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1. Resumen

Existe la evidencia de enfermedades en Pinus patula (P. patula) presentes en la zona
forestal del Municipio de Tetela de Ocampo, Puebla que causan pérdida foliar y se
considera que los hongos podrian ser los responsables. El objetivo del presente trabajo fue
identificar los hongos asociados y proponer su biocontrol con bacterias antagénicas para
disminuir las afectaciones en la biomasa forestal provocada por las enfermedades fangicas.
Se realiz6 el muestreo de aciculas enfermas de arboles de pino. Se aislaron 42 hongos
provenientes de aciculas recolectadas en la zona de estudio. Los mas frecuentes fueron:
Diplodia sapinea, Curvularia sp., Alternaria alternata, Myrmaecium rubricosum, Daldinia
sp., Botryosphaeria dothidea, Annulohypoxylon styquium y Lophodermium sp. Se
realizaron ensayos de antagonismo in vitro con bacterias de los géneros Burkholderia sp. (2
cepas), Serratia sp. (3 cepas) y Stenotrophomonas sp. (1 cepa) que han demostrado efecto
inhibitorio contra hongos de origen agricola y forestal. El género bacteriano mas eficiente
fue Burkholderia. Se evalu6 el efecto antagonista de las seis cepas bacterianas contra dos
hongos inoculados en aciculas de P. patula en condiciones de cdAmara himeda. La mezcla
bacteriana del género Serratia sp. (cepas PIR-D, P3S-B y P5S-A) procedente del bosque
favorecio la sanidad de follaje y presenté la menor severidad (1.38%) e incidencia (1.66
lesiones por acicula) con respecto al control (4.72% de severidad y 2.77 lesiones por
acicula). En experimentos in situ (a los 12 meses posteriores de la primera aplicacion), la
mezcla bacteriana del género Serratia sp. (Biologico 1), también presenté menor severidad
(1.94%) e incidencia (2.75 lesiones por acicula) en pinos de regeneracion natural (3-5
meses de edad). Ademas, se encontrd que la aplicacién de la mezcla bacteriana procedente
de sistemas forestales estimulo el crecimiento de los arboles, mejordé su sanidad e
incremento la altura (150%) y diametro (211%). En Pinus patula de 15 afios de edad, las
bacterias favorecieron el menor porcentaje de severidad (1.30%), incidencia (1.50 lesiones
por acicula) y un mayor crecimiento de las aciculas con respecto al control (22.8 cm). Por
lo que, el control biolégico con bacterias de origen forestal son una alternativa en la
conservacion de la salud forestal en la especie P. patula, lo que podria beneficiar a los

sectores ecoldgico, econdémico, social y ambiental.



2. Abstract

There is evidence of diseases in Pinus patula (P. patula) from Tetela de Ocampo, Puebla
that causes foliar loss and fungi are probably responsible of the infection. The objective of
the present work was the identification of the associated fungus responsible of the Pinus
patula infection and elaboration of a proposal for its biocontrol using an antagonistic
bacteria to reduce the affectations in forest biomass. Sampling of diseased needles of pine
plants was carried out from which 42 fungi were isolated in the study area. The most
frequent identified fungi were: Diplodia sapinea, Curvularia sp., Alternaria alternata,
Myrmaecium rubricosum, Daldinia sp., Botryosphaeria dothidea, Annulohypoxylon
styquium and Lophodermium sp. In vitro antagonism tests were carried out using bacteria
of the genera Burkholderia sp. (2 strains), Serratia sp. (3 strains) and Stenotrophomonas sp.
(1 strain), that have shown an inhibitory effect against fungi of agricultural and forestry
origin. The most efficient bacterial genus was Burkholderia. The antagonistic effect of the
six bacterial strains against two fungi inoculated in Pinus patula needles under humid
chamber conditions was evaluated. The bacterial mixture of the genus Serratia sp. (strains
PIR-D, P3S-B and P5S-A) from the forest favored foliage health and presented the lowest
severity (1.38%) and incidence (1.66 lesions per neddle) with respect to control assays
(4.72% severity and 2.77 injuries by neddle). In situ experiments (12 months after the first
application) the bacterial mixture of the genus Serratia sp. (Biologico 1) also presented
lower severity (1.94%) and incidence (2.75 lesions per neddle) in pines of natural
regeneration (3-5 months of age). In addition, it was found that the application of the
bacterial mixture from forest systems stimulated the growth of the trees, improved their
health, the height (150%) and the diameter (211%) of the pines. In Pinus patula of 15 years
of age the bacteria (Biological) favored the lowest percentage of severity (1.30%),
incidence (1.50 lesions per neddle) and a better growth of the needles with respect to the
control assay (22.8 cm). Therefore, biological control with bacteria of forest origin is an
alternative in the conservation of forest health in the specie P. patula, which could benefit

the ecological, economic, social and environmental sectors.



3. Introduccién

Las zonas forestales son sistemas complejos conformados por organismos vegetales,
animales y microorganismos que cumplen un rol especifico y contribuyen al mantenimiento
de la biosfera. EI mantenimiento del equilibrio de estos sistemas es un requisito
indispensable para asegurar la interaccion de los diferentes factores del ambiente, que
hacen que el ecosistema mantenga su estabilidad dinamica. La relacién entre los individuos

y su medio, determinan la existencia de un equilibrio ecoldgico indispensable para la vida

de todas las especies (CONAFOR, 2016).

Los bosques de coniferas representan un factor de importancia en diferentes areas:

1. La econOmica; ya que genera recursos por la venta de madera, que se utiliza en la
construccion, muebles, paneles, pisos y para la fabricacion de sustancias como
trementina, colofonia, celulosa y papel.

2. La ambiental; estas plantas forman densos bosques que humedecen la atmdsfera,
regulan las lluvias y evitan las erosiones por efecto de las lluvias y el viento. Los pinos
brindan la forestacion en areas donde los arboles caducifolios no pueden crecer debido a
la extrema elevacion y la latitud.

3. La ecoldgica; ellos proveen habitat y fuente de alimento para la fauna en estas areas y
purifican el aire.

4. La social; proporcionan alimento para los seres humanos, ademas del valor paisajistico
que aportan a los espacios libres (FAO, 2005).

Las enfermedades que afectan la zona forestal en México se han expandido

alarmantemente. Constituyen uno de los cuatro factores principales que determinan la

dindmica de los ecosistemas junto con las plagas, el fuego y las condiciones climaticas. Los
hongos son los principales agentes asociados de enfermedades forestales pudiendo atacar
diferentes partes de las plantas y su funcionamiento en varias formas (sintomas). Por
ejemplo, aquellos hongos que causan defoliacién provocan una disminucién en la tasa

fotosintética; los causantes de cancros debilitan el tronco o reducen el transporte desde y

hacia las raices; los pudridores de raiz incrementan el riesgo a la caida por viento y reducen

la absorcion de agua y minerales (Belen et al., 2011).

Algunas enfermedades fungicas se manejan facilmente con soluciones quimicas, mientras

que otras se propagan rapidamente debido a que no hay medios conocidos para controlar la
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propagacion. Existen alternativas de combate a estas enfermedades, como medidas
culturales y la aplicacion de biocontroladores. El término biocontrol se refiere a la
manipulacion de agentes naturales por el hombre para reducir las pérdidas en agricultura,
forestacion o productos comerciales. Esta libre de los efectos secundarios indeseables
asociados a los pesticidas de amplio espectro, y es uno de los métodos de mejor relacion
entre costo y efectividad.

En esta investigacion se propuso la busqueda de los agentes fungicos asociados a la
enfermedad que provoca la pérdida foliar en P. patula presente en la zona forestal de Tetela
de Ocampo vy, la aplicacién del biocontrol como una alternativa que disminuya la infeccion

sin afectar el equilibrio del ecosistema.



4. Planteamiento del problema

México ocupa uno de los primeros lugares en tasas de perdidas de vegetacion forestal en el
mundo. Las estimaciones oficiales muestran una pérdida de vegetacion arbolada en los
ultimos afos de cerca de 1.08 millones de hectareas por afio (Velazquez et al., 2002).

La degradacion de los bosques es frecuentemente determinada por el uso no sustentable de
los recursos forestales. En zonas principalmente de clima templado, la extraccion de
productos es superior a la capacidad de regeneracion del bosque. Se estima que solo el
15.1% de la superficie total arbolada (56.8 millones de ha), estd bajo manejo técnico de
algun tipo. Se calcula que alrededor de 21.6 millones de hectareas (38%) tienen potencial
para la produccion comercial. La alteracion del medio y los trastornos ambientales
provocados por el hombre han provocado que los bosques sean uno de los ecosistemas con
mayor degradacion y pérdida de biodiversidad (FAO, 2015).

Las plagas y enfermedades forestales constituyen un factor importante de degradacion de
los bosques de clima templado. Actualmente la aplicacion de fungicidas como método de
control de enfermedades por hongos es el mas utilizado por su facil aplicacion. Cada uno de
ellos tiene una composicién y funcion diferente; asi como también ocasionan impactos
negativos al medio, al filtrarse a través del suelo o dispersarse en el aire, lo que genera una
contaminacion que puede extenderse hasta los mantos freaticos. Ademas, son altamente
toxicos para los seres vivos, ya que perjudican los pulmones, los ojos, la piel y son
venenosos al ingerirse (Crissman, 2002).

A pesar de los esfuerzos realizados por el sector forestal, existe una baja proporcion de la
superficie arbolada sujeta a diagndstico y deteccidn oportuna de las plagas y enfermedades
forestales nativas (CONAFOR, 2003). Puebla es un estado biodiverso ubicado en la parte
central de México. Se caracteriza por tener una amplia heterogeneidad de altitudes con
extensa variabilidad de climas y tipos de vegetacion, predominando los bosques de
coniferas y encino. En Puebla los bosques de pinos presentan dafios debido a una gran
variedad de factores bioticos, abioticos y antropicos (Ruiz et al., 1998; Cibrian et al., 2007;
Conabio, 2011). Lo anterior se debe principalmente al cambio del uso de suelo, incendios
forestales, pastoreo intensivo y a las talas clandestinas que provocaron la fragmentacion del
bosque en una superficie estimada en 107,551 ha (CONAFOR, 2004). Existen

defoliaciones en diferentes especies de pino en el estado de Puebla, siendo los hongos uno
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de los agentes involucrados de esta perdida foliar en la Sierra Norte de Puebla. La
evolucion de la enfermedad fangica que presentan los arboles de coniferas inicia con la
presencia de manchas cloroticas en las aciculas. En estado avanzado el color de las hojas se
vuelve café-rojizo con pequefias manchas de color negro que se traduce en dafio del pino
por defoliacion a diferentes niveles, hasta que se llega a provocar la muerte del hospedero
en casos graves. El mayor grado de infestacion por enfermedades fangicas, se encuentra en
Zacatlan y Tetela de Ocampo, Puebla, con un 100% de incidencia. En los meses entre
octubre y mayo, se crean las condiciones climaticas adecuadas de propagacion de los
hongos y de la caida foliar del pino, consecuencia del estrés hidrico del arbolado y del
viento como medio de dispersion (CONAFOR, 2015).

Durante el periodo 2011-2014, fueron detectadas defoliaciones en diferentes especies de
pino de la Sierra Norte de Puebla: P. patula, P. pseudostrobus, P. oaxacana, P. teocote, P.
leiophylla y P. montezumae; y en menor grado P. greggii y P. ayacahuite en
aproximadamente 14 municipios, entre los que destacan: Zacatlan, Tetela de Ocampo,
Aquixtla, Zautla, Xochiapulco y Zacapoaxtla. Durante 2015 se censo alrededor de 3,000 ha
infectadas. De no atender este problema se estima que podria extenderse a diferentes
estados de la Republica Mexicana. De acuerdo con los signos y sintomas observados
durante diversos recorridos, se ha determinado la presencia de micromicetos del género
Lophodermium sp., Pestaliotopsis spp. y Coleosporium sp. (Arriola et al., 2015) e insectos
del género Ocoaxo sp.

En la regién de la Sierra Norte del Estado de Puebla existen afectaciones por plagas y
enfermedades que estan siendo investigadas para su control o eliminacion. Afectan de
distinta forma, desde la disminucion foliar hasta la pérdida total del arbol cuando el dafio
persiste, provocando la pérdida de miles de hectareas de zona forestal. Por lo que, es
importante disefiar nuevas estrategias que ayuden a disminuir el dafio sin perturbar al

ecosistema.



4.1 Preguntas de investigacion

¢Cuales son los hongos asociados a la enfermedad fangica de P. patula en Tetela de Ocampo,
Puebla?
¢Como pueden controlarse de forma biol6gica la presencia de la enfermedad fangica de P.

patula en Tetela de Ocampo, Puebla?



5. Justificacion

Existe la evidencia de enfermedades en P. patula presentes en la zona forestal de Tetela de
Ocampo, Puebla. Se considera que los hongos son los responsables de la mayoria de las
enfermedades. El manejo sustentable de este recurso es de gran importancia, la propuesta
de técnicas encauzadas a presentar alternativas de manejo forestal posibilita su
conservacion y restauracion. Dada la importancia comercial y ecoldgica de esta especie en
el estado de Puebla, se pretende realizar una propuesta de biocontrol en P. patula con la
finalidad de disminuir la incidencia de las enfermedades flngicas, sin afectar su ecosistema
y con ello garantizar la densidad poblacional de la especie, siendo asi una respuesta a la
necesidad de conservacion del bosque de pinos en la regién y un aporte al conocimiento en
el area de estudio. La atencion de la enfermedad podria beneficiar a los sectores ecoldgico,
econdmico, social y ambiental con la mejora de la salud y biomasa del bosque. Lo que
contribuye a restablecer el equilibrio en el desarrollo de la vegetacion de P. patula afectada

por enfermedades fungicas sin afectar el ecosistema.



6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Elaborar una propuesta de biocontrol a través del uso de bacterias antagdnicas de la

enfermedad fangica presente en la zona forestal de Tetela de Ocampo, Puebla.

6.2 Objetivos especificos

1.

Aislar e identificar los hongos que afectan P. patula en Tetela de Ocampo, Puebla.

Determinar los hongos de mayor impacto en la zona forestal.

Seleccionar y caracterizar bacterias con actividad antifingica procedentes de zona

forestal y agricola.

