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RESUMEN
Este estudio se realiz6 para caracterizar morfolégicamente y genéticamente al hongo
Lecanosticta acicola anamorfo de Mycosphaerella dearnessii en un gradiente altitudinal
en Nuevo Ledn, México, asi también para diferenciarlo de Lecanosticta gloespora y
Lecanostica longispora, dos especies del mismo género también presentes en Nuevo
Leén. Para ello se realizaron muestreos en los municipios de Galeana,lturbide,
Monterrey y Cadereyta los cuales presentan diferentes altitudes. Las especies de pino
que se estudiaron fueron Pinus cembroides, P. ponderosa var. stormiae, P. gregii, P.
culminicola var. culminicola, P. strobiformis, P. hartwegii, P. pseudostrobus, P.
halepensis y P. eldarica. Los resultados obtenidos se analizaron con pruebas
estadisticas utilizando pruebas Cluster Analysis, ANOVA y pruebas Discriminante
realizadas con el programa SPPS. Se realizaron pruebas moleculares (PCR) para
identificar al patogeno de interés. Se encontraron diferencias significativas en la

morfologia del grosor y longitud de esporas de L. acicola segun el gradiente altitudinal.

ABSTRACT.
A research study was performed to characterize morphologically and genetically the
Mycospaerella dearnessii, along the latitudinal gradient (Monterrey, NL, Mexico). This
fungus is the causal agent of the brown spot needle blight of pines in Nuevo Leon,
Mexico. The same study was used to compare M. dearnessii with Lecanosticta
gloeospora and L. longispora, which are also present in Nuevo Leon. Samples of this
fungus were taken in the municipalities of Galeana, Iturbide, Monterrey and Cadereyta
which are located at different altitudes over the sea level. The pine species that were
studied were P. cembroides, P. ponderosa var. stormiae, P. gregii, P. culminicola var
culminicola, P. strobiformis, P. hartwegii, P. pseudostrobus, P. halepensis, and P.
eldarica. Results were analyzed using SPSS. Tests were conducted molecular (PCR) to
identify the pathogen. Significant differences were found in the morphology of

thickness and length of spores of L.acicola according to the altitudinal gradient.
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INTRODUCCION

El género Lecanosticta es importante desde el punto de vista de la patologia forestal,
Lecanosticta acicola (Thum.) H. Sydow, es anamorfo de Mycosphaerella dearnessi
(M.E. Barr), agente causal de una enfermedad ampliamente distribuida por el mundo en
diversas especies de pino (Gibson, 1978). Ademads, es una de las enfermedades mds
importantes que afecta al follaje y los pinos de Norteamérica (Gibson, 1978). Esta
enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en América Central, América del
Norte, Asia, Sur de Africa y en Europa (EPPO 2005). En Nuevo Leén, México hay 11
especies de pinos y varias categorias infraespecificas, entre ellas Pinus culminicola var.
culminicola (Andresen & Beaman), en la que se describi6 una nueva especie de

Lecanosticta.

La forma caracteristica de la enfermedad empieza en las hojas rodeadas por margenes
amarillos la cual empieza con manchas clordticas que posteriormente cambian a color
café, las hojas enfermas comienzan a morir desde el dpice hacia la base. Las manchas
amarillas visibles estdn presentes en el drea entre los tejidos muertos y los tejidos

verdes. En hojas muertas, el hongo se desarrolla formando acérvulos de color verde

olivaceo (EPPO 2005).

A pesar de que se han hecho investigaciones sobre los hongos desde los inicios de la
colonia en el siglo XVI en México el conocimiento es todavia muy incipiente, debido a
la gran diversidad micoldgica que presenta el pais. Dado que se han realizado muy
pocos trabajos sobre hongos asociados con estas especies de pinos, el presente proyecto
pretende contribuir al conocimiento de los problemas fitopatoldgicos de este género de

arboles de importante uso forestal en Nuevo Ledn, México y el mundo.
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ANTECEDENTES

Se estima que en el mundo existen aproximadamente 1.5 millones de hongos, de los
cuales se conoce sOlo el 4.6% (Hawksworth 1991; Hawksworth, 2001).
Especificamente, en México se consideran 200,000 especies, de las cuales sdlo se
conoce el 3.5% (Guzmén, 1998), aunque es dificil determinar un niimero preciso. Por lo

anterior es de gran importancia realizar estudios sobre biodiversidad en este grupo.

Las funciones ecoldgicas de los hongos en los ecosistemas son variadas: actdan
como descomponedores de materia orgénica contribuyendo a la formacién de suelo;
forman asociaciones simbidticas con las plantas, produciendo liquenes y micorrizas;
pueden ser pardsitos tanto de plantas como de animales; algunas especies son
comestibles y ademds muchas especies tienen relevancia en las evaluaciones sobre los
cambios atmosféricos en relacion con la contaminaciéon (Christensen, 1989). Las
interacciones que ocurren entre plantas, animales y microorganismos son dindmicas y

sustancialmente influenciadas por los procesos del ecosistema (Copely, 2000).

La utilidad de los hongos en la vida cotidiana del hombre es un é4rea de la ciencia
que estd en desarrollo, la produccién de enzimas, antibidticos, agentes antitumorales,
hormonas, proteinas, dcidos orgdnicos, son algunos ejemplos de la utilidad de los

hongos. (Cooke, 1977; Wainwright, 1992).

Taxonomia

Reino: Fungi
Division/Phylum: Ascomycota
Orden: Dothideales Lindau
Familia: Mycosphaerellaceae Lindau
Género: Lecanosticta Syd

Especie: Lecanostica acicola (Thum.)
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Reino: Fungi

Phyllum: Deuteromycota
Clase: Coelomycetes
Orden: Melanconiales
Familia: Melancolinaceae
Género: Mycosphaerella dearnessii Barr. (Ascomycota, Dothidiomycetes,

Mycospharellaceae ) Fase sexual.

