean)-ybar8)"2)/k)
S_ybar9<-sgrt(sum((apply(J,1,mean)-ybar9)*2)/k)
S_ybarl0<-sgrt(sum((apply(K,1,mean)-ybar10)"2)/k)
S_ybarll<-sqgrt(sum((apply(L,1,mean)-ybarl11)"2)/k)
S_ybarl2<-sqgrt(sum((apply(M,1,mean)-ybarl12)"2)/k)
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# Intervalo de confianza al 95% del total
Lil<-Totl-gnorm(0.975)*S_ybarl
Ls1<-Totl+gnorm(0.975)*S ybarl
Li2<-Tot2-gnorm(0.975)*S_ybar2
Ls2<-Tot2+gnorm(0.975)*S_ybar2
Li3<-Tot3-gnorm(0.975)*S_ybar3
Ls3<-Tot3+gnorm(0.975)*S_ybar3
Li4<-Tot4-gnorm(0.975)*S_ybar4
Ls4<-Tot4+gnorm(0.975)*S_ybar4
Li5<-Tot5-gnorm(0.975)*S_ybar5
Ls5<-Tot5+gnorm(0.975)*S_ybarb
Li6<-Tot6-qnorm(0.975)*S_ybar6
Ls6<-Tot6+gnorm(0.975)*S_ybar6
Li7<-Tot7-gnorm(0.975)*S_ybar7
Ls7<-Tot7+gnorm(0.975)*S_ybar7
Li8<-Tot8-gnorm(0.975)*S_ybar8
Ls8<-Tot8+gnorm(0.975)*S_ybar8
Li9<-Tot9-gnorm(0.975)*S_ybar9
Ls9<-Tot9+gnorm(0.975)*S_ybar9
Li10<-Tot10-gnorm(0.975)*S_ybar10
Ls10<-Tot10+qnorm(0.975)*S ybarlO
Lil1<-Totl1-gnorm(0.975)*S_ybarll
Ls11<-Totl1l+gnorm(0.975)*S_ybarll
Lil2<-Totl2-gnorm(0.975)*S ybarl2
Ls12<-Totl2+gnorm(0.975)*S_ybarl2
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