Evaluar el antagonismo de bacterias como agentes de control biologico de hongos

en placas.

Desarrollar y aplicar ensayos de biocontrol en aciculas de P. patula en cadmara

himeda.

Validar el biocontrol de hongos patdgenos en P. patula en la zona forestal de Tetela

de Ocampo.



7. Hipotesis
7.1 Hipdtesis general

La inoculacién de bacterias de origen agricola y forestal tendran una respuesta antagonica
en los hongos patogenos de P. patula, lo que permitird disminuir significativamente la
enfermedad.
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8. Marco tedrico

El crecimiento economico mundial ejerce cada vez mayor presion en los recursos
forestales. La creciente urbanizacion y produccion de alimentos ha contribuido a que se
pierdan alrededor de 130 millones de hectareas de bosque, lo cual representa un costo para
la economia global de entre 2 y 4.5 billones de doélares al afio (FAO, 2018). En lo que
respecta a las perturbaciones debidas a plagas, enfermedades y fendmenos meteoroldgicos
graves, solamente 75 paises (que representan el 70% del total de la superficie forestal
mundial) presentaron datos sobre la superficie afectada, y notificaron en total casi 100
millones de hectareas de bosques afectadas por plagas y enfermedades. América del Norte
y Central informaron la superficie forestal afectada mas grande (58 millones de hectéreas).

La importancia economica y social del sector forestal es indudable. Se estima que la
produccién de madera y su industria transformadora, representa cerca del 1% del Producto
Interno Bruto (PIB) mundial y emplea a 0.4% de la mano de obra total. Puede llegar a
representar mas de 17% del PIB en algunos paises. En el &mbito social, se calcula que
alrededor de 1,000 millones de personas en el mundo dependen para su subsistencia de los
bosques, ya sea como red de seguridad econémica o como fuente directa de ingresos. Sin
embargo, el sector forestal es uno de los seis sectores que requieren una transformacion

tecnoldgica radical para conseguir la sostenibilidad mundial (FAO, 2012).

Los bosques y los arboles brindan contribuciones decisivas tanto a las personas como al
planeta al: 1.- fortalecer los medios de vida, 2.- suministrar aire y agua limpios, 3.-

conservar la biodiversidad y 4.- responder al cambio climatico.

Los bosques representan fuentes de alimentos, medicinas y combustible para méas de
mil millones de personas. Ademas de ayudar a responder al cambio climatico y proteger los
suelos y el agua, albergan mas de tres cuartas partes de la biodiversidad terrestre mundial,
proporcionan numerosos productos Yy servicios que contribuyen al desarrollo
socioeconOomico y son particularmente importantes para cientos de millones de moradores
de las zonas rurales, entre los que se cuentan muchas de las personas mas pobres del

mundo. La deforestacion, es causada principalmente por la conversion de la tierra forestal
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en zonas de agricultura y ganaderia, amenaza no solo a los medios de vida de los
silvicultores, las comunidades forestales y los pueblos indigenas, sino también a la variedad
de la vida en nuestro planeta. Los cambios de uso de la tierra dan lugar a una pérdida de
hébitats valiosos, a la degradacion de la tierra, la erosion del suelo, la disminucion del agua
limpiay la liberacion de carbono a la atmosfera. La calidad del agua, imprescindible para la
salud y la vida de las poblaciones tanto rurales como urbanas, esta directamente relacionada
con la gestién forestal (FAO, 2018).

La respuesta mundial al cambio climatico en términos de adaptacion, mitigacion vy
resiliencia debe centrarse mas en los bosques. Estos desempefian una funcién decisiva para
determinar la acumulacion de gases de efecto invernadero en la atmdsfera. Al actuar como
sumideros de carbono, absorben el equivalente a aproximadamente 2,000 millones de
toneladas de didxido de carbono cada afio. No obstante, la deforestacion es la segunda
causa mas importante del cambio climéatico después de la quema de combustibles fosiles y
representa casi el 20% de todas las emisiones de gases de efecto invernadero; mas que todo
el sector del transporte a nivel mundial. La gestion eficaz de los bosques puede fortalecer la
resiliencia y las capacidades de adaptacion a los desastres naturales relacionados con el
clima, lo que destaca la importancia de integrar las medidas basadas en los bosques en las
estrategias nacionales de reduccion del riesgo de catastrofes. Ademas de esto, los bosques
suministran aproximadamente el 40% de la energia renovable mundial en forma de
dendrocombustible; esto equivale a la energia solar, la hidroeléctrica y la edlica
combinadas (FAO, 2018).

México cuenta con aproximadamente 64 millones de hectareas de bosques de clima
templado y selvas que abarcan el 32% del territorio nacional. Es considerado como uno de
los 12 paises megadiversos (FAO, 2015). Esta gran diversidad bioldgica es producto de la
compleja topografia, la variedad de climas y la conexion de dos zonas biogeograficas
(neartica y neotropical), que constituyen un variado complejo de condiciones ambientales
(CONABIO, 2000). En las areas tropicales y de bosque es donde se encuentra la mayor
parte del patrimonio genético (calculada en el 10% del total mundial) que existe en México
(Benitez y Gonzélez, 1997). Tales recursos son de gran importancia para el pais desde el

punto de vista social, econdémico y ambiental. Aproximadamente el 80% de los bosques y
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selvas del pais se encuentran bajo régimen de propiedad social, constituidos en alrededor de
8,500 nucleos agrarios. Las poblaciones comprendidas en estos ndcleos estan
estrechamente relacionadas con los recursos forestales para la obtencion de sus principales
necesidades (FAO, 2005). Se estima que la remocién anual de madera es del orden de los
56 millones de m%afo. Varios centros urbanos dependen en gran medida de los servicios
ambientales que generan los bosques aledafios. La contribucion directa del sector forestal es
de 5,000 millones de dolares por afio (0.81% del PIB nacional) y genera alrededor de
100,000 empleos permanentes cuyo sueldo es entre 3-4 veces superior al sueldo derivado
de actividades agropecuarias (FAO, 2006). Durante las Gltimas décadas, la conservacion
forestal y los servicios ambientales forestales han tenido una importancia nacional y global.
La conservacion forestal es un tema particularmente sensible en México, uno de los paises
con una mega diversidad, donde los bosques sostienen una gran parte de dicha diversidad

bioldgica.

Los principales problemas del sector forestal son:

1. inseguridad de la tenencia de la tierra;

2. organizacion insuficiente de los ejidos y comunidades como unidades de produccion
forestal comercial;

3. sobre explotacion localizada del recurso;

4. un comercio exterior de productos forestales con un balance negativo de 12,000
millones de pesos por afio;

5. un sector privado con una crisis de competitividad internacional;

6. degradacion del medio ambiente; y

7. un inadecuado marco institucional y legal para promover la produccion forestal
sustentable, lo que resulta en altos costos de transaccion, caracterizado ademas por una

falta de continuidad administrativa y de politicas (FAO, 2006).

8.1. Tetela de Ocampo

El estado de Puebla esta delimitado principalmente por la Sierra Madre Oriental y la

Cordillera Neovolcanica. La primera con el nombre de la Sierra Norte de Puebla se

13



introduce al territorio poblano por el Noroeste, se descompone en las Sierras de
Zacapoaxtla, Huauchinango, Teziutlan, Tetela de Ocampo, Chignahuapan y Zacatlan. En el
estado de Puebla se encuentra la vegetacion de tres ecosistemas: templado-frio (bosques),
tropical (selvas) y zonas aridas (arido y semiarido) (INAFED, 2012). Los bosques de clima
templado-frio poseen una enorme capacidad de generar beneficios ecosistémicos, sociales y
econdmicos. Tienen un gran valor por ser la fuente principal de madera, por su contribucién
al ciclo hidrol6gico, por ser habitat y fuente de alimento de fauna silvestre y por su valor
estético, recreativo y en esta tesis como sitio de estudio. Los bosques presentan evidencias
de perturbacion, en la calidad y en la superficie arbolada. Esto se debe principalmente a los
cambios del uso del suelo, a los incendios forestales, al pastoreo intensivo y a las cortas
clandestinas de arboles que han provocado la fragmentacion del bosque (INAFED, 2012).

k2

*TETELA+

Figura 1. Localizacion del Municipio de Tetela de Ocampo, Puebla. INAFED (2012).

El Municipio de Tetela de Ocampo se ubica dentro de la Sierra Norte de Puebla (Figura 1).
Estad constituida por sierras mas o menos individuales comprimidas unas contra las otras

que forman altiplanicies intermontafiosas escalonadas hacia la costa (INAFED, 2014). La
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sierra que se levanta al sureste, al oriente del rio Zitalcuautla, tiene 7 kilometros de
recorrido. Se inicia al norte del poblado de Las Canoas y terminan en Capuluaque, con
2,800 metros de altura sobre el nivel del mar. La estructura de la masa forestal es la forma
en que los diferentes elementos del sistema se organizan en el espacio (Kimmins, 1997) y
se describe mediante tres caracteristicas: 1) diversidad y mezcla de especies; 2) distribucion
espacial y 3) variaciones en las dimensiones de los arboles (Gadow y Hui, 1999; Franklin et
al., 2002). Estos bosques presentan un clima templado subhimedo, con lluvias en verano,
temperatura media anual de entre 12° y 18° C y la del mes mas frio entre 3y 18° C. La
precipitacion del mes mas seco es menor de 40 mm. Las heladas en los meses de diciembre
a enero se presentan con una frecuencia de 20-40 dias al afio. La cadena montafiosa que
atraviesa el bosque es parte de la Sierra Madre Oriental, ubicandose en la Sierra Norte del
estado de Puebla, situada en la region noroccidental de la sierra (Dominguez-Hernandez et
al., 2012).

Esta sierra estd compuesta principalmente por un bosque de pino. La region esta afectada
por enfermedades fungicas que provocan la disminucion de la densidad vegetal y ponen en
riesgo el equilibrio ecosistémico. La ineficiencia de los tratamientos con fungicidas y los
efectos secundarios negativos, promueven la basqueda de alternativas, cuya finalidad sea el

control de las enfermedades sin afectar el ecosistema (Nicolas, 2011).

8.2 Pinus patula

Es una especie nativa de las regiones subtropicales de México, se distribuye en la parte
superior de la Sierra Madre Oriental. Abarca desde el norte del estado de Hidalgo hasta el
Cofre de Perote, en latitudes entre 16 °N a 24 °N y altitudes entre 1,500 y 3,100 m.

P. patula puede crecer en masas puras 0 asociado con otras especies como Pinus teocote.
En general se restringe a sitios humedos, subtropicales a calido-templado, con una
precipitacion anual 1000-1500 mm (Dvorak y Donahue, 1992).

Pinus patula es el pino mexicano mas plantado dentro y fuera de México, valioso por su
velocidad de crecimiento y calidad de su madera para produccion de madera en rollo y
material para celulosa (Gillespie, 1992; Dvorak et al., 2000; Velazquez et al., 2004). El
interés en la especie aumenta por su facilidad de manejo (Dvorak et al., 2000). Esta especie

puede crecer mas de 1 metro de altura por afio (Vela, 1980; Monroy, 1995). Es un arbol de
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porte mediano a grande, que en ejemplares longevos puede alcanzar alturas de hasta 40 my
120 cm de didmetro. El tronco es recto, cilindrico en un comienzo y bastante conico en casi
toda su longitud. En arboles jovenes, inicialmente la corteza es lisa y rojiza, y luego, ésta se
torna marron, aspera y se desprende en escamas. La distribucion de las ramas es variada,
aunque en general son verticiladas, las ramas pequefias son escamosas Yy rojizas. Los
rebrotes con algunos nodulos son verde palido hasta pardo rojizos. La copa es extendida
con ramas largas y colgantes. Esta especie desarrolla un buen sistema radical, pivotante y
profundo (Martin, 2015). Las hojas son aciculadas, agrupadas en fasciculos de 3 ¢ 4 agujas,
raramente presentan 2 0 5, persistentes en el arbol por 2 a 4 afios, de 20 cm por lo general,
aunque alcanzan longitudes entre 15 y 30 cm, son flexibles y péndulas de color verde-
azulado, brillantes, con los bordes finamente aserrados y dos haces fibrovasculares. Las
vainas de las aciculas son de color ceniza, persistentes y de 1.5 cm de largo. Las yemas
terminales son largas, erguidas y amarillentas (Parent, 1989). Sus flores son estrobilos
unisexuales sobre el mismo arbol. Las inflorescencias femeninas son de color purpura,
principalmente laterales, pedunculadas, solitarias 0 en pequefios racimos de hasta ocho
escamas, con pequefias espinas deciduas. Los frutos tienen forma de conos ovoides, duros,
puntiagudos, asimétricos, curvados en el extremo, persistentes en el arbol, de 4 a 12 cm de
largo por 2.5 a 5.0 cm de diametro, dispuestos en pedunculos cortos hasta de 1.5 cm vy,
frecuentemente agrupados de tres a siete. Las escamas que recubren los frutos son
redondeadas, con espinas deciduas, gruesas, de 2.0 cm de largo por 1.0 cm de ancho y se
abren periddicamente (Wormald, 1975). Sus semillas son pequefias, triangulares, de color
marron a negruzcas, de 3.0 a 5.0 mm de longitud, la membrana que las recubre tiene 2.0 cm
de largo y 1.0 cm de ancho, con lineas negruzcas engrosadas al final (Parent, 1989). La
madera que posee tiene una densidad anhidra de 0.48 g cm y una densidad béasica de 0.43
g cm aproximadamente. Es blanda, recién cortada presenta olor agradable a resina, de
color ligeramente amarillento, de durabilidad natural baja; debido a la susceptibilidad al
ataque insectos xil6fagos y de hongos que descomponen la madera. Se seca bien, tanto al
aire libre como en el secado artificial, lo que permite que sea ampliamente utilizada como
madera de aserrio; cuando se seca al aire tiende a presentar ligeras torceduras. Es de facil
preservacion por los métodos de inmersion, bafio caliente-frio y vacio-presion, lo cual

permite utilizarla en construccion, como tablilla para pisos, postes de transmision de
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energia y telefénicos. Ademas, es muy empleada en la construccion de viviendas. La
especie no se desarrolla bien en suelos poco profundos, debido a su baja retencién de
humedad. Se ha comprobado que esta especie puede extraer agua hasta 4.3 metros de
profundidad y desarrollarse adecuadamente sobre un horizonte endurecido, el cual es capaz
de romper (Wormald, 1975).