Biologia de Mycosphaerella dearnesii

El centro de origen de Mycosphaerella dearnesii parece ser América Central,
donde tiene un amplio rango de hospederos y se presenta en una amplia variedad de
habitats, incluyendo costas, valles secos y los bosques de gran altitud (Evans
1984). Cada cambio de hdbitat parece implicar una variacién significativa en la
morfologia de hongos, sobre todo en la pigmentacién conidial, ornamentacién y
tamafo, pero no se sabe si estas formas no son mas que morfotipos 0 ecotipos que

implican formas genéticamente adaptadas (Evans 1984).

M. dearnesii causa una enfermedad en las agujas de muchas especies del género
Pinus. Ha sido conocido en el sur de Estados Unidos desde el siglo XVIII (Hedgecock
1929), donde es particularmente dafiina para P. palustrus(Mill.) Gard. Dict., conocido
como pino de hoja larga. Desde entonces, el hongo se ha extendido hacia el norte y el
oeste de los Estados a medio y centro-norte-Estados Unidos (Phelps, et al. 1978),
Manitoba y Nueva York (Patton, 1997).

El hongo produce tanto conidios como ascosporas, las cuales pueden causar la
infeccion. Los conidios son liberados en una masa pegajosa en condiciones favorables y
se dispersan por el salpicado de la lluvia. Las ascosporas son liberadas en seco y puede
ser dispersado por largas distancias por el viento (Patton y Spear, 1978). En climas
calidos y humedos, como el sur de Estados Unidos, los dos tipos de esporas se
producen. En climas mads frios, s6lo se producen conidios. Las esporas germinan y

penetran a través de los estomas (Patton y Spear, 1978). La exposicion de las plantulas a

Biol. Jacob Hiram Vazquez Rios Pagina 3


http://es.wikipedia.org/wiki/Philip_Miller

CARACTERIZACION Y DIFERENCIACION DE Lecanosticta acicola (Thum.) ANAMORFO DE Mycosphaerella
dearnessii (M.E. Barr). EN UN GRADIENTE ALTITUDINAL EN NUEVO LEON, MEXICO

alta humedad, antes y después de la inoculacién se acorta el periodo de incubacién y
aumenta en gran medida el grado de infeccion. La infeccién se produce en un amplio
intervalo de temperaturas, pero la infeccién maxima se produce en virtud de un régimen

de unos 30°C en el dia y 21°C en la noche (Kais, 1975).

En el norte de E.U.A. la precipitacién y la temperatura son los factores criticos
para la dispersion de las esporas y la infeccién, que se producen de junio a septiembre
(Skilling y Nicholls, 1974). Las esporas son liberadas s6lo durante el tiempo lluvioso y
nunca a temperaturas bajas (cerca de 2°C); el periodo de infeccién mayor es de finales
de junio a principios de julio.

La humedad en la superficie de la aguja es necesaria para la germinacion de
esporas; se producen conidios y la penetracion se realiza a través de los estomas. El
periodo de incubacién es variable dependiendo del tipo de huésped y edad: de 1-2
meses en las agujas jovenes a 4-7 meses de edad follaje. A finales de agosto los
acérvulos se empiezan a desarrollarse y madurar, aunque los conidios son liberados en
septiembre, la infeccion esté restringida, probablemente debido a la resistencia aguja. El
ciclo de la enfermedad renueva el verano siguiente, cuando los cuerpos fructiferos de
hibernaciéon liberan los conidios debido a la temperatura y aumento de las
precipitaciones. Sin embargo, en los climas mds cdlidos, menos estacionales, como en
América Central, los conidios permanecen en la aguja durante muchos meses y es
significativo que los conidios en dreas de tierras bajas tropicales son mucho mas
robustos (grande, de paredes gruesas, fuertemente pigmentada y ornamentada) que
aquellos que se encuentran en localidades de alta montafia, como bosques de niebla
(Evans, 1984). No estd claro si esta variaciéon estd determinada genéticamente o
ambientalmente. Los acérvulos se desarrollan y maduran en las nuevas agujas por lo

que constituyen una fuente importante de supervivencia inter-estacional.

El hongo se limita a las agujas y las esporas que produce L. acicola dan lugar a
una infeccién en éstas, principalmente en la primavera, aunque también en toda la
temporada cuando las condiciones de humedad son propicias (Yang et al. 2002). Las
infecciones dan lugar a manchas de color amarillo y marrén, y el crecimiento de hongos
finalmente mata a la mayoria de los tejidos de la aguja. Dos toxinas producidas por el
hongo se cree que estdn implicados en la patogénesis (Yang et al. 2002). Las agujas que

se infectan en el otofio tienden a morir en la primavera y se echan a mediados de
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verano. Las infecciones graves provocan la caida de la agujas lo que resulta en finas
copas de los arboles y un crecimiento reducido (Patton, 1997). Los aislados de la zona
norte y sur de los Estados Unidos aparentemente son fisiolégicamente diferentes, pero
hay poca diferencia entre los aislados del sur de Estados Unidos y China (Patton,
1997). No hay informes, sin embargo, que indiquen la ocurrencia de cepas de que
difieran en virulencia. Pero si hay grandes diferencias en la susceptibilidad inter e

intraespecifica a la enfermedad entre los Pinus spp. ( Phelps et al 1978).

Los conidios del hongo son subhialinos a verde oliva y de pared gruesa oscura.
Tienen uno a cinco septos, un dpice redondeado y base truncada, y en su forma se
extiende de fusiforme a cilindrico y a recto a curvado. Su tamafio varia de 3-5x 21-44
um, la superficie conidial va de verrugosa a espinosas.

Las colonias en medio del agar del extracto de malta del 3% (MEA) presentan un
color verde olivdceo a grisdceo hasta casi negras, de forma compacta y que producen un
mucilago donde estan contenidos los conidios. El estado teleomoérfico de este hongo

corresponde a Mycospharaella dearnesii el cual no se ha observado en cultivo.

Importancia de la enfermedad

M. dearnessii es causante de una enfermedad en el follaje, sobre todo de P.
palustris en el sudeste de Estados Unidos, causando severos problemas de crecimiento
para las plantas y los arboles jovenes (Gibson, 1979). Mycosphaerella dearnessii y
Mycosphaerella pini (E. Rostrup) son el principal factor limitante para el
establecimiento de esta especie en toda su drea de distribucidon natural. Skilling y
Nicholls (1974) informan que se propaga y aumenta el dafio a las plantaciones de
arboles de navidad Pinus. sylvestris (L.) en el norte de Estados Unidos. (Wisconsin,
Minnesota), por lo que los arboles afectados son invendibles. Dado que el valor de
mercado de este cultivo en 1974 fue puesto en 70 millones de doélares, las pérdidas

econdmicas pueden ser considerables.

La mancha marrén reduce el crecimiento anual total de pinos del sur por mds de 16
millones de pies cubicos (0.453 millones de metros cibicos) de madera (Phelps et al.,

1978).
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En Centroamérica, el patégeno es endémico y omnipresente en los bosques de
pinos nativos P. caribaea Morelet, P. oocarpa Schiede ex Schltdl.,, P. maximinoi
H.E.Moore, P. patula Schitdl. & Cham, desde el nivel del mar hasta el bosque nublado
(2000 msnm), pero nunca se asocia con un deterioro grave en las agujas de los pinos
(Evans, 1984). Gibson (1979), en la evidencia de su difusién y distribuciéon en los
E.U.A., considera a M. dearnessii ser altamente adaptable a nuevos huéspedes y
ambientes y por lo tanto una amenaza importante fuera de Norteamérica. Esto fue
corroborado por el hallazgo de P. radiata severamente dafiado en el altiplano de
Colombia (Gibson, 1980).

El impacto que la enfermedad produce no solo es econdmico, la defoliacién en el
medio forestal no es significativa, excepto en el caso de los pinos de hoja larga, donde
una severa defoliacion de los drboles jovenes puede afectar a la regeneracion natural de
esta especie. El dafio subletal podria ser un factor importante en el decaimiento de los
arboles forestales. Una de las consecuencias ambientales asociadas podria ser el

aumento del uso de pesticidas para controlar la enfermedad (Phelps et al., 1978).

Control de la enfermedad

El control es posible por la quema controlada de destruir el material infectado en el
suelo. Se han recomendado las aplicaciones de fungicidas clorotalonil y de la mezcla de
Bordeaux a viveros y plantaciones jovenes, de manera critica cuando las agujas de
reciente aparicion son la mitad de su longitud total (Skilling y Nicholls, 1974). Cuando
los niveles de indculo son altos, una segunda pulverizacion de 3-4 semanas mds tarde se
aconseja y cuatro a siete tratamientos durante un periodo de 6 meses durante el apogeo
de la temporada de crecimiento en los Estados Unidos de América (Mayo a Octubre) es
necesario para el control a corto plazo en los viveros (Kais, 1975). Un buen control
también se ha observado con benomilo y maneb; Kais er al. (1986) usaron un

tratamiento de 5% de raiz de benomil antes de la siembra.

En las plantaciones de arboles de Navidad maltiples aplicaciones de fungicidas
pueden limitar la infeccién. La especie Pinus sylvestris de aguja larga (colinas de
Austria, Alemania) son mds resistentes que las de aguja (Patton, 1997). Los fungicidas

también pueden ser utilizados en plantas de hoja larga alrededor de la casa, en
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plantaciones de paisaje, y en pequefios campos y otros lugares donde la quema es
indeseable o imposible (Phelps et al., 1978).

En las plantaciones jovenes y rodales naturales de pino de hoja larga, la quema
controlada mata el hongo sin dafiar a la planta. Una quema controlada destruird las
agujas infectadas y elimina la fuente de indculo durante varios afios. El tiempo de las
quemas prescritas es muy importante debe ser s6lo cuando la enfermedad de la mancha
marrén se ha desarrollado hasta un grado perjudicial. Cuando la mayoria de las
plantulas tienen un tercio de su follaje muerto a finales de noviembre o diciembre, una
quema prescrita en enero del afo siguiente o febrero es aconsejable. El fuego es poco
costoso y eficaz, por lo que es ampliamente utilizado en todo el cinturén de pino de hoja
larga (Phelps et al., 1978).

Un ndmero de técnicas de cultivo se han desarrollado para ayudar a reducir la
incidencia de mancha marrén en las plantaciones de pinos de aguja larga y el método de
cortas de regeneracion también proporciona proteccion contra la enfermedad (Phelps et

al., 1978).

Deteccion e identificacion del patégeno

Las lesiones en la aguja son cominmente de color amarillo a marrén claro con un
borde oscuro, en forma circular o rectangular. Ocasionalmente, la lesién es mas de una
cinta de color amarillo-resina, y con una pequefia mancha marrén en un lado. (Patton,
1997). Finalmente, la mayoria de los tejidos de la aguja muere y deja caer la aguja. Los
arboles muestran la aguja dorada y coronas de adelgazamiento. Los arboles que han
sufrido repetidos ataques pueden presentar sélo las agujas del afio en curso. Los
conidios son exudados en una masa pegajosa de estromas negro que aparece en las

agujas en unas semanas después de las lesiones (Patton, 1997).