8.3 Plagas y enfermedades comunmente asociadas a Pinus patula.

Los problemas fitosanitarios que se reportan para pinos estan relacionados a plantaciones
establecidas con material vegetal de mala calidad. También pueden estar relacionados a
condiciones medioambientales inadecuadas para la especie. Algunas enfermedades se
manejan facilmente con soluciones quimicas o bioldgicas, mientras que otras se propagan
rapidamente a traves de una poblacion infectada debido a que no hay medios conocidos
para su control. Es importante no confundir los dafios causados por hongos con la toxicidad
por herbicidas o con deficiencias nutricionales, donde puedan estar implicados elementos
como boro, fésforo y potasio, entre otros (Figura 2). Las enfermedades se propagan de

muchas maneras, desde esporas hasta insectos, y muchas infectan a todas las especies de
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pino. Los arboles jovenes son especialmente susceptibles a los hongos (Riley et al., 2002).

Productos

Agentes e
quimicos

contaminantes
(Nox, HF, Sox) (fungicidas,

insecticidas, etc.)

Toxicidad por Deficiencias de
nutrientes nutrientes

Animales Factores de estrés
(plagas) ambiental

R Visualizacion N
(hongos, bacterias, Factores genéticos

etc.) de sintomas

Figura 2. Causantes de visualizacion de sintomas de deficiencias, trastornos o enfermedades en sistemas
forestales (UDU, 2015).

8.1.3.1 Principales plagas y enfermedades asociadas a la especie.

A) Fusariosis causada por Fusarium sp.: Este hongo provoca dafios en semillas, en plantas
de vivero y en arboles adultos. Penetra a nivel del suelo y luego infecta toda la planta
entrando por los conductos vasculares. Su importancia econémica aumenta cuando parasita
plantaciones jovenes, les ocasiona necrosis e interfiere en la conduccion de nutrientes hacia
las hojas, lo que provoca el secamiento de ramas o la muerte descendente de los individuos
mas susceptibles. La enfermedad estd asociada con el encorvamiento de los apices, la
deformacion o menor tamafio de los conos y concavidades resinosas en el tallo.

El género Fusarium es un patégeno distribuido ampliamente a nivel mundial (en mas 32
paises) y afecta a mas de 80 cultivos de importancia comercial, como el tomate y la cebolla.
Es un patégeno facultativo que parasita y enferma tejidos vivos. También puede

alimentarse de material muerto y en descomposicion. Presenta estructuras de resistencia
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que le permite sobrevivir en el suelo, durante 6 afios (Ospina et al., 2009). Debido a su
capacidad de crecer a 37°C, son considerados oportunistas, dependiendo de las heridas para
infectar la planta. En el ser humano puede causar infecciones sistémicas en humanos

inmunocomprometidos, con una alta mortalidad (Piontelli, 2011).

B) La banda roja de la acicula, causada por Mycosphaerella sp.: Esta enfermedad se
caracteriza por la presencia de bandas que rodean la acicula, inicialmente de color verde
claro que pasan a clor6ticas y luego a rojizas. Su presencia es mas frecuente en aciculas
mayores de un afio, en principio las aciculas nuevas permanecen sanas hasta que el proceso
se reinicia. En casos graves, la enfermedad puede atacar las aciculas del mismo afio. Este
Ascomycete, causa una enfermedad importante en las plantaciones de pino en varios paises.
Ocasiona el secamiento de las aciculas provocando la defoliacién de los arboles, lo que trae
como consecuencia la reduccion del area fotosintética y el vigor de los arboles afectados vy,
en casos graves la muerte del huésped. En su estado asexual (Dothristoma pini) se presenta
como un problema de importancia econdmica. Es frecuentemente encontrado en las
plantaciones de pino, sin que amerite la aplicacion de correctivos quimicos o biologicos; sin
embargo, es importante contar con las condiciones edafoclimaticas y de nutricién
adecuadas. Sin condiciones que le generen estrés, los arboles van a tener un mejor
desarrollo, que se expresa en su capacidad para la defensa contra enfermedades, una mayor

produccion y madera de mejor calidad (Ospina et al., 2009).

C) Volcamiento o pudricién causada por Phytophthora spp., Pythium spp., Rhizoctonia sp.:
Esta enfermedad se encuentra en semillas y plantulas, ocasionando la pudricion del cuello
de la raiz. Su presencia estd determinada por varios factores como: la humedad excesiva,
altos niveles de pH del suelo o del agua, altos niveles de materia organica, la aplicacion de
fertilizantes nitrogenados después de la germinacion, la siembra profunda, altas
temperaturas, la mala aireacion y los dafios fisicos ocasionados a las plantas. Estos hongos
pueden actuar en forma aislada 0 como un complejo con otros agentes patdgenos como
Fusarium sp. y nematodos. Afectan principalmente la raiz y ocasionan la necrosis del
hipocotilo a ras del sustrato, provocando la caida y muerte de la planta. Dafian las semillas
en germinacion antes y después de emerger. Estos microorganismos patégenos habitan en

el suelo durante varios afos y parasitan de forma que el micelio invade todo el sistema
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radical. Phytophtora sp. y Pythium sp. son Oomycetes del orden Peronosporales, presentan
zoosporas biflageladas, que son atraidas por las heridas o raices suculentas, por donde
entran en contacto, liberan el flagelo y posteriormente producen estructuras de anclaje y
penetracion, causando la pudricion himeda de la radicula y la muerte de plantas (Ramirez,
2009).

D) Muerte descendente causada por Diplodia sapinea: Deuteromyceto que pertenece al
orden Sphaeropsidales, familia Botryosphaeriaceae, es un parasito oportunista de coniferas
con distribucion mundial, pudiendo infectar las especies de abeto, cedro y alerce,
observandose los dafios mas severos en el género Pinus. Plantas de todas las edades pueden
verse afectadas por este patdgeno debido a la plaga del tizon, produciendo chancros en el
tallo, manchas en la madera, podredumbre de la corteza y el cuello, lo que puede producir
deformidad o la muerte regresiva. Ademas, estos patdgenos pueden persistir en plantulas
asintomaticas, ser transportadas con plantulas a los sitios de campo, y proliferar para causar
mortalidad después de plantar. La pudricion de semillas jovenes también se ha atribuido a
patdgenos de Diplodia sp. (USDA, 2012). Situaciones de estrés como sequia, heladas,
heridas, insectos y fertilizacion deficiente, entre otros, llevan a que este microorganismo
abandone su condicion de saprofito y parasite la planta, generando de esta forma la
enfermedad (Ospina et al., 2009). La enfermedad se hace perceptible solo cuando los
tejidos muertos del apice, ramas y brotes. Por lo general, se asocia a clorosis que avanza a
decoloraciones pardas rojizas generalizadas y secamiento del follaje de los arboles.
Ocasiona marchitamiento, necrosis y encorvamiento de los brotes apicales, ademas de la
produccion de abundantes exudados resinosos, seguido por el cambio de coloracion, meses
después del inicio de la infeccidn. Posteriormente se presenta muerte de aciculas y muerte
descendente, llegando a provocar en casos graves la muerte de la planta hospedera. Persiste
en tejidos sin causar ningun dafio visible asociado con un estado latente del patégeno
(Stanosz et al., 1997). Se ha demostrado que el estrés ambiental de una variedad de fuentes
induce o agrava el dafio causado por las especies de Diplodia. Entre estos, el estrés hidrico
parece ser el mas importante (Blodgett et al., 1998) aunque otros factores predisponentes,
como un sitio deficiente, el granizo, la nieve, el dafio por heladas y los insectos pueden

mejorar la colonizacion de D. sapinea (Smith et al., 2002).
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E) Mancha azul en trozas de Pinus patula causada por el hongo cromégeno Ceratocystis
sp.: Esta enfermedad ocasiona una coloracion azul originada por la accion de varios hongos
cromdgenos entre los que se encuentra Ceratocystis sp. Los hongos de este género afectan
principalmente arboles semisecos, muertos o recién cortados. A medida que el hongo
penetra hacia el interior de la madera, lentamente colorea azul violaceo toda la seccion
transversal. Las hifas del micelio se desarrollan principalmente en las células de los radios
lefiosos (Aleman et al., 2003). Aunque la mancha no deteriora la estructura de la madera, se
ha encontrado asociada a la pudricion temprana de la madera (Solano, 1987). La presencia
de la enfermedad no afecta la calidad de la madera, ni sus propiedades mecanicas para
aserrio o para pulpa. Cambia el color, reduciendo su valor comercial, ya que limita su uso
con fines decorativos o donde el brillo y la limpieza sean necesarios. La madera con
mancha azul, para el caso de que su uso sea pulpa, incrementa los costos por el proceso de
blanqueo y reduce la calidad del papel, lo cual le resta valor comercial (Lambeth et al.,
1989). El desarrollo del hongo se facilita a temperaturas entre 20-30°C y humedad del
ambiente alrededor del 65%. Su presencia se disminuye entre 0-5°C y 35-45°C, y por
debajo del 20% o por encima del 90% de humedad del aire; por ello, dos controles de facil
aplicacion son el secado rapido o la irrigacién (Lambeth et al., 1989). En la industria de la
madera se utilizan fungicidas para preservar la madera de aquellos hongos que causan

manchas o pudricion.

8.4 Control bioldgico.

El término control biolégico es un fendmeno natural que consiste en la regulacién
poblacional de plantas y animales por medio de enemigos naturales como: parasitos,
depredadores y patdgenos. También se refiere al control aplicado de plagas, técnica que
incluye la manipulacion de esos agentes naturales por el hombre para reducir las pérdidas
en agricultura, forestacion o productos comerciales.

El control bioldgico se implementa de tres formas diferentes o combinaciones de estas:

1. Conservativo: Consiste en alterar las practicas culturales en los cultivos con la finalidad

de favorecer el desarrollo de los agentes de control biologico natural y sus efectos.
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2. Aumentativo: Los agentes de control biologico se producen en forma masiva en el
laboratorio y se aplican en forma inoculativa o inundativa.
3. Clasico: Es la aplicacion compuesta por el descubrimiento, importacion y
establecimiento controlado de enemigos naturales exoéticos.

El control biologico esta libre de los efectos secundarios indeseables asociados a los
plaguicidas de amplio espectro y es uno de los métodos de mejor relacion entre costo y
efectividad. Cuando es aplicado por especialistas, bajo principios establecidos, el control
biolégico es seguro y no tiene efectos adversos sobre el ecosistema (Rodriguez et al.,
2010).

Se denomina natural y artificial o aplicado; cuando se refiere a la accion de los enemigos
bioldgicos sin y con la intervencion del hombre respectivamente (Hajek, 2004). Las
medidas comunes utilizadas para el control de las enfermedades fangicas son el uso de
productos quimicos y préacticas culturales. Sin embargo, el control por medio de dichas
practicas se ve restringido por razones economicas y ecoldgicas. La aplicacion del
biocontrol es una alternativa eficiente y se ha producido por la inoculacion de diferentes
organismos como: Trichoderma sp., es uno de los agentes biocontroladores mas utilizados,
inhibe el crecimiento de Fusarium circinatum y de Diplodia sapinea, ha mostrado su
capacidad antagonista a través de la competencia por recursos. Controla otros hongos
fitopatdgenos mediante competencia, antibiosis y micoparasitismo, ademas favorece el
desarrollo radical y la asimilacion de nutrientes como el fésforo (Romero y Olivera, 2015).
Serratia sp. ha sido utilizada como biocontrolador de enfermedades fungicas causantes de
pudricién en raiz (Dhar et al.,, 2018), asi como Burkholderia cepacia ha mostrado
capacidad de biocontrol contra Colletotrichum gloeosporioides (de Los Santos-Villalobos

etal., 2012).
9. Materiales y métodos.

9.1 Sitio de estudio.

La zona de estudio esta ubicada en el Municipio de Tetela de Ocampo, Puebla (Figura 3).
Estd compuesta por bosque natural con una altitud de 1,830 msnm en el cual la edad del
pino oscila entre los 36.90 y 52.27 afios, con un promedio de 46.20 afios (Dominguez-

Hernandez et al, 2012). Sin evidencias de aprovechamiento forestal, comprendiendo una
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superficie total de 10.55 hectareas con restricciones de acceso durante la época de lluvias,

por sus pendientes pronunciadas.
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Figura 3. Localizacién geogréfica del sitio. Fuente: Elaboracion propia. Mapoteca BUAP. 2018

La validacion del biocontrol en condiciones naturales se realiz6 en dos sitios. EIl primero de
ellos estd conformado por una zona de Pinus patula de regeneracion natural con una edad
préxima a los 5 meses (Figura 4). Se aplico un total de 12 tratamientos a un total de 48
pinos en el primer sitio. El segundo, es una zona de bosque de pino establecida cuya edad
promedio de pino fue de aproximadamente 15 afios (Figura 5). Se utiliz6 un total de 5

tratamientos con 10 repeticiones cada uno.
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Figura 4. Localizacién del sitio de pinos de regeneracion natural. Fuente: Elaboracién
propia, Mapoteca BUAP.

Figura 5. Localizacién del sitio de pinos de 15 afios. Fuente: Elaboracion propia, Mapoteca
BUAP.
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9.2 Metodologia.

9.2.1 Fase de muestreo.

Se tomaron 13 muestras: seis de acicula y tres de tallo para su analisis microbiolégico y
cuatro de suelo para su analisis microbioldgico, fisico y quimico (Figura 6). De cada una de
ellas se capturaron los datos respectivos de: Nombre del colector. Nombre de la planta
colectada (familia, género, especie). Lugar georreferenciado. Cultivo o ambiente
(establecido o introducido). Fecha. Observaciones adicionales (estado de la planta, signo,

sintomas, condiciones climaticas, etc.).

Acicula

Tallo

e L
IR 0

Figura 6. Estratos de coleccion de muestras en Pinus patula.
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9.2.2 Fase de laboratorio.

9.2.2.1 Caracterizacion del suelo.

Se efectuaron los analisis fisicos y quimicos necesarios, de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad,
salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis. Con la finalidad de
caracterizar el suelo y detectar las deficiencias nutricionales.

Se determind la poblacién microbiana cultivable en suelo por la técnica de diluciones
seriadas y cuenta en placa. La técnica permitié detectar a los organismos presentes en cada
muestra. Se determind el nimero de microorganismos en relacion con las colonias que se
forman a partir de unidades formadoras de colonia (UFC). Se realizaron siembras
repetitivas hasta lograr que cada colonia formada proviniera de un solo microorganismo.
Las diluciones se sembraron en agar de soya y tripticaseina (TSA), agar de MacConkey
(AMC), Agar de Papa y Dextrosa (PDA) y Agar Czapek Dox (ACD).

9.2.2.2 Aislamiento de hongos patdgenos.
Para el aislamiento de los hongos asociados a la enfermedad se sembraron muestras de P.
patula (acicula, tallo, raiz) y suelo en los medios de cultivo: agar agua, PDA y tejido en

camara himeda. Se aislaron 42 hongos que se purificaron y se procedio a su identificacion.

9.2.2.3 Identificacion de hongos asociados a P. patula.

1) Caracterizacion fenotipica. Los hongos patégenos se identificaron por observacion de la
morfologia macroscépica de las colonias. La identificacion microscopica se realiz6 por la
técnica de microcultivo en caja Petri, a traves de la observacion de las estructuras fungicas
de reproduccion. La técnica consisti6 en colocar un bloque de agar de 1 cm? sobre un
portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos. Se sembréd el bloque con el hongo a
identificar y se incubo dentro de una placa de vidrio hasta que el crecimiento del hongo fue
evidente. Se prosiguio a colocar una gota de azul de metileno sobre el crecimiento fungico
y se observd al microscopio.

2) La caracterizacion genética se realiz6 a los 10 hongos mas frecuentes asociados a la
enfermedad en P. patula. Los hongos fueron cultivados en caldo de papa y dextrosa e

incubados a 30°C durante 7 dias. La masa micelial fue cosechada por filtracion. Se realiz6
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la lisis celular para la extraccion de ADN de acuerdo con el manual Wizard Genomic DNA
Purification Kit de Promega. EI ADN se us6 para la amplificacion de las regiones
intergénicas  ITS1 e ITS2. Se utilizaron los  oligonucledtidos  ITS1
(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°),
para la amplificacion de los espacios transcritos internos situados entre los genes
ribosomales (rARN) 18S-5.8S y 5.85-28S (White et al., 1990) por la técnica de la reaccién
en cadena polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) y
sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) a través de UNIPARTS. La reaccion
se llevo a cabo dentro de un termociclador (Techne®TC-3000G), en un volumen final de

50 uL, los cuales contenian 17 uL de agua estéril, 2 uL de cada oligonucledtido (ITS1 e

ITS4), 25 puL de enzima GoTaq de Promega® (PCR Colorless Master) y 4 uL de DNA
gendmico. El programa de PCR consistié en un paso inicial de desnaturalizacién a 94 °C
por 2 minutos, seguido por 33 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 49 °C por 1 minuto y 72 °C
por 3 minutos, y un paso final de 72 °C por 7 minutos. El producto amplificado por PCR se
verificd por electroforesis en gel de agarosa al 3% a 80 V durante 50 min. El gel se tifi6
durante 30 minutos con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain. Se observaron las bandas
obtenidas en el gel con ayuda de un transiluminador (WiseUV® Wisd WUV-L50). Los
productos de PCR se purificaron con DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit y
fueron secuenciados por Servicios Gendmicos Langebio del Centro de Investigacion y
Servicios Avanzados (CINVESTAYV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) en Irapuato,
Guanajuato, México. Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas
Lite®. Y posteriormente fueron comparadas para su alineamiento con la base de datos del
GenBank del National Center for Biotechnology Information (The Basic Local Alignment

Search Tool: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

9.2.2.4 Seleccion y caracterizacion de bacterias con actividad antifungica.

Se usaron seis bacterias con capacidad antifingica procedentes del sector agricola y del
sector forestal (Cuadro 1), pertenecientes a la coleccion del Laboratorio de Microbiologia
de Suelos del Centro de Investigacion en Ciencias Microbiol6gicas-ICUAP. Bacterias
eficientes en la inhibicion de los hongos fitopatdgenos fueron caracterizadas genéticamente

a partir de la extraccion de ADN, realizada de acuerdo con el procedimiento del Kit de
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purificacion de ADN genomico Wizard de Promega y la técnica PCR para la amplificacion
del gen 16S ARNIr. Se usaron como iniciadores fD1 y rD1 sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT) a través de (UNIPARTS). La reaccién se llevo a cabo dentro de un
termociclador (Techne®TC-3000G), en un volumen final de 50 uL, los cuales contenian
23.5 uL de agua estéril, 5 uL de cada oligonucleotido (fD1 y rD1), 12.5 uL de enzima
GoTaq de Promega® (PCR Colorless Master) y 4 uL de DNA genomico. El programa de
PCR consistié en un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 3 minutos, seguido por
34 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 63.2 °C por 1 minuto y 72 °C por 2 minutos, y un paso
final de 72 °C por 5 minutos. Los productos de PCR se observaron por electroforesis en gel
de agarosa al 3% a 80 V durante 120 min. El gel se tifi6 con GelRed® Nucleic Acid Gel
Stain durante 45 minutos. Se observaron las bandas obtenidas en el gel con ayuda de un
transiluminador (WiseUV® Wisd WUV-L50). Los productos de PCR se purificaron con
DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit y fueron secuenciados por Servicios
Genomicos Langebio del Centro de Investigacion y Servicios Avanzados (CINVESTAV)
del Instituto Politécnico Nacional (IPN) en Irapuato, Guanajuato, México. Las secuencias
obtenidas se analizaron con el programa Chromas Lite®. Y posteriormente fueron
comparadas para su alineamiento con la base de datos del GenBank del National Center for
Biotechnology  Information  (The Basic Local Alignment Search  Tool:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Cuadro 1. Clave, origen, género y especie de bacterias
antagdnicas hacia hongos patdégenos de pino.

Clave Origen Especie

PIR-D Forestal Serratia proteamaculans
AM12 Agricola Burkholderia gladioli
P5S-A Forestal Serratia grimesii

CA48 Agricola Stenotrophomonas sp.
P3S-B Forestal Serratia sp.

AM6 Agricola Burkholderia sp.

9.2.2.5 Pruebas de control bioldgico en placas de Petri.
Los 10 hongos patdégenos mas frecuentemente encontrados en asociacion con la enfermedad
en P. patula de Tetela de Ocampo se usaron para ensayos de antagonismo. Se realizaron

ensayos de antagonismo en placas de Petri que contenian agar infusion de papa. Se usaron
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seis bacterias seleccionadas (Cuadro 1) y caracterizadas contra los 10 hongos patogenos.
Las bacterias se inocularon en forma radial sobre el agar. EI hongo reto, se sembrd por
picadura en el centro de la placa y se registré el crecimiento de las colonias del hongo cada
24 horas durante seis dias. El experimento se realizo con tres repeticiones por cada uno de

los enfrentamientos.

9.2.2.6 Ensayo de control biol6gico en cdmara himeda.

Se utilizaron charolas de plastico transparente con medidas de 20 cm x 25 c¢cm con la
finalidad de favorecer la visibilidad, el desarrollo fangico y las condiciones de humedad.
Las charolas se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 10% y se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril. Se coloco papel absorbente previamente esterilizado en el
interior de las charolas y se colocaron cinco aciculas en cada uno de los diferentes
tratamientos. Se infectaron las aciculas con dos de los hongos maés frecuentes en la zona
forestal (M1MtPpA-PDAR5 y M4:MtPpa-PDARS), tratdindose con inoculaciones
periodicas de las seis bacterias en estudio (AM6, AM12, CA48, PIR-D, P3S-B y P5S-A) y
sus mezclas por 20 dias. Las camaras humedas se incubaron a temperatura ambiente
realizando todo el proceso en condiciones de esterilidad. Se monitored el desarrollo fangico
y se evalud el porcentaje de severidad e incidencia de la enfermedad en los distintos
tratamientos al término del experimento (a los 20 dias de la primera inoculacion

bacteriana).

9.2.3 Fase de campo.

9.2.3.1 Aplicacion de control biolégico en campo.

Las cepas bacterianas que mostraron mayor eficiencia en ensayos de laboratorio fueron
evaluadas en las dos parcelas experimentales en la zona afectada. Se realizaron
inoculaciones en tres periodos (junio, noviembre y mayo) de 2017-2018. Se trabajaron los
tratamientos mostrados en los Cuadros 2 y 3, contrastando en ambos casos con tratamientos
control sin la presencia de bacterias. Al termino de 12 meses, se evalud el porcentaje de
infeccion en las plantas de pino y la incidencia de lesiones en las aciculas para cada uno de

los tratamientos aplicados.
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Se evaluo periodicamente el avance de la infeccion en las plantas con tratamiento y sin
tratamiento, obteniendo muestras de las plantas para analizar la presencia de los hongos. Se
aplicaron los tratamientos en dos zonas de Tetela de Ocampo, una conformada por pinos
pequefios de regeneracion natural cuya edad oscila entre los 3 y 6 meses, y otra de pinos de

aproximadamente 15 afos.

9.2.3.2 Aplicacién de control biolégico en campo en Pinus patula de regeneracion natural.
Se inocularon 48 arboles de pino de entre 3 y 6 meses de edad en la zona forestal de Tetela
de Ocampo, Puebla para evaluar la capacidad antagOnica de las bacterias en condiciones

naturales aplicando los siguientes tratamientos:

Cuadro 2. Ensayos de antagonismo en campo con bacterias, fungicida, solucion nutritiva y
promotores de crecimiento aplicadas a Pinus patula de regeneracion natural.

Tratamiento

Clave

Contenido

Bioldgico 1 AM6, AM12, CA48 Burkholderia sp., Burkholderia gladioli, Stenotrophonomas sp.
Biologico 2 P5S-A, P3S-B, PIR-D Serratia sp., Serratia proteamaculans, Serratia grimesii
Biolégicoly 2 (AM6, AM12, CA48) + Bioldgico 1 + Bioldgico 2
(PIR-D, P3S-B, P5S-A)
Control Control Agua
Quimico Fungicida Clorotalonil
Nutritivo Solucién nutritiva (M) Macronutrientes y micronutrientes
Nutritivo + M+B1+B2 NPK + Nutrientes + Biologico 1 + Biologico 2
Bioldgico 1y 2
BPCV Biofertilizante (B1O) Biofertilizante
BPCV + BIO+M Biofertilizante + Macronutrientes
Nutritivo
AS + Bioldgico AS+B1+B2 Acido salicilico + B1 + B2
ly?2
Acido salicilico AS Acido salicilico
AS + Bioldgico AS+B1+B2+M Acido salicilico + B1 + B2
ly2+
nutritivo

B1= Bioldgico 1, B2= Biolc')gicp 2, Macronutrientes= M, Biofertilizante = BIO, BPCV= Bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, AS= Acido salicilico, PIR-D= Serratia proteamaculans, P3S-B= Serratia sp., P5S-
A= Serratia grimesii, AM6= Burkholderia sp., AM12= Burkholderia gladioli, CA48= Stenotrophomonas sp.

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de bacterias con actividad antifingica en la
zona forestal, la aplicacion de fertilizacion quimica a través de una solucion nutritiva para
valorar alguna limitacion nutricional que les provocara vulnerabilidad a desarrollar
enfermedades fungicas, asi como acido salicilico para inducir la respuesta sistémica de los

pinos. Y la aplicacién de un fungicida quimico comercial (clorotalonil).
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9.2.3.3 Control bioldgico en Pinus patula de 15 afios en condiciones de campo.

Con apoyo de la Comision Nacional Forestal a través de la brigada de sanidad forestal, se
inocularon arboles de pino con el uso de fumigadoras Hyundai HYD2530V. Se realizaron
10 repeticiones por cada uno de los cinco tratamientos seleccionados en la zona forestal de
Tetela de Ocampo, Puebla. Se evalué la capacidad antagénica de las bacterias en
condiciones propias del bosque de pino, la respuesta de la enfermedad con la aplicacion de

nutrientes y la aplicacion de un fungicida quimico (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos aplicados a Pinus patula de 15 afios en condiciones de campo.

Tratamiento Contenido

Biologico Bacterias: PIR-D, P3S-B, P5S-A
Quimico Clorotalonil

Nutritivo Solucion de macronutrientes
Biologico + nutritivo Tratamiento Bioldgico y Nutritivo
Control

PIR-D= Serratia proteamaculans, P3S-B= Serratia sp., P5S-A= Serratia grimesii

La enfermedad se evalué con base en dos parametros: el porcentaje de severidad y la
incidencia de lesiones en las aciculas. Para calcular el porcentaje de severidad se empled la

escala de grado de lesion (Figura 7) y se aplicé la siguiente formula:

% de severidad= X(n*g) / N*G (Rodas, 2015)

Donde:

n= namero de lesiones

g= grado de lesion (evaluado con la escala)
N= namero total de lesiones

G= numero total de grados de la escala (6)
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Figura 7. Escala para calcular el grado de lesién acicular.

9.3 Andlisis estadistico

Se utiliz6 un analisis de varianza (ANOVA) en el disefio experimental, que prueba la
hipdtesis de que las medias de dos 0 mas poblaciones son iguales. Los ANOVA evallan la
importancia de uno o mas factores al comparar las medias de la variable de respuesta en los
diferentes niveles de los factores (Baron, 2006). Se aplic6 ANOVA y la comparacién entre
pares usando una prueba de Tukey, ambos con un valor de significancia p<0.05

El ANOVA de un solo factor es una prueba de hipdtesis que evalGa dos enunciados. La
hipotesis nula (H,), todas las medias grupales son iguales. Contra, la hip6tesis alternativa
(Hy), alguna de las medias grupales es distinta.

Es decir:

Si, (p-valor) > 0.05 aceptamos H, — todas las medias grupales son iguales.