Los conidios del anamorfo (Lecanosticta acicola) se forman en acérvulos dentro de
estromas negro en las agujas. Los conidios son cilindricos, curvados, de color verde
oliva a marrdn, y tienen uno a cuatro septos. Las ascas se forman en pseudotecios. Las

ascosporas son hialinas, oblongas a cuneadas, desigual bicelular (Patton, 1997).
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Medios de dispersion

Los conidios de M. dearnessii se extienden por distancias cortas por las salpicaduras
de agua. Las ascosporas se pueden propagar por el viento a largas distancias. El hongo
también puede ser transportado largas distancias por el movimiento de los registros con
agujas infectadas alojadas en grietas de la corteza, un montén de semillas que contienen

pequeios fragmentos de agujas infectadas y plantas de vivero infectadas por el hongo.

Evans (1984) estudio este género en pino de América Central e incluy6 algunos pinos
de México. El mismo autor describi6é una nueva especie de Lecanosticta, (Lecanosticta

gloeospora H.C. Evans en Pinus pseudostrobus Lindl. en el estado de Nuevo Ledn.

Los anamorfos proporcionan mejores caracteres para separar y distinguir las
especies. Los acérvulos entre Lecanosticta y Dothistroma varian de forma segun el
clima y el hospedero de forma entre acérvulos. Lo mads significativo y contundente para
distinguir M. dearnessii de M. pini es la naturaleza de la espora pared del conidio.

En los conidios de M. dearnessii (Lecanosticta) hay gréanulos de melanina
integrados en su pared exterior. Bajo el microscopio, las esporas son pigmentas, de
pared gruesa con una superficie verrugosa. Lo mejor vista se obtiene usando 6ptica de
contraste de interferencia diferencial a una magnificacion mas x 400.

Por el contrario, los conidios de M. pini (Dothistroma) son hialinas, de pared
delgada y lisa. Sin embargo, los conidios de M. dearnessii no difieren claramente en
tamafio de las de los M. pini. Los hongos también se pueden distinguir por sus
caracteristicas en cultivo. El MEA, colonias de M. pini son de crecimiento lento, café-
negro, y pueden producir una baba blancuzca conidial. (EPPO 2005). En el caso de
Lecanosticta también es de crecimiento lento, de color verde oliva a verde negro de
apariencia espesa. M. dearnessii en los mismos medios de cultivo crece
significativamente mds grande y de color verde-negro colonias con un limo de conidios
de color verde oliva. M. gibsonii (H. Evans) es la de mas rdpido crecimiento de estas

especies y colonias de micelio de color gris en formas de lana (EPPO 2005).
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la variacién morfoldgica del hongo L. acicola en las diferentes

especies de Pinos a lo largo de un gradiente altitudinal.

OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar mediante pruebas moleculares un diagndstico confirmatorio del hongo L.

acicola en ocho especies de Pinus en cuatro municipios del estado de Nuevo Leon.

Analizar el grado de incidencia de L. acicola con relacién a las ocho especies de Pinus 'y

la elevacion en cuatro municipios de Nuevo Ledn

HIPOTESIS
Existen diferencias morfolégicas de L. acicola segun el gradiente altitudinal y las

especies de pino que parasita en cuatro municipios de Nuevo Ledn.

JUSTIFICACION
El género Lecanosticta es un hongo de importancia desde el punto de vista de patologia
forestal, dado que Lecanosticta acicola, anamérfo de Mycosphaerella dearnessii Barr,
ocasiona un tizén foliar severo en varias especies de pinos a nivel mundial. Ademas, es
un hongo ampliamente distribuido en el estado de Nuevo Ledén que afecta a varias

especies de coniferas.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizaron ocho salidas al campo donde se recolectaron 49 muestras para su posterior
aislamiento del hongo Lecanostica acicola en ocho especies de pinos. El trabajo de
campo se realiz6 en los meses de marzo a noviembre del 2010 y se realizaron colectas
en los municipios de Iturbide, Galeana, Monterrey y Cadereyta, Nuevo Leén, México.

(Imagen 1)

@ Monterrey
@ Cadereyta

Iturbide

@ Galeana

Imagen 1. Localizacion del area de muestro en el estado de Nuevo Ledn.

A) Descripcion de los sitios de muestro:

Iturbide

a) Clima.
El clima de la regién de acuerdo a la clasificacion de Képpen (1931) y con la

modificacién de Garcia en 1964 es Bsl’ (x’) (e), seco con lluvias en verano. La
precipitacion media anual es de 620 mm. y se presenta bimodalmente durante el verano
(Névar et al., 1994). Las dos temporadas de mayor precipitacion ocurren en junio y
septiembre. La evapotranspiracion potencial anual de la regién es de 795 mm (Navar et
al., 1994).

La temperatura media anual es de 18° C, aunque durante el periodo mds célido (junio-
agosto) la temperatura maxima mensual puede alcanzar los 35° C. el periodo mas frio,
con temperaturas minimas mensuales de hasta —10° C se presenta en los meses de

diciembre y enero.
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b) Vegetacion

El area de estudio presenta un bosque natural de pino - encino. Synnott y
Marroquin (1987) reportan 11 especies de encinos mencionando ademds, que en
algunos suelos profundos se encuentran poblaciones de pino (Pinus pseudostrobus). Las
pendientes con exposiciéon sur tienen un microclima mas cdlido y presentan una
vegetacion de arbustos donde generalmente predomina la familia Leguminosae, ademds
se encuentran algunas especies de agaves como lechuguilla y maguey (Wouter y

Gommert, 1986).