Si, (p-valor) < 0.05 rechazamos H, — alguna de las medias grupales es distinta.
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10.- Resultados y discusion

10.1 Fase de muestreo.
Las muestras de acicula mostraron lesiones provocadas por los hongos las cuales

presentaron coloraciones amarillo-rojiza, puntos rojos, blancos y cafés (Figura 8). Se

incluy6 muestras de aciculas, tallo y suelo de la zona (Figura 9).

Figura 9. Muestreo de suelo.
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A las muestras de suelo, tallo y aciculas se les asignaron claves para su identificacion, con
la finalidad de dar uso y manejo adecuado. Se tomaron las coordenadas correspondientes a
cada muestra, necesarias para la adecuada ubicacion del lugar de muestreo y localizacion
del problema, datos mostrados en la Cuadro 4:

Cuadro 4. Procedencia de las muestras de P. patula recolectadas en Tetela de Ocampo.

Muestra Clave Latitud norte Longitud oeste msnm
Acicula M1MtPpA 19°49°14.25" 97°47°59.11” 1757
Suelo M1MtPpS

Acicula M2:MtPpA 19°49°14.14” 97°47'57.32”" 1776
Tallo M2:MtPpT

Acicula M2:MtPpA

Tallo M2:MtPpT

Suelo M2MtPpS

Acicula M3MtPpA 19°49°13.45” 97°47°48.48"" 1773
Tallo M3MtPpT

Suelo M3MtPpS

Suelo M4MtPpS 19°48°10.45 97°47°53.48”" 1754
Acicula M4:MtPpA

Acicula M7MtPpA 19°49712.23” 97°47°52.46" 1750

Mn= nimero de muestra, Mt: municipio de Tetela, Pp: Pinus patula, A: acicula, S: suelo, T: tallo
msnm= metros sobre el nivel del mar.

10.2 Fase de laboratorio.
10.2.1 Caracterizacion del suelo.

Cuadro 5. Analisis fisico y quimico de suelo asociado a P. patula de regeneracion natural.

Muestra
Parametro Unidades M1MtPpS M2MtPpS M3MtPpS M4MtPpS
pH 04.90 04.20 04.50 04.50
M.O. % 01.13 02.47 00.70 00.75
Nt. % 00.07 00.13 00.05 00.06
Ca cmolc/kg? 01.10 02.20 06.40 08.70
Mg cmolc/kg 00.70 01.70 02.10 02.90
Na cmolc/kg 00.40 00.40 00.50 00.40
K cmolc/kg 00.20 00.20 00.60 00.10
CIC cmolc/kg 14.90 18.50 15.80 16.90
P mg/kg 01.00 01.10 01.00 01.00
DA gmL? 01.24 01.21 01.24 01.26
CE dS/m 00.08 00.08 00.10 00.05

Valores en negritas corresponde a valores bajos (NOM-021-SEMARNAT-2000). Abreviatura: Mn: ndmero
de muestra, Mt: municipio de Tetela, Pp: Pinus patula, S: suelo.
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Cuadro 6. Analisis fisico y quimico de suelo asociado a P. patula de 15 afios.

Muestra Valores

Parametro | Unidades M1IMtPpSF M2MtPpSF M3MtPpSF MAMLtPPSF  en
pH 07.40 07.20 07.60 05.40 negritas
M.O. % 02.21 01.40 01.88 02.15 o o
Nt. % 00.12 00.09 00.10 00.11  valores

Ca cmolc/kg 31.00 38.80 38.80 14.30 bajos
Mg cmole/kg 00.70 00.80 00.40 0040 OV
Na cmolc/kg 00.40 00.40 00.50 00.10 SEMARN
K cmolc/kg 00.20 00.30 00.20 00.30 AT-2000).
CIC cmolc/kg 28.10 32.50 29.60 23.50 fa?rev':/fz_
P mg/kg 07.00 05.00 05.00 08.00 ndmero de
DA gmL? 01.19 01.20 01.21 01.20 muestra,
CE ds/m 00.36 00.37 00.37 00.15 Mt
municipio

de Tetela, Pp: Pinus patula, S: suelo, F: procedente de zona forestal.

El analisis de suelo se mostré un pH fuertemente acido correspondiente a las muestras de
los pinos de regeneracion natural comprendido entre 4.9 y 4.2 como se muestra en el
Cuadro 5, valores no favorables para el desarrollo 6ptimo de Pinus patula, que deben
oscilar entre 5.0 y 5.5 (Ramirez de G., 1991). Un valor de pH é&cido reduce la actividad
bacteriana y aumenta la accion de hongos (Porta et al., 2003), estos suelen tener mayor
capacidad de adaptacion a intervalos de pH méas amplios que otros microorganismos en el
suelo, siendo 6ptimo entre 4 y 6 (Rousk et al. 2009). Se encontraron valores bajos en
contenido de materia organica, nitrégeno, fosforo y potasio en las muestras 1, 3 y 4 de los
pinos de regeneracion natural de acuerdo con la clasificacion de la NOM-021-
SEMARNAT-2000, condicionantes para el 6ptimo desarrollo de las plantas (Cuadro 5). En
el caso de los pinos de 15 afios se encontraron 3 muestras con pH medianamente alcalino
(pH entre 7.6 y 7.2), GUnicamente la muestra M4MtPpSF present6 un pH &cido (pH = 5.4).
Esta muestra ostentd un contenido de materia organica medio (2.15%) y valores medios de
nitrégeno total (0.11%) (Cuadro 6). Las muestras de suelo de los pinos de 15 afios tienen
valores bajos en contenido de fésforo y potasio, los cuales al ser nutrientes primarios son
requeridos en grandes cantidades. El fésforo (P) es importante para la transferencia de
energia, la fotosintesis y procesos quimico-fisiolégicos, ademas de ser un factor
especialmente limitante para el desarrollo de la especie (Ramirez de G., 1991). El potasio
(K) es vital en la sintesis de carbohidratos y de proteinas, mejora el régimen hidrico de la
planta y aumenta su tolerancia a la sequia, heladas y salinidad. Las plantas bien provistas

con K sufren menos de enfermedades (FAO, 2002). Se encontr6 ademas deficiencia en el

35



contenido de nitrogeno (N), macronutriente principal en el crecimiento, se combina con
componentes producidos por el metabolismo de carbohidratos para formar aminoacidos y
proteinas (FAO, 2002). La visualizacion de los sintomas de deficiencias, trastornos o
enfermedades presentes en sistemas forestales puede ser ocasionada por diversos factores y
relaciones entre estos, siendo la deficiencia nutricional un factor detonante al originar la
necrosis, clorosis, deformaciones foliares y marchitamiento de los rebrotes (UDU, 2015).
Por ello, puede ser un factor determinante al ocasionar vulnerabilidad en los arboles de pino

hacia las enfermedades fungicas al no ser suficientes para lograr un desarrollo éptimo de la

especie.
Cuadro 7. Anélisis microbiolégico de suelo asociado a Pinus patula.
Muestra Bacterias Bacterias  Actinomicetos Hongos Actividad de
mesofilas Gram enzima
aerobias negativas deshidrogenasa
UFC g suelo UE
M1MtPpS  463,000+72,000 6,000+240  440,000+£28,000  16,400+3,100 29.36 + 3.42
M2MtPpS 61,000+7,000 1,550+110  260,000+78,000  42,000+2,800 28.74 +5.66
M3MtPpS  256,300+13,000 6,600+424  425,000+7,000 2,850+236 29.78 £ 9.10
M4MtPpS  836,000+123,000  3,500+£141  580,000+113,000  10,450+1,200 43.48 +2.84

Mn: ndmero de muestra, MT: municipio de Tetela, PP: Pinus patula, A: acicula, S: suelo, T: tallo. UE: Unidades
enzimaticas.

El analisis microbiolégico de las muestras de suelo evidencié que la muestra M4MtPpS
exhibe la mayor actividad microbioldgica por gramo de suelo al presentar los valores mas
elevados correspondientes a la presencia de bacterias mesofilas aerobias (8.3x10° UFC g
suelo), actinomicetos (5.8x10° UFC g suelo) y actividad de la enzima deshidrogenasa
(43.48 + 2.84 UE) (Cuadro 7), indicador bioldgico utilizado para establecer la actividad
microbioldgica del suelo en relacion con el porcentaje de materia organica (Ochoa et al.,
2007). Estos valores son el reflejo de las condiciones fisicas y quimicas caracteristicas de la
muestra de suelo que permiten el desarrollo de los procesos metabdlicos de bacterias,
actinomicetos y enzimas sobre los substratos organicos, siendo también esta diversidad
microbiana un indicador de la buena salud de la muestra de suelo (Garbisu et al. 2007). La
muestra M2MtPpS presentd 4.2x10* unidades formadoras de colonia por gramo de suelo
de hongos, un valor muy elevado en comparacion a las deméas. También presentd menor
cantidad de bacterias mesoéfilas aerobias (6.1x104), bacterias Gram negativas (1.5x107

UFC g?' suelo), actinomicetos (2.6x10° UFC g* suelo) y actividad de enzima
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deshidrogenasa (28.74 UE), fue la Unica muestra de pinos de regeneracion natural que no
presentd deficiencias en contenido de materia organica y nitrégeno por lo que se puede
inferir que ostenta las condiciones fisicas y quimicas adecuadas para el desarrollo de

hongos, pero no de bacterias.

10.2.2 Aislamiento de hongos patégenos.

Cuadro 8. Hongos aislados de Pinus patula de Tetela de Ocampo, Puebla.

Clave Numero de hongos Hongos seleccionados
aislados por muestra
M1MtPpA 9 9
M1MtPpS 9 9
M2:MtPpA 9 6
M2;MtPpA 10 7
M2MtPpS 5 5
M3MtPpA 22 10
M3MtPpS 5 5
M4AMtPpS 2 2
M4;MtPpA 16 6
M7MtPpA 7 4

Mn: nimero de muestra, Mt: municipio de Tetela, Pp: Pinus patula, A: acicula, S: suelo, T: tallo

El método de aislamiento usado en este estudio favorecid el rapido crecimiento de los
hongos presentes en aciculas de pino. Por lo tanto, algunas de las especies de crecimiento
lento pudieron haber sido excluidas, asi como todas las especies no cultivables en PDA
(Sans-Ros et al., 2015). La alta proporcién de aislamientos exitosos mostrd que algunos de
los segmentos de aciculas habitaron mas de una especie fungica. De las muestras de
aciculas y suelo se obtuvieron un total de 94 hongos, siendo las muestras de acicula
M3MtPpA y M4;:MtPpA en las que se encontré una mayor presencia con 22 y 16 colonias
de hongo, respectivamente (Cuadro 8). La muestra de suelo M1MtPpS es la mas
representativa con un total de 9 hongos, coincidiendo esta presencia fangica con el analisis
microbioldgico en el que presentd una cantidad significativa de unidades formadoras de

colonia (UFC) de hongos por gramo de suelo.
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10.2.3 Identificacion de hongos asociados a Pinus patula.

Figura 10. Aislamiento e identificacion de hongos: A) Crecimiento de hongo a partir de
aciculas. B) Conidios de Alternaria sp. observada con microscopio.

Posterior al aislamiento de los hongos se realizé una depuracidn por igualdad macroscopica
de las muestras, definiendo un total de 42 diferentes taxones fungicos que colonizan las
aciculas procedentes de P. patula de la zona forestal de Tetela de Ocampo, Puebla. Se les
identificé fenotipicamente a partir de sus estructuras reproductivas (Figura 10), obteniendo

como resultados los géneros mostrados en el siguiente cuadro:
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Cuadro 9. Clave e identificacion fenotipica y genética de hongos asociados a P. patula.

Clave Hongos identificados con pruebas Hongos identificados por métodos
asignada fenotipicas genéticos

M1MTPPA Alternaria sp. Alternaria alternata
Annulohypoxylon sp. Annulohypoxylon stygium
Curvularia sp. Curvularia lunata
Lophodermium sp. Lophodermium sp.
Myrmaecium sp. Myrmaecium rubricosum
Chrysosporium sp.
Mucor sp.
Rhizopus sp.

M2:MTPPA Curvularia sp. Curvularia spicifera

Acremonium sp.
Alternaria sp.
Bipolaris sp.

M2:MTPPA Curvularia sp. Curvularia trifolii
Bipolaris sp.

Chrysosporium sp.

Nigrospora sp.

Rhizopus sp.

M3MTPPA Daldinia sp. Daldinia sp.
Diplodia sp Diplodia sapinea
Alternaria sp.

Bipolaris sp.

Cladosporium sp.

Curvularia sp.

Mucor sp.

Trichoderma sp.

M4:MTPPA | Curvularia sp. Curvularia pseudobrachyspora
Daldinia sp. Daldinia eschscholtzii
Botryospheria sp.

Dothistroma sp.
Mycosphaerella sp.
Trichoderma sp.

M7MTPPA Botryosphaeria sp. Botryosphaeria dothidea
Curvularia sp.

Fusarium sp.

Penicillium sp.

Nota: Mn= Muestra nimero, Mt= Municipio Tetela de Ocampo, Pp= Pinus patula, A= Acicula, T= Tallo, S=
Suelo.
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10.2.4 ldentificacion genética de hongos asociados a P. patula.

La identificacion genética se realizo a los 12 hongos mas frecuentes asociados a la

enfermedad en Pinus patula.
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Figura 11. Gel de agarosa al 3% de productos de PCR (ITS1-1TS2).
Carriles: 1 Marcador, 2 M2MtPpA-AA, 3 MIMtPpA-AA, 4 MIMIPpA-PDA, 5 M3MtPpA-CH, 6
M2;MtPpA-AAR2, 7 M3MtPpA-CHR2(2), 8 M4;MtPpA-CHR1, 9 M7MtPpA-CHR3(2), 10 Testigo
negativo.

En la Figura 11 se observd que la electroforesis en gel de agarosa del ADN producto de la
reaccion en cadena de la polimerasa del ADN de los hongos seleccionados amplifica
aproximadamente a los 600 pares de bases, tal y como reporta Huzefa et al., (2017). Se
continu6 con la purificacion del ADN para su secuenciacion y con ello la obtencion de cada
especie de hongo al realizar su comparacién en GenBank. De los valores cuantitativos
generados de maxima identidad, solo se consideraron los de mayor similitud (Cuadro 10).

Se generaron los numeros de acceso correspondientes a cada hongo en el National Center

for Biotechnology Information.
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Cuadro 10. Hongos mas frecuentes asociados a Pinus patula de Tetela de Ocampo
identificados genéticamente.

Clave Morfologia Especie del hongo % de Numero de
macroscopica (GenBank)* similitud acceso
M1MtPpA- Alternaria  alternata 99 MH718310
AAR1 (MF038148.1)
M1MtPpA- Myrmaecium 99 MH723584
PDA rubricosum
(KP687884.1)

M1MtPpA- Curvularia lunata 99 MH722309
AA (KM979511.1)
M1MtPpA- Lophodermium sp. 98 MH723585
PDAR1 (AY100643.2)
M1MtPpA- Annulohypoxylon 99 MH723604
PDARS5 stygium (MF167576.1)
M2:MtPpA- Curvularia  spicifera 99 MH722387
AAR2 (MH010904.1)
M2MtPpA- Curvularia trifolii 99 MH723582
AA (JN712458.1)
M3MtPpA- Daldinia sp. 99 MH723586
CHR2(2) (JF773600.1)
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M3MtPpA- Diplodia sapinea 99 MH729011
CH (NR152452.1)
M4:MtPpA- Curvularia 100 MH722358
CHR1 pseudobrachyspora

(MG45008.1)
M4 MtPpA.- Daldinia eschscholtzii 99 MH723603
PDARS5 (KU204523.1)
M7MtPpA- Botryosphaeria 100 MH888017
CHR3(2) dothidea(KY788307.1)

*GenBank: se refiere a la secuencia con mayor porcentaje de similitud en el banco de genes NCBI.

La mayoria de los géneros encontrados son patdgenos enddfitos que se manifiestan bajo
condiciones de estrés en los arboles de pino, entrando a estos a partir de cualquier herida.
Es recomendable tratar las semillas, eliminar los restos de plantas enfermas y evitar las
condiciones de estrés (Cuadro 10).

El hongo con clave M3MtPpA-CH3 presentd un porcentaje de similitud del 99% con
Diplodia sapinea, patdgeno oportunista de coniferas con distribucion mundial. Como
hospedantes preferentes del hongo, se encuentran las especies del género Pinus, donde
Pinus patula presenta una mayor susceptibilidad (Morales, 2007). Situaciones de estrés
como: la sequia, heladas y deficiencias nutricionales, debilitamiento de los arboles, ademas
de heridas causadas por malas podas, granizadas e insectos, llevan a que este
microorganismo abandone su condicion de saprofito y parasite la planta, 1o que genera la
enfermedad (Garcia, 2011). La accion de Diplodia sapinea se evidencia por la inhibicion de
la germinacion, chancros en tallos, ramas y yemas, secamiento de yemas y brotes, caida de
aciculas y deformacion de ramas (Ospina et al., 2009). La resistencia intrinseca hacia
Diplodia sapinea se mantiene evitando tanto el estrés hidrico como la fertilizacion

nitrogenada excesiva, lo que aumenta la susceptibilidad a la enfermedad. Cultivar especies
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no hospederas o coniferas menos susceptibles donde hay indculo es una opcion de control a
la enfermedad fungica (USDA, 2012). Los fungicidas protectores pueden reducir la
incidencia de la enfermedad, requiriendo aplicaciones repetidas durante largo tiempo. Se
debe tener en cuenta que, si hay fuentes de infeccion, no se ha demostrado que la aplicacion
de fungicidas reduzca o elimine la persistencia asintomatica de estos patdgenos en plantulas
que parecen ser saludables (USDA, 2012).

El hongo Botryosphaeria dothidea (cepa M7MtPpA-CHR3(2)), se encuentra entre los
cancros mas extendidos e importantes presentes en arboles en todo el mundo. De acuerdo
con la CONAFOR (2015), Botryosphaeria sp. y Lophodermium sp. son de los principales
causantes de la caida foliar del pino. Su distribucion abarca 18 municipios del estado de
Puebla. Botryosphaeria dothidea es un hongo endéfito que infecta el tejido sano de plantas
lefiosas y permanece latente hasta el inicio de las condiciones de estrés (Sakalidis et al.,
2011), también ha sido catalogado como uno de los mas difundidos e importantes
patogenos latentes en un gran nimero de plantas en la agricultura, la silvicultura y los
sistemas forestales (Pavlic et al., 2007; Qiu et al., 2008; Tang et al., 2012), dentro de las
que se encuentran pino, eucalipto y pistacho (Michailides, 1991; Pérez et al., 2010). El
género Botryosphaeria sp., se considera dispersado por el viento y lluvia sobre distancias
relativamente cortas (Amponsah et al., 2009). Los sintomas de la enfermedad se presentan
en hojas, ramas y tallos, provocando la muerte regresiva de las puntas y ramas, manchas
azules en la madera y en casos extremos, la muerte de la planta huésped (Swart y
Wingfield, 1991).

El género con mayor cantidad de especies encontradas dentro de los hongos mas
representativos de la zona forestal de Tetela de Ocampo es Curvularia sp. que corresponde
a las muestras M1MtPpA-AA, M2:MtPpA-AAR2, M2MtPpA- AA y M4;MtPpA- CHRL.
Contiene alrededor de 80 especies que en su mayoria son patdgenos de suelo o de plantas,
incluyen numerosas especies patogenas, saprofitas y algunas oportunistas emergentes en el
ser humano como en otros animales. Su distribucion ecoldgica es cosmopolita en la gran
mayoria de sus integrantes, encontrandose frecuentemente en hojas, tallos y raices de

diferentes plantas, aire y suelo en todos los continentes (Piontelli, 2005).
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La mayoria de las especies de Curvularia sp. se encuentran en regiones subtropicales a
tropicales, aunque algunas se encuentran en zonas templadas. Se han identificado como los
principales patdgenos causales de la cafia de azucar y los pastos (Sivanesan A., 1987, Koo
et al. 2003, Lin et al.,2012) y granos como el maiz causando mancha foliar (Dalmarcia et
al., 2017). Algunas especies de Curvularia sp. también son importantes para diferentes
industrias debido a su capacidad de producir metabolitos secundarios, incluidas sustancias
con propiedades antimicrobianas y enzimaticas (Hansen et al. 2003, Van Schijndel et al
1993). Curvularia spicifera (Bipolaris spicifera) es conocido como un alérgeno comdn a
los humanos. Puede causar infeccion oportunista en personas inmunocomprometidas, como
los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Andrushina et al., 2011, Van
Schijndel, 1993, Hansen et al, 2003). Curvularia lunata es una especie que ocasionalmente
puede producir onicomicosis y endoftalmitis fungica en humanos inmunodeprimidos
(Fraenza et al. 2015; Deepu et al. 2013).

Las muestras M3MtPpA-CHR2(2) y M4i1MtPpA- PDARS correspondieron al género
Daldinia sp., un hongo sapréfito que generalmente crece en partes muertas y en
descomposicion de las plantas, desarrollandose preferentemente en la temporada de lluvias
debido a las condiciones de humedad, apoyando la germinacion de sus esporas y el
crecimiento de hifas en la corteza de los arboles. Infecta diversas partes de los arboles tales
como hojas, ramas y corteza. Infecta arboles en pie a partir de una herida, creando una
entrada para el agente fungico (Shigo, 1982). Algunas especies, como D. eschscholtzii y D.
petriniae, se encuentran mas a menudo en sustratos lefiosos muertos, bastante deteriorados.
Este género esta presente en el tejido del huésped en etapas aparentemente inactivas,
presumiblemente durante mucho tiempo sin causar ningin sintoma de enfermedad,
desarrollandose preferentemente una vez que el huésped esta dafiado o estresado (Stadler et
al., 2014). Se ha encontrado que los compuestos organicos volatiles de D. concentrica han
mostrado actividad antimicrobiana contra una amplia gama de hongos, entre ellos
Alternaria alternata, mostrando que tiene potencial para su uso biotecnolégico y/o sus
VOCs.
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La muestra M1MtPpA-AAR1 presento un 99% de similitud con Alternaria alternata, el
cual es un hongo patdégeno oportunista que puede causar manchas en las hojas asi como
pudriciones y decoloraciones en muchas partes de las plantas. También puede causar en
humanos infeccionesen el tracto  respiratorio  superior yasmaen personas
inmunodeprimidas. Tiene una amplia gama de hospederos, ocasionando manchas en las
hojas y halos en muchas partes de las plantas. Este hongo lo podemos encontrar
en tomate, trigo, papaya, entre otros (Poton et al., 2002). En el ser humano puede provocar
lesiones cutdneas y subcutdneas después de traumatismos en personas con
inmunosupresion. Causa la enfermedad conocida como defoliacion en coniferas de hojas
aciculares provocando necrosis y defoliacion en pinos, cedros, piceas, abetos, entre otros
(Piontelli et al., 2005). Se ha aislado de Pinus archeri y P. besseyi, encontrando que

incrementaba su frecuencia en invierno y otofio (Guo, 2008).

En los bosques de coniferas de los estados de Puebla se han registrado alrededor de 3 000
hectareas con sintomatologia de pérdida foliar y secamiento de follaje, asociado a
Lophodermium sp. (M1MtPpA-PDARL1) en los municipios de Zacatlan, Aquixtla y Tetela
de Ocampo (CONAFOR, 2015). Este hongo permanece durante todo su ciclo de vida en el
arbol, atacando individuos poco desarrollados y débiles (Gonzalez, 2004). Las aciculas son
infectadas a finales de verano u otofio y el patégeno permanece en ellas el invierno de ese
afio. En la siguiente primavera, el hongo reinicia su crecimiento, en las aciculas infectadas
que desarrollan manchas pardas con margenes amarillos, y, al final de la estacion, causan la
muerte de sus tejidos (French, 1988; Cibrian et al., 2007). Su dispersion se presenta por
accion del viento y la lluvia. La infeccion ocurre, nuevamente, a través del micelio
vegetativo en los tejidos de las hojas durante el invierno (Alvarado, 2005; Corddn, 2009).
La distribucion de Lophodermium es muy abundante en diversos bosques de pino alrededor
del mundo, presentdndose donde hay contaminacion del aire (Minter, 2015), se ha

encontrado entre otras especies en pino escoces y Pinus sylvestris (Reignoux et al., 2014).

Las cepas M1MtPpA-PDA y M1MtPpA-PDARS fueron identificadas como Myrmaecium
rubricosum y Annulohypoxylon stygium respectivamente con un 99 % de similitud. Los

hongos Annulohypoxylon sp. pertenecen al género, Hypoxylon y familia, Xylariaceae. Son
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omnipresentes con numerosos informes de su presencia en regiones tropicales. Ha sido
reportado como agente causal de antracnosis en arboles de roble, presentando sintomas de

chancros severos. (Cha et al., 2012).

10.2.5 Pruebas de control bioldgico en placa.

Se realizaron ensayos de antagonismo in vitro (Figura 12) por parte de bacterias Serratia
proteamaculans, Serratia grimesii, Serratia sp., Burkholderia gladioli, Burkholderia sp. y
Stenotrophomonas sp., que han demostrado efecto inhibitorio contra hongos de origen

agricola y forestal.

Figura 12. Pruebas de antagonismo, a) Hongo Diplodia sapinea (cepa M3MtPpA-CH) y
b) Bacteria Stenotrophomonas sp. (cepa CA48).
Se encontro en las pruebas de antagonismo in vitro que todas las bacterias presentaron una
capacidad antagonica contra los 10 hongos mas frecuentes en la zona forestal. Se
disminuyd el crecimiento fungico entre el 17 y 100% en comparacion con el testigo (Figura
13), lo que demostro la eficiencia para el control del crecimiento flngico a partir del uso de
bacterias (Figura 14). Se observé que la cepa AM6 (Burkholderia sp.) limité el crecimiento
fangico de 9 de los 10 hongos seleccionados (M1MtPpA-AARL, M1MtPpA- PDA,
M1MtPpA-AA, MI1MtPpA-PDAR1, M2:MtPpA-AAR2, M2MtPpA- AA, M3MtPpA-
CHR2, M3MtPpA-CH, M7MtPpA-CHR3), por lo que se consideré como la bacteria méas
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eficiente en los ensayos de antagonismo. Este género bacteriano esta formado por mas de
90 especies, aisladas de una amplia variedad de nichos ecolégicos (Euzéby, 1997). Algunas
de estas especies son patdgenas oportunistas para el hombre y otras son fitopatdgenas,
llegan a establecer relaciones neutrales o benéficas con las plantas (Onofre-Lemus et al.,
2009). Burkholderia ha adquirido gran importancia en la agricultura gracias a sus
capacidades de a) biocontrol de hongos fitopatdgenos como Phytophthora nicotianae
Phytophthora palmivora, Phyllosticta citricarpa, Alternaria alternata, Colletotrichum
acutatum (Riera et al. 2017), b) fijacién biologica de nitrégeno, promocién de crecimiento

de plantas y c) biorremediacién (Salles et al. 2006).
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Figura 13. Crecimiento fungico en placas Petri de los hongos asociados a Pinus patula con
respecto al control.

Las cepas PIR-D, P3S-B Y P5S-A correspondientes al género Serratia sp. mostraron un

mayor efecto antagénico para los hongos M1MtPpA-AA, M3MtPpA-CHR2 y M41MtPpA-

CHR1 y la misma capacidad de control del crecimiento sin diferencias significativas entre

ellos (p<0.05) para 7 de los 10 hongos ensayados, debido a su origen forestal y género

(Figura 14). Cabe mencionar que Serratia sp. ha sido probada como antagonista de

Fusarium sp. en plantas de jitomate (Sanchez et al., 1998), Serratia grimesii en
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plantaciones de papa (Gould et al., 2008), garbanzo (Zaheer, 2016); ademéas de presentar
capacidades de una bacteria promotora de crecimiento vegetal (solubilizacion de fosforo,
produccion de acido indol-3-acetico) (Zaheer, 2016).