Galeana
a) Clima

Para el Cerro del Potosi, con base en datos extrapolados a partir de las estaciones
de 18 de Marzo (2020 m.s.n.m) y ejido El Potosi (1890 m.s.n.) ubicadas en el declive
oriental y occidental de la sierra, respectivamente, se calcularon las temperaturas medias
para la zona, aplicando los valores de gradientes térmicos calculados por Muller (1939)
para diferentes niveles altitudinales y exposiciones de la Sierra Madre Oriental. El clima
de la zona es de tipo E(T)H(e), frio y extremoso de acuerdo a la clasificacion de
Koppen, modificada por Garcia. Muller (1937) con base en sus observaciones de la
vegetacion, caracterizé al clima de la parte alta como frio semidrido, mencionando que
aunque la precipitacion es tan alta como en las zonas adyacentes, la humedad es poco

efectiva debido a la alta evaporacion.

b) Vegetacion

La vegetacion por debajo de los 3500 m.s.n.m. se encuentra en grave estado de
deterioro debido a incendios y la tala desmesurada, excepto en cafiadas y sitios
escarpados. A menos de 1700 m.s.n.m., en los alrededores del cerro El Potosi, se
presentan matorrales xer6filos y bosque abierto de Pinus ponderosa var. stormia) y/o P.
cembroides Zucc). En términos generales se presentan comunidades mas altas y densas
en el flanco oriental y norte del cerro El Potosi, debido a la influencia de los vientos
alisios. Las principales comunidades vegetales del declive oriental son: matorral de
Berberis trifoliata Hartw ex Lindl., Juniperus erythrocarpa Cory, Condalia sp. Cav y

Rhus trilobata Nutt. , entre los 2000 y 2070 m de altitud. De los 2070 a los 2180
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m.s.n.m. predomina un bosque abierto de Pinus ponderosa var. stormia y P.
cembroides, que es substituido por bosques de Quercus hasta los 2300 m.s.n.m.; de los
2300 a los 2600 m.s.n.m. prevalecen matorrales secundarios de Quercus-Cercocarpus
con individuos aislados de Pseudotsuga. Pinus hartwegii Lindl. predomina entre los
2850 y 2930 m. De los 2930 a los 3000 m ocurre un matorral denso de Quercus greggii
con individuos de P. hartwegii y Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco. Mds arriba
predomina P. hartwegii, que es sustituido por cafiadas de Abies vejarii Martinez hasta
los 3470 m. El bosque de P. hartwegii alcanza la cima del cerro por el lado norte, pero
en el declive oriental es sustituido a partir de los 3450 m. por matorral de Pinus

culminicola (Garcia y Gonzélez, 1991).

Monterrey

a) Clima

Segun la clasificacion climatica de Koppen, modificada por Garcia (1964), el
clima de Monterrey es semidrido cdlido. La precipitacion media anual es de alrededor
de 600 mm repartida principalmente en los meses de verano, siendo septiembre el mes
mads lluvioso del afo. La temperatura media es de 23 °C. Hay un importante contraste
entre las estaciones: en verano los dias son calurosos con noches templadas (34/22 °C),
en invierno las tardes son agradables y las noches son frias (21/9 °C). Durante la
estacion invernal, la temperatura presenta cambios pronunciados debido a la latitud, que
hace que las masas de aire frio no se mantengan estables; esto hace que las temperaturas
maximas aumenten de alrededor de 7 °C a mas de 30 °C en cuestion de dias (Garcia,

1964).

b)Vegetacion

En Monterrey existen los bosques de pino. La distribucién de estos bosques puede
ocurrir en lugares templados y hiimedos, con el factor térmico decreciente a medida que
se asciende en altitud; se ubica a partir de 900 y 1,000 msnm. Se trata de una comunidad
con drboles hasta 22 m de alto estdn asociados cominmente con algunas especies de
encinos (Quercus spp.) y madrono (Arbutus xalapensis Kunth). En las zonas himedas

se puede encontrar Bosque de Pino-Encino (Alanis et al. 2011)
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Matorral Submontano. Es una formacién arbustiva y subarbérea muy rica en formas de
vida. El vigor, talla y distribucién de las especies dominantes y codominantes dependen
de la disponibilidad de agua en el suelo y subsuelo. Las formas biolégicas dominantes
son arbustos o drboles de 4 a 6 metros de alto, con hojas pequeiias, caducifolias y
subespinosas. Se ubican en los taludes inferiores de las montafias de hecho forman un
extenso umbral que separa los elementos del matorral desértico de las planicies y los
bosques de encino y encino-pino existentes en los taludes superiores de a Sierra Madre
Oriental. Aunque tiene variantes morfoldgicas y ecoldgicas, en términos generales en
este matorral las especies mas representativas son barreta Helietta parvifolia (A.Gray ex
Hemsl.) Benth., anacahuita (Cordia boissier A. DC.), frijolillo (Calia secundiflora
(Ortega) Yakovlev.), falso olivo (Gochnatia  hypoleuca A.Gray), corvagallina
(Neopringlea integrifolia S. Watson), hoja dorada (Decatropis bicolor Radlk.) ,
escobilla (Fraxinus greggii A.Gray), tenaza (Havardia pallens Britton & Rose.), cenizo
(Leucophyllum frutescens 1.M.Johnst.), chaparro prieto (Acacia rigidula Benth.),
guajillo (Acacia berlandieri Benth), huizache (Acacia farnesiana Wall.), hierba del
potro (Caesalpinia mexicana A. Gray), mezquite (Prosopis glandulosa Torr), chapote
manzano (Diospyros palmeri Eastw.) y chapote prieto (Diospyros texana Scheele). En
algunas 4reas con hdbitats protegidos con abundante humedad y suelos profundos,
podemos encontrar agrupaciones pequefias de encino molino (Quercus virginiana Mill).