Las bacterias biocontroladoras de hongos poseen diferentes mecanismos de accion como
pueden ser mediante la inhibicion del crecimiento de fitopatdgenos por diversos
mecanismos como son la produccion de agentes antifungicos, antibacterianos, competencia
por nutrientes o mediante la estimulacion de la respuesta sistémica inducida en las plantas
(Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006).
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Figura 14. Actividad antifungica de bacterias antagdnicas contra hongos forestales en
placas Petri.
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Se encontré que la mayor efectividad en la inhibicion del crecimiento por las seis bacterias
fue contra los hongos Myrmaecium rubricosum, Daldinia sp y Diplodia sapinea, ya que se
logro disminuir significativamente su crecimiento en presencia de bacterias con respecto al
control. La capacidad antagénica menos eficiente por parte de las bacterias fue contra los
hongos M2:MtPpA-AAR2 (Curvularia spicifera) y M7MtPpA-CHR3 (Botryosphaeria
dothidea) ya que ambos presentaron un crecimiento considerable. EI hongo M1MtPpA-
PDARZ1(Lophodermium sp.) mostré ser de crecimiento lento, lo que se not6 por el menor
didmetro a los 6 dias de inoculacion, factor determinante para que las cepas AM6, AM12 y
CAA48 inhibieran su crecimiento por completo. También se observd la inhibicién completa
del hongo M1MtPpa-PDA (Myrmaecium rubricosum) por Burkholderia sp. cepa AM6
(Cuadro 11).

La cepa CA48 (Stenotrophomonas sp.) mostro la menor capacidad antagonica contra seis
de los diez hongos mas representativos. Sin embargo, presenté el mayor control de
crecimiento contra los hongos M1MtPpA-PDA (Myrmaecium rubricosum) y M1MtPpA-
PDA-R1 (Lophodermium sp.). Se ha reportado que la especie Stenotrophomonas
maltophilia es biocontroladora del hongo Phytium ultimum (Dunne et al., 1997) y util para
el control de la pudricion marrén en patatas causado por Ralstonia solanacearum (Messiha
et al., 2007). Ademas, Serratia sp. y Stenotrophomonas se han empleado como
biocontroladores en las raices de aguacate contra R. necatrix (Vida et al., 2017). También
es un patdgeno que afecta principalmente a personas inmunodeprimidas, produciendo
celulitis, abscesos cuténeos, infeccién urinaria, meningitis y endocarditis bacteriana
(Corzo-Delgado, 2006).
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Cuadro 11. Antagonismo de bacterias contra hongos patégenos asociados a Pinus patula.

Bacteria Crecimiento de Hongos (cm)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

C 5.95+0.89a  6.55+0.66a  8.22+#0.09a  2.05+0.04a 8.21+0.33a  6.44+0.08a 8.43+0.05a 8.50+0.16a  8.23+0.09a  8.35+0.21a
AM6 | 2.16#0.17cd 0.00£0.00d  0.73+0.09d  0.00£0.00d  2.56+0.06e  1.81+0.11e  0.25#0.04cd 0.19+0.00e  0.85+0.09d  3.10+0.09de
AM12 | 2.61#0.13c  0.57+0.08b 2.97+0.00b  0.00+0.00d  5.31+0.07c  3.56+0.48c  0.57+0.18c  1.26+0.14c  3.40+0.20b  4.61+0.35¢
CA48 | 4.63+0.27b  0.28+0.09bc 2.70+0.18c  0.00£0.00d  6.84+0.43b  4.56+0.49b  1.33x0.06b 2.23+0.04b  2.68+0.20c  6.01+0.47b
PIR-D | 2.69+0.19c  0.33+0.07bc 0.53#0.34d  0.8120.00b  4.48+0.24d  3.05%0.12c  0.31#0.05cd 0.38+0.00d  0.55+0.01de 3.83+0.20d
P3S-B | 2.62+0.15c  0.38+0.14bc 0.40+0.21d  0.42+0.19c  4.274#0.07d  2.47+0.13d  0.30#0.13cd 0.48+0.11d  0.59+0.04de 3.77+0.34d
P5S-A | 2.70+0.28c  0.48+0.19bc 0.65+0.07d  0.51#0.15c  4.43#0.12d  2.98+0.20c  0.25+0.07cd 0.40£0.20d  0.63+0.06de 3.72+0.19d

Hongos: 1- M1IMtPpA-AAR1, 2- MIMtPpA- PDA, 3- M1IMtPpA-AA, 4- M1IMtPpA-PDAR1, 5- M2;MtPpA-AAR2, 6- M2MtPpA- AA, 7- M3MtPpA-CHR2, 8- M3MtPpA-CH, 9- M4,MtPpA- CHRL,

10-

M7MtPpA-CHR3.
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10.2.6 Ensayo de control biologico en camara hiumeda.

Se evalud el porcentaje de severidad y la incidencia de la enfermedad a los 20 dias de
infeccion en condiciones de camara himeda para los hongos Annulohypoxylom stygium y
Daldinia eschscholtzii (Figura 15). Se encontr6é que los tratamientos correspondientes a la
aplicacion de las cepas CA48, PIR-D, P5S-A y las mezclas bacterianas (PIR-D, P3S-B,
P5S-A) y (AM6, AM12, CA48) fueron los que menor porcentaje de severidad e incidencia
de la enfermedad presentaron contra el hongo Annulohypoxylom stygium (Cepa M1MtPpA-
PDARS5), ademas las cepas bacterianas CA48, PIR-D, P3S-B y la mezcla PIR-D, P3S-B y
P5S-A son las méas efectivas para el control de crecimiento del hongo Daldinia
eschscholtzii (Cepa M4:MtPpA-PDARS) (Cuadro 12).

Figura 15. Ensayos de antagonismo en camara humeda.

En ambos enfrentamientos las cepas CA48 (Stenotrophomonas sp.), PIR-D (Serratia
proteamaculans) y la mezcla del género Serratia sp. (PIR-D, P3S-B Y P5S-A) fueron las
que mas contribuyeron a la sanidad de las aciculas de Pinus patula, demostrando su
efectividad antagbnica bajo condiciones de camara humeda contra los hongos
Annulohypoxylom stygium (Cepa M1MtPpA-PDARS) y Daldinia eschscholtzii (Cepa
M4, MtPpA-PDARS) (Cuadro 12 y Figura 16). A diferencia de las pruebas de antagonismo
en placa, CA48 fue efectiva para el control de crecimiento de los hongos mas
representativos del sitio de estudio comprendido por arboles de 15 afios aproximadamente

en ensayos de camara humeda. Esta cepa (Stenetrophomonas sp.) ha sido encontrada como
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Cuadro 12. Evaluacion de la severidad e incidencia de la enfermedad en aciculas de Pinus patula
inoculadas con bacterias antagénicas en cdmara hlimeda.

Severidad Incidencia
Tratamiento (%) Lesiones por acicula
Control 4.72 2.77+£0.50 ¢
M1MtPpA-PDARS 1111 5.99+0.33 a
M1MtPpA-PDARS + AM6 2.77 2.33x0.00 c
M1MtPpA-PDARS + AM12 8.33 5.44+0.19 a
M1MtPpA-PDARS + CA48 1.94 2.10+0.38 cd
M1MtPpA-PDARS + PIR-D 1.66 2.11+0.19cd
M1MtPpA-PDARS + P3S-B 8.33 4.66+2.00 ab
M1MtPpA-PDARS + P5S-A 1.38 1.16+0.72 cde
M1MtPpA-PDARS + AM6, AM12, CA48 1.94 3.00+0.00 cd
M1MtPpA-PDARS + PIR-D, P3S-B, P5S-A 1.66 2.2240.19 cd
Control 4.72 2.77£0.50 d
M4:MtPpA-PDARS 1111 4.99+0.33 a
M41MtPpA-PDARS + AM6 5.55 4.77+0.83 ab
M4:MtPpA-PDARS + AM12 4.16 4.88+0.50 ab
M4:MtPpA-PDARS + CA48 1.38 2.11+0.19 de
M4:MtPpA-PDARS + PIR-D 1.38 1.88+0.38 de
M4:MtPpA-PDARS + P3S-B 2.77 3.10+0.38 de
M4:MtPpA-PDARS + P5S-A 4.44 4.10£0.50 abc

medio biocontrolador para el agente fungico Bipolaris sorokiniana (Zhang y Yuen, 1999) y
de R necatrix (Vida et al., 2017).
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M4:MtPpA-PDARS + AM6, AM12, CA48 2.77 4.21+0.50 abc
M4:MtPpA-PDARS + PIR-D, P3S-B, P5S-A 1.38 1.66+0.57 de

Mn: ndmero de muestra, Mt: municipio de Tetela, Pp: Pinus patula, A: Acicula, PDA: Agar dextrosa papa, R5:
Repeticion 5, AM6=Burkholderia sp., AM12=Burkholderia gladioli, CA48=Stenotrophomonas sp., PIR-D=Serratia
proteamaculans, P3S-B=Serratia sp., P5S-A=Serratia grimesii. Medias con distinta letra en el sentido de la columna son

diferentes estadisticamente (Tukey p<0.05)
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Figura 16. Severidad e incidencia en ensayos de cAmara humeda.
H1= M1MtPpA-PDARS, H2=M4;MtPpA-PDARS
10.3 Fase de campo.

10.3.1 Aplicacidn de control bioldgico en campo en Pinus patula de regeneracion natural.

En el experimento de pinos de regeneracion natural (Figura 17 y 20), se analizaron los
parametros de altura y didmetro al inicio y final del experimento en los distintos

tratamientos (Cuadro 13).
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Figura 17. Pinus patula de regeneracion natural.

Se observaron en microscopio las lesiones presentes en las aciculas a través de
microscopio. La enfermedad inici6 con la presencia de manchas clordticas en las agujas
color café-rojizo y amarillo y en estado avanzado el pino presenta defoliacion, pudiendo
causar la muerte del arbol (Figura 17 y 20). En evaluaciones realizadas en Tetela de
Ocampo, la zona forestal presentd un 100% de infestacion fungica y en la mayoria de los

arboles de pino dafiados se mostré del 50% al 100% de amarillamiento del follaje
(CONAFOR, 2015).
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Cuadro 13. Evaluacion de los parametros altura y didmetro en P. patula de regeneracion natural.

Incremento de | Incremento de | Diferencia Incremento
Clave | Tratamiento altura por alturarespecto | de diametro | de diametro
tratamiento al control (%) (cm) respecto al
(cm) control (%)
T1 Bioldgico 1 (Cepas PIR-D, | 35.00 +07.00cd 18 1.80 £0.19cd 06
P3S-B, P5S-A)
T2 Bioldgico 2 (Cepas AMS6, | 11.33+01.33a -65 0.34+0.18a -80
AM12, CA48)
T3 Mezcla de biol6gico 1y 2 69.33 + 09.66¢ 192 2.31+0.25d -05
T4 Control 29.00 + 01.73bc 0 1.32 £0.09bc 0
T5 Quimico 28.33 + 04.04bc -37 1.16 +0.11ac -44
T6 Nutritivo 32.33+11.18¢c -26 1.18 £ 0.24ac -27
T7 Nutritivo + Mezcla de | 29.33 +£02.51bc -32 1.16 +0.31ac -48
biolégico 1y 2
T8 Bacterias que estimulan el | 20.33 £ 04.16ac 31 0.45 +0.35ab -77
crecimiento
T9 Bacterias que estimulan el | 49.66 +07.02d 20 2.22 +0.68d 66
crecimiento + Nutritivo
T10 Acido salicilico + Mezcla de | 14.66 +03.51ab -51 0.50 +0.37ab -66
biolégico 1y 2
T11 | Acido salicilico 26.00 + 03.00ac -34 1.15 +0.24ac -61
T12 | Acido salicilico + mezcla de | 30.33 +01.69bc -32 0.69 +0.10ab -77
biolégico 1y 2 + Nutritivo

Medias con distinta letra en el sentido de la columna son diferentes estadisticamente (Tukey p<0.05).

Se encontré que, en el pardmetro de altura (Cuadro 13), la mezcla de los tratamientos
biolégicos 1 y 2 (T3) presentaron un crecimiento de 69.33+09.66 cm por arbol que
corresponde al incremento del 192% respecto al control, sugiriendo que la inoculacion de la
mezcla bacteriana disminuyo la presencia de la enfermedad fungica y con ello estimul6 el
crecimiento de los arboles; el segundo mejor tratamiento fue la aplicacion de bacterias
promotoras de crecimiento y nutrientes (T9) con 49.66+07.02 cm de crecimiento por arbol
(20% respecto al control). El tratamiento con menor promocion de altura fue el bioldgico 2
(T2) con un -65% respecto al control, seguido del tratamiento correspondiente a la
inoculacién de acido salicilico + mezcla de biolégico 1 y 2 (T10) con un incremento de
11.33 £ 01.33 cm y 14.66 £+ 03.51 cm respectivamente, cuya finalidad no es la promocion
del crecimiento sino el control de la enfermedad fangica.

Se observo que el tratamiento con bacterias que estimulan el crecimiento adicionado de
solucion nutritiva (T9) present6 el mayor incremento en el diametro de tallo con 2.22+0.68
cm que representan un incremento del 66% respecto al control, seguido de los tratamientos

de bioldgico 1 (6% respecto al control) y la mezcla de biologicos (-5% respecto al control),
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presentando valores de 1.80 + 0.19 cm y 2.31 £ 0.25 cm respectivamente (Tabla 11). Los
tratamientos que menos incremento de diametro tuvieron son biolégico 2 (T2) con
0.34+0.18 cm (-80% respecto al control) y acido salicilico + mezcla de bioldgicos +
nutritivo con un incremento promedio de 0.69 +0.10 cm por arbol (-77% respecto al
control). La presencia de la mezcla de biolégico 1 y 2 (T3) como uno de los principales
tratamientos en los que se promovié el crecimiento de los arboles de pino es prueba de la
efectividad como controlador bioldgico de la enfermedad fungica en la zona de Pinus
patula de regeneracion natural al mejorar su sanidad y desarrollo. También el tratamiento
de bacterias que estimulan el crecimiento + nutritivo (T9) fue de los principales promotores
de crecimiento, pudiendo disminuir la presencia de la enfermedad manteniendo los arboles
con una mejor sanidad debido a la satisfaccion de sus necesidades nutricionales. Las
bacterias estimuladoras de crecimiento son un grupo de cepas que pueden incentivar el
crecimiento de las plantas, protegerlas de enfermedades, y aumentar su rendimiento
(Bhattacharyya & Jha, 2012). Se pueden utilizar para facilitar el crecimiento de una gran
variedad de plantas, especialmente en condiciones de estrés, y se han constituido como una
alternativa al uso intensivo de fertilizantes y productos fitosanitarios quimicos, los cuales
ademas de constituir un problema medioambiental por su acumulacién en suelos y aguas,
han conllevado una elevacion de los costes de produccion de muchos alimentos y otros

derivados de la agricultura (Franco-Correa, 2009).
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Figura 20. Ramas de Pinus patula de regeneracion natural con diferentes tratamientos.

Cuadro 14. Evaluacion de la severidad e incidencia de la enfermedad en aciculas de Pinus

patula de regeneracion natural.

Tratamiento Severidad Incidencia
(%) (Lesiones por acicula)

Biologico 1 (Cepas PIR-D, P3S-B, P5S-A) 1.94 2.75+0.95¢
Biologico 2 (Cepas AM6, AM12, CA48) 4.33 4.37+0.47c
Mezcla de bioldgico 1y 2 2.72 3.94+0.79c
Control 5.27 8.62+0.49a
Quimico 2.94 7.16+0.38a
Nutritivo 5.61 5.02+1.52ab
Nutritivo + mezcla de biolédgico 1y 2 2.61 8.35+1.75a
Biofertilizante 3.16 4.37+0.17ab
Biofertilizante + nutritivo 4.33 8.77+1.07a
Acido salicilico + mezcla de bioldgico 1y 2 4.88 6.52+0.07ab
Acido salicilico 1.97 3.61+0.89ab
Acido salicilico + mezcla de bioldgico 1y 2 + nutritivo 411 5.26+0.94ab

Medias con distinta letra en el sentido de la columna son diferentes estadisticamente (Tukey p<0.05)

El tratamiento denominado Bioldgico 1 (Cepas PIR-D, P3S-B, P5S-A) es el que presentd

menor severidad e incidencia de la enfermedad (Cuadro 14). Este tratamiento esta

conformado por la combinacion de tres bacterias del género Serratia sp. Ademas, este

tratamiento fue estadisticamente igual (p<0.05) al tratamiento Bioldgico 2 (cepas AMS,

AM12 y CA48) y a la combinacion de ambos tratamientos (Mezcla de bioldgico 1y 2). Los
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resultados coinciden con lo obtenido en los ensayos bajo condiciones de caAmara humeda
donde fueron los que mas contribuyeron a la sanidad de las aciculas de Pinus patula
infectadas por hongos. El tratamiento con solucion nutritiva presentd 5.61% en el
parametro de severidad superando al tratamiento control y 5.0 lesiones por acicula de
incidencia. Ambos parametros sugieren una promocion de la enfermedad fungica debida a
la aplicacion de nutrientes y al evidente incremento en la afectacion de las plantas de pino.
El tratamiento control mostré la mayor incidencia (8.6 lesiones por acicula) y el sequndo
valor més grande de severidad (5.27%) (Cuadro 14). Los resultados mostraron la eficiencia
para el control biolégico contra hongos por parte de las cepas de origen forestal (Serratia
sp.), lo que sugiere su efectividad debido al origen de las bacterias y a la facilidad en la
adaptacion al entorno propio del bosque de pino en comparacion con las bacterias agricolas.
La aplicacion del tratamiento nutritivo estimula la propagacion de la enfermedad fangica,
lo que indica que las deficiencias nutricionales encontradas en el suelo no fueron
satisfechas adecuadamente con la inoculacion foliar. La aplicacion de &cido salicilico
indujo la respuesta sistémica en los arboles mejorando su salud, este mecanismo de defensa
ha sido propuesto por varios autores (Blodgett et al. 2007), permitiendo un control de la
enfermedad flangica sin necesidad de la aplicacion de agentes bioldgicos, quimicos o

nutritivos.
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10.3.2 Aplicacion de control biologico en campo en Pinus patula de 15 afios.

v

Figura 21. Inoculacion de Pinus patula de 15 afios.
Se realizaron dos evaluaciones de la severidad de la enfermedad y de la presencia de
lesiones por acicula en los diferentes tratamientos, una a los ocho y otra a los doce meses

de la primera aplicacion en los Pinus patula de 15 afios (Figura 21, Cuadro 15).

Cuadro 15. Control de la enfermedad fangica de Pinus patula de 15 afios a los 8 y 12 meses de la
primera aplicacion

Clave Tratamiento Incidencia(A)*  Severidad(A) Incidencia(B)*  Severidad(B) Longitud de

Lesiones por (%) Lesiones por (%) aciculas

acicula acicula
8 meses 12 meses (cm)
T1 Biolo4gico 150+0.52a 1.11 1.50+0.26 a 1.30 22.98+1.62b
T2 Quimico 140+051a 0.88 3.55+056b 3.80 22.13+1.71b
T3 Nutritivo 490+0.73b 6.94 7.22+1.39¢c 7.10 22.37+3.16b
T4 Bioldgico + 3.70+0.82¢c 3.77 2.59 + 1.56 ab 1.66 18.78 £2.15a
Nutritivo

T5 Control 3.10+£0.87c 12.22 8.25+2.93¢c 9.40 20.37+1.68ab

Media con distinta letra en el sentido de la columna son diferentes estadisticamente (Tukey p<0.05).

En la evaluacién del tratamiento a los ocho meses posteriores a la aplicacién para el control
fangico aplicado a Pinus patula de 15 afios promedio, el mas efectivo fue el quimico, el

cual presentd el menor numero de lesiones por acicula (1.4+0.51), seguido por el
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tratamiento bioldgico (1.5+0.52 lesiones por acicula), siendo estadisticamente igual con un
valor de p<0.05. El tratamiento con mayor nimero de lesiones por acicula es el nutritivo
con un valor de 4.9+0.73 lesiones por acicula y 6.94 % de severidad. El control presento
3.1+0.82 lesiones por acicula 'y un 12.22% de severidad, siendo el tratamiento mas afectado
por la enfermedad fungica (Cuadro 15). La aplicacion de nutrientes mostré un incremento
en el niamero de lesiones por acicula, lo que sugiere una estimulacion de la enfermedad
debido a los componentes de la solucidn nutritiva. Los resultados indican la eficiencia del
control bioldgico a partir del uso de bacterias en condiciones forestales como alternativa al

combate quimico (Figura 22).
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Lesiones por acicula
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Bioldgico Quimico Nutritivo Bioldgico + Nutritivo Control

B INCIDENCIA A LOS 8 MESES B INCIDENCIA A LOS 12 MESES

Figura 22. Lesiones por acicula en pinos de 15 afios a los 8 y 12 meses.
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Figura 23. Aciculas de Pinus patula con diferentes tratamientos.
Abreviatura: T1: bioldgico, T2: quimico, T3: nutritivo, T4: biolégico+nutritivo, T5: control.

La segunda evaluacion se realizo a los doce meses de la primera aplicacion. Se evalué los

parametros de severidad e incidencia (Cuadro 15). El tratamiento mas efectivo para el

control fangico aplicado a Pinus patula de 15 afios fue el Bioldgico, presentd el menor

porcentaje de severidad (1.30%) e incidencia (1.50+0.26 lesiones por acicula), seguido por

el tratamiento Bioldgico + Nutritivo que tuvo 1.66 % de severidad y 2.59+1.56 lesiones por

acicula.
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M SEVERIDAD A LOS 8 MESES (%) M SEVERIDAD A LOS 12 MESES (%)
Figura 24. Severidad de la enfermedad en Pinus patula de 15 afos.
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El tratamiento con mayor severidad y numero de lesiones por acicula es el control con un
valor de 9.40% y 8.25 + 2.93 respectivamente. El tratamiento nutritivo present6 un valor de
7.10% de severidad y 7.22 + 1.39 de incidencia, siendo el segundo tratamiento mas
afectado por la enfermedad fungica mostrando valores cercanos al control, sugiriendo una
estimulacion de la enfermedad debido a los componentes de la solucion nutritiva (Figura
24).

Se observo que la severidad e incidencia de la enfermedad increment6 a los 12 meses de la
primera aplicacion. Esta Gltima evaluacion se realizé en la temporada de secas (octubre a
mayo), cuando los pinos se exponen mayormente a las plagas y enfermedades debido a que
se crean mejores condiciones de propagacion de los agentes causales de la caida foliar del
pino. Las plantas que experimentan estrés por sequia son con frecuencia mas susceptibles a
los patdgenos, la privacion de agua es quizas la fuente mas importante de estrés para los
arboles. Las condiciones de sequia afectan a los arboles directamente, al inducir deterioro
de las relaciones hidricas e, indirectamente, al hacer que los arboles sean mas susceptibles a
ataques bioticos (Desprez-Loustau et al., 2006, Sturrock et al., 2011). Se pronostica que el
cambio climatico aumente la presion sobre muchas comunidades vegetales, incluidos los
arboles en ecosistemas lefiosos naturales, bosques gestionados y agricultura (Sturrock et al.,
2011). Por ejemplo, el impacto potencial de la Botryosphaeria dothidea, especie patdgena
presente como un enddfito en numerosas plantas en diversas partes del mundo, podrian

agravarse debido al cambio climatico (Desprez-Loustau et al., 2006).
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Figura 25. Ramas de Pinus patula de 15 afios con diferentes tratamientos.

Se valoro el parametro de longitud acicular en los tratamientos aplicados a Pinus patula de
15 metros de altura a los 12 meses, la aplicacion bacteriana gener6 una mayor longitud
(22.98 cm) y coloracién verde oscuro en las aciculas (Figura 25), sugiriendo que la

disminucién de la enfermedad con el tratamiento bacteriano estimula el crecimiento

acicular ademas de la sanidad.

11. Conclusiones

e Laenfermedad flingica presente en la zona forestal de Tetela de Ocampo, Puebla es

debida a la presencia de diferentes hongos. Se aislaron un total de 42 diferentes
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taxones fungicos que habitaban aciculas procedentes de Pinus patula de la zona
forestal de Tetela de Ocampo, Puebla. Se encontrd6 méas de una especie de hongo en

las aciculas.

Los hongos mas frecuentes asociados a Pinus patula en el bosque son: Alternaria
alternata, Myrmaecium rubricosum, Curvularia lunata, Lophodermium sp.,
Annulohypoxylon stygium, Curvularia spicifera, Curvularia trifolii, Daldinia sp.,
Diplodia sapinea, Curvularia pseudobrachyspora, Daldinia eschscholtzii,

Botryosphaeria dothidea.

Se seleccionaron seis bacterias con capacidad antifingica pertenecientes a la
coleccion del Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Centro de Investigacion
en Ciencias Microbioldgicas-ICUAP. Estas bacterias fueron caracterizadas
genéticamente, obteniendo las especies: Serratia proteamaculans, Burkholderia

gladioli, Serratia grimesii, Stenotrophomonas sp., Serratia sp., Burkholderia sp.

Los ensayos in vitro demostraron la capacidad de control bioldgico de las bacterias
a los hongos patdgenos. Se encontré que las bacterias seleccionadas presentaron una
capacidad antagonica contra los 10 hongos mas frecuentes en la zona forestal. Se
disminuyd el crecimiento fungico en comparacion con el testigo, lo que evidencio la
eficiencia para el control del crecimiento fangico a partir del uso de bacterias. Se
observo que la cepa AM6 (Burkholderia sp.) limité el crecimiento fungico de 9 de
los 10 hongos seleccionados, por lo que se considerd como la bacteria mas eficiente

en los ensayos de antagonismo.

Las cepas CA48 (Stenotrophomonas sp.), PIR-D (Serratia proteamaculans) y la
mezcla del género Serratia sp. (PIR-D, P3S-B Y P5S-A) fueron las que mas
contribuyeron a la sanidad de las aciculas de Pinus patula, demostrando su
efectividad antagonica bajo condiciones de camara humeda contra los hongos
Annulohypoxylom stygium (Cepa M1MtPpA-PDARS) y Daldinia eschscholtzii
(Cepa M4;MtPpA-PDARDS).
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e Los tratamientos in situ son prueba de la eficiencia del biocontrol bacteriano en
condiciones ambientales. Los resultados en pinos pequefios mostraron la eficiencia
para el control bioldgico contra hongos por parte de las cepas de origen forestal
(Serratia sp.), lo que sugiere su efectividad debido al origen de las bacterias y a la
facilidad en la adaptacion al entorno propio del bosque de pino en comparacion con

las bacterias agricolas.

e Los resultados en Pinus patula de 15 afios indican la eficiencia del control bioldgico
a partir del uso de bacterias en condiciones forestales como alternativa al combate
quimico. El tratamiento mas efectivo para el control fangico fue el Bioldgico, ya
que presentd el menor porcentaje de severidad e incidencia (lesiones por acicula).
Ademas, la aplicacion bacteriana generd una mayor longitud y coloracion verde
oscura en las aciculas, sugiriendo que la disminucion de la enfermedad con el

tratamiento bacteriano estimula el crecimiento acicular ademas de la sanidad.

e Se propone la aplicacion de agentes bacterianos como alternativa al tratamiento
quimico, basandose en los resultados in vitro e in situ, los cuales muestran que con
la aplicacion de agentes de biocontrol se puede alcanzar una eficacia similar a la
obtenida con productos quimicos, posicionandolos como una alternativa de manejo

integrado de enfermedades, con los consecuentes beneficios ambientales.

e La aportacion de la propuesta de biocontrol a las ciencias ambientales es brindar
una alternativa al combate quimico de los hongos presentes en la zona forestal,
regulando su densidad poblacional con agentes biol6gicos propios del sector forestal
y con ello, procurar la conservacion de la biomasa del bosque de pino, asi como los
beneficios ecosistémicos, paisajisticos, sociales, recreativos y econdOmicos gue nos

proporciona, sin afectar el equilibrio del ecosistema.

12. Perspectivas
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Continuar con la investigacion ayudard a enriquecer el conocimiento acerca del uso de
organismos antagénicos en sistemas forestales, area muy poco explorada a nivel mundial.
También se propone la busqueda y el empleo de mas bacterias originarias del sector forestal
como biocontroladores y el estudio del impacto que ocasionen en el ecosistema, asi como
los beneficios sociales y econdmicos que pudieran generar. También se propone como una
importante via para desarrollar una nueva industria de caracter tecnoldgico que proporcione

soluciones eficaces a las enfermedades manteniendo un equilibrio ecosistémico.
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