(Alanis et al. 2011)

Cadereyta

a) Clima

Su tipo de clima es seco estepario, con temperatura media anual de 22 °C. En dias de
verano alcanza los 44 °C y en invierno desciende hasta los -5 °C. Las lluvias son mds
abundantes principalmente en el sur y sureste, registrindose con mayor sucesion de
agosto a enero; por lo general de febrero a mayo son ligeras lloviznas y raras veces
aguaceros torrenciales; la precipitacion pluvial media anual es de 601 a 800 milimetros.
Los vientos que predominan son del este al noreste en marzo y abril, del sur y sureste en

julio y agosto y del norte de septiembre a febrero (INAFED,2010)
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Vegetacion

Cerca de rios y arroyos se componen por dlamo de rio (Platanus rzedowskii Nixon &
J.M.Poole), dlamo temblon (Populus tremuloides Michx.), sauce (Salix nigra Marshall),
carrizo (Arundo donax L.), culantrillo de pozo (Adiantum capillus-veneris L.), lobelia
acudtica (Lobelia cardinalis L.), olmo (Ulmus crassifolia Nutt.) y sabino (Taxodium
mucronatum Ten.), encontrdndose abundantes especies herbdceas acudticas o
semiacudticas, enredaderas y especies epifitas como es el paixtle (Tillandsia usneoides
L.). La vegetacion es algo parecida a la del municipio de Monterrey caracteristica del
matorral submontano (Alanis et al. 2011).

Estos bosques crecen principalmente en las orillas de los rios, asi como en riberas

planas y amplias con drenaje superficial. (Alanis et al., 2011)

Descripcion de las muestras.

Se tomaron muestras de hojas de las especies de pinos consideradas y que presentaron
los sintomas de la enfermedad del tizon café en las agujas de pinos. La identificacion se
realizé con base en las caracteristicas morfoldgicas de L. acicola en las agujas de pino
que se manifiesta con la aparicién de color amarillo, que més tarde se convierten en
marrén en el centro, en contraste con el borde amarillento. Las especies de pino que se
consideraron para este proyecto fueron Pinus cembroides, P. ponderosa var stormiae
P,. gregii, P. culminicola var culminicola, P. strobiformis, P. hartwegii, P.
pseudostrobus, P. halepensis y P. eldarica. Estas especies fueron seleccionadas debido

a su importancia forestal y ornamental.

Sitios de Muestreo.

Los datos del muestreo se describen en la tabla posterior donde se presentan las
coordenadas, altitud y fecha en que fueron tomadas las muestras. El gradiente altitudinal
de las localidades donde se recolectaron las muestras fluctué desde los 343 msnm hasta
los 3,720 msnm (Tabla 1).
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TABLA 1. Posicion geografica de los sitios de muestro

Coordenadas Altitud Fecha

24°45°30°" N, 99° 59755 O 1,667 m 03/04/2010
24° 30725 N, 99° 59250 2,453 m 03/04/2010
24°30726°° N, 99° 5925 0O 2,450 m 03/04/2010
24°30727°°N, 99°59726" O 2,453 m 03/04/2010
24°30730°" N, 99° 5924 O 2,468 m 03/04/2010
24°30730°" N, 99° 59240 2,468 03/04/2010
24°31°45°"N, 100° 0012 O 2,334 m 03/04/2010
24°39725°"N, 100° 0154 O 1,911 m 03/04/2010
24°36744°" N, 100°00°11"° O 2,097 03/04/2010
24°53°18°"N,100°11°13”° O 2,097 17/04/2010
24°53°17°"N, 100°11°13° O 2,096 m 17/04/2010
24°53°19°"N, 100° 117127 O 2,093 m 17/04/2010
24°53°14""N, 100° 11712 O 2,103 m 17/04/2010
24°53°13°"N, 100° 11°13°°0O 2,104 m 17/04/2010
24°53°13°"N, 100°11°13° O 2,101 m 17/04/2010
24°30729°"N,99°5926 O 2,466 m 17/04/2010
24°30729°"N,99°5926 O 2,466 m 17/04/2010
24°30727°°N,99°5926 O 2,464 m 17/04/2010
24°30°31°"N,99°59°27"° 0 2,475 m 17/04/2010
24°30733°"N,99°5927 0 2,480 m 17/04/2010
24°30735""N,99°5925” O 2,489 m 17/04/2010
24°37°09 N, 100° 007200 2,050 m 17/04/2010
24°37°09 N, 100° 00200 2,050 m 17/04/2010
24 42°27°°N,99 51°42”° O 1,634 m 08/05/2010
24 42°34°"N,99 51742 O 1,633 m 08/05/2010
24 42°34°"N, 99 5150 O 1,609 m 08/05/2010
24 42°30°"N, 99 51742 O 1,628 m 08/05/2010
24 53°18°"N, 100 13357 O 3,117 m 22/05/2010
24 5321°"N, 100 13740 O 3,092 m 22/05/2010
24 53°19°"N, 100 137397 O 3,100 m 22/05/2010
24 53°16°"N, 100 137327 O 3,120 m 22/05/2010
24 53°16""N, 100 137327 O 3,116 m 22/05/2010
24 53°15°"N, 100 1331”7 O 3,120 m 22/05/2010
24 52°40°"N, 100 13708 O 3,211 m 22/05/2010
24 52736""N, 100 137187 O 3,259 m 22/05/2010
24 52745 N, 100 13°14"" O 3,255 m 22/05/2010
2527°14""N, 99 59’48 O 343 m 03/08/2010
2527°16""N, 99 5952 O 349 m 03/08/2010
2527°16""N, 99 59752 O 349 m 03/08/2010
24 42°31°"N,9951°47°° O 1,610 m 13/08/2010
24 42726""N, 99 51742 O 1,634m 13/08/2010
24 42°43°"N,99 5151”7 O 1,609 m 13/08/2010
24 53°17°"N, 100 13°14"" O 2,994 m 01/09/2010
24 52720°"N, 100 13°56”" O 3,720 m 01/09/2010
24 52720 N, 100 1355 O 3,717 m 01/09/2010
24 52722°"N, 100 13°54"" O 3,710 m 01/09/2010
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24 53°19°"N, 100 13377 O 3,100 m 01/09/2010

Las aciculas sospechosas de estar infectadas por el patégeno de interés para este
estudio (Lecanosticta acicola) fueron tomadas en campo en las coordenadas
mencionadas anteriormente para su posterior transportacion al laboratorio para ser
examinadas y poder tomar inoculo para realizar los aislamientos que fueron trasportados
en bolsas de papel, se escogié bolsas de papel porque son ideales para la transportacién
de este material debido a que no facilitan la humedad. En el laboratorio las muestras se
examinaron utilizando un microscopio estereoscopico con aumento de hasta 40x y un
microscopio 6ptico. El hongo causante de la enfermedad fue identificado por medio de
caracteres morfoldgicos y se realizaron aislamientos para los cultivos puros en extracto

malta agar.

Aislamiento

Las muestras fueron tomadas de las aciculas afectadas con tejido muerto color
marrén, manchas, bandas (partes muertas con manchas negras en el estroma). Después
se esterilizo la superficie, las agujas se cortaron en segmentos de 4-6 mm. Se tomd
inoculo y se colocaron sobre medio de extracto de malta agar en cajas Petri. Después de
un periodo de incubacién de 1-5 semanas a temperatura 20°C. Se hicieron las
observaciones Se realizaron mediciones cada 24 horas para observar el crecimiento del
diametro de la colonia.

Debido al lento crecimiento en los cultivos de este hongo en particular y la
presencia de hongos enddfitos en aciculas de pino, los aislamientos no siempre tienen
éxito. Otros hongos o bacterias presentes en las agujas pueden crecer rdpidamente en el
medio de cultivo y dificultar la visibilidad o el crecimiento de cualquier colonia posible

del patégeno.

Identificacion

La confirmacién final s6lo puede obtenerse a través identificaciéon microscopica

de la etapa conidial o bien por medio de pruebas moleculares.

a) Identificacion por medio de microscopia
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En este trabajo se realizé primero la confirmacién o identificaciéon por medio de
microscopia cuando los conidios tipicos producen una masa viscosa de esporas de color
verde oliva principalmente asi como también un verde oscuro casi negro en el medio

de cultivo después de 5 dias en la incubadora.

Los conidios de Lecanostica acicola son subhialinos de un color marrén oliva,
espinulosos a verrugosas con viscosas masas de esporas, directamente a fusiforme
curva, a cilindrica, 1-5 septos y de un tamafo de - 31 - (64)x (1) - 3,4-(6) um, con un
apice redondeado y base truncada, las esporas fueron descritas con sus caracteristicas
morfolégicas de diagndstico La mejor vista se obtiene usando 6ptica de contraste de
interferencia diferencial en un magnificacién mayor que x 400. Las descripciones y
fotomicrografias se hicieron a partir de preparaciones montadas en agua destilada con
acido lactico siguiendo los procedimientos rutinarios de aislamiento de hongos

patégenos (Evans,1984)

La comparacion con especies similares debido a que los sintomas macroscopicos
y caracteristicas morfoldgicas pueden facilmente ser confundidos con la enfermedad de
la niebla roja en la aguja banda (Mycosphaerella pini, Anamorfo: Dothistroma
septospora Dorogin.), Especialmente al inicio de la enfermedad e incluso después,
(Evans, 1984; Pehl y Wulf, 2001). Los teleomorfos de estas especies son muy
similares morfoldgicamente, y pueden ser facilmente confundidos debido a que casi no
se distinguen. Se comparé la morfologia de las colectas de L. acicola obtenidas en las
diferentes especies hospederas. Se compardé con cultivos de L. gloespora y L.
longispora obtenidos en campo y también de cepas depositadas en el cepario del

laboratorio de Micologia de la Facultad de Ciencias Forestales de la U.AN.L.

b) Identificacion molecular

Para las pruebas moleculares se realizé por medio de PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa por sus siglas en ingles “Polymerase Chain Reaction”). Siguiendo las
técnicas rutinarias de estudio. Se enviaron muestras a la Universidad de Viena, donde
fueron efectuadas las pruebas moleculares.

La identificacién por métodos de biologia molecular Pehl et al. (2004) han

utilizado una técnica basada en PCR-RFLP ITS (Reaccion en Cadena de Polimerasa
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Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion Espaciador Transcrito
Interno. Por sus siglas en inglés; “Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment
Length Polymorphism Internal Transcribed Spacer”) para diferenciar M. pini de M.
dearnessii y otros hongos frecuentes en Europa en las agujas de pino. El rDNA (Acido
desoxirribonucleico recombinante) es obtenido a partir de 0.5-1 mg de micelio
liofilizado de los hongos cultivados en medios de cultivo liquidos o directamente a
partir de 1 6 2 segmentos de agujas infectadas (longitud de 1-3 mm, 1.5-3 mg) que
muestran frutos inmaduros de los organismos en el estroma. Los segmentos de agujas o
micelios frescos son homogenizados utilizando un mortero de vidrio micro (25-100 p
L, Roth) y tampdn de extraccion de la Qiagen DNeasy Plant Kit Mini. EI rDNA se aisla
utilizando el Qiagen DNeasy Plant Mini Kit siguiendo las instrucciones del fabricante.
Debido a la pequefia cantidad de material de prueba, las cantidades enumeradas en el
protocolo (Por ejemplo, tampones, RNasa) se reduce a 1/4 de la prescrita. La
concentracion de ADNTr se determina fluorimétricamente utilizando flurescent tinte Hoe
33258 y un Quant Dyna 200 fluorimetro (por ejemplo, Pharmacia).

El programa de PCR consiste en una desnaturalizacion inicial de 150 s en 94°C,
35 ciclos con desnaturalizacion a 94 ° C 60 s° C, 60 s recocido a 55 °C y la extension
120 s en 72°C, y una tltima extensién de 5 min a 70 ° C. Después de la finalizacion de

la PCR, muestras alicuotas se separaron por electroforesis utilizando un 2%

La PCR se realiz6 empleando 50 p L de volumen de reacciébn y un
termociclador Biometra Tpersonal 48. La mezcla de reaccién contiene 3 unidades de
Taq polimerasa de ADN (por ejemplo, Stratagene), 5 pL Tampon de reaccion 10x (por
ejemplo, Stratagene), 0,5 mm MgCl2, 0,1 mm dNTPs (por ejemplo Boeringer
Mannheim), 0,6 pm adelante ITS-4 cebador 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'y 0,6
pm SU-5 revertir primer S-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3 'segtiin White et al .
(1990) y 2 ng de molde de rDNA.
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Pruebas Estadisticas

Los resultados se contrastaron con pruebas estadisticas utilizando para ello el
programa estadistico SPSS y MVSP, se realizaron pruebas de ANOVA, Kruskall Wallis
y Andlisis Cluster.

El andlisis de la varianza (ANOVA, Analysis of variance, por sus siglas en
inglés) es una coleccién de modelos estadisticos y sus procedimientos asociados, en el
cual la varianza estd particionada en ciertos componentes debidos a diferentes variables
explicativas.

El andlisis discriminante es una técnica estadistica multivariante cuya finalidad
es describir (si existen) las diferencias entre grupos de objetos sobre los que se observan
variables (variables discriminantes). Mas concretamente, se comparan y describen las

medias de las variables clasificadoras a través de los grupos.

En caso de que estas diferencias existan, intentard explicar en qué sentido se dan
y proporcionar procedimientos de asignacion sistemadtica de nuevas observaciones con
grupo desconocido a uno de los grupos analizados, utilizando para ello sus valores en

las variables clasificadoras.

El Analisis Cluster, conocido como Anélisis de Conglomerados, es una técnica
estadistica multivariante que busca agrupar variables tratando de lograr la méixima

homogeneidad en cada grupo y la mayor diferencia entre los grupos.
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RESULTADOS

La mayoria de las incidencias fueron encontradas en Pinus cembroides en el
Municipio de Galeana con 17 de las 49 incidencias.. El menor nimero de incidencia fue
para P. pseudostrobus y P. strobiformis reportindose solamente dos incidencias para
cada uno. El nimero de incidencias encontradas para cada especie se enlistan en la
Tabla 2

A pesar de la identificacion de L. acicola por medio de PCR en las muestras de
P. cembroides, confirmando asi la presencia del patégeno, en lo aislamientos de las
muestras de P. cembroides no tuvieron crecimiento en los medios de cultivos.

De estas 49 muestras, a 16 de ellas se les realizo estudio para identificacion
molecular por medio de PCR, confirmando la mayoria de las incidencias por L. acicola

y los resultados se muestran en la Tabla 3.

En algunos casos no fue posible el aislamiento o el crecimiento del patégeno en
los medios de cultivo, posiblemente debido a varios factores, como por ejemplo la
competencia de otros microorganismos en el medio de cultivo lo cual limita el
crecimiento del hongo. Otro factor determinante es que las colonias de L. acicola son de
lento crecimiento, en comparacién con las bacterias que tienen un crecimiento

exponencial, desplazando al patégeno de interés.

TABLA 2. Nuamero de aislamientos obtenidos de L. acicola en los diferentes

hospederos y localidades

Hospedero No. de Aislamientos (%)

Iturbide | Galeana Cadereyta Total
Pinus cembroides 17 17 (34.69)
Pinus arizonica 6 6 (12.24)
Pinus culmincola 6 6 (12.24)
Pinus halepensis 6 6 (12.24)
Pinus eldarica 5 5 (10.20)
Pinus hartwegii 5 5 (10.20)
Pinus pseudostrobus 1 1 2 (04.08)
Pinus strobiformis 2 2 (04.08)
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Tabla 3. Confirmacion molecular por PCR.

Hospedero Muestra | Municipio | Altura (m) | Parasito

Pinus cembroides | 26 Galeana 2,466 Mycosphaerella pini

P. cembroides 28 Galeana 2,480 Mycosphaerella pini

P. cembroides 25 Galeana 2,466 Mycosphaerella dearnessii
P. cembroides 25-2 Galeana 2,466 Mycosphaerella dearnessii
P. cembroides 25-3 Galeana 2,466 Mycosphaerella dearnessii
P. cemboides 27 Galeana 2,464 Mycosphaerella dearnessii
P. arizonica 21 Galeana 2,097 Mycosphaerella dearnessii
P. arizonica 24 Galeana 2,101 Mycosphaerella dearnessii
P. halepensis 32 Iturbide 1,634 Mycosphaerella dearnessii
P. halapensis 34 Iturbide 1,633 Mycosphaerella dearnessii
P. halepensis 34-1 Iturbide 1,609 Mycosphaerella dearnessii
P. halepensis 35 Iturbide 1,628 Mycosphaerella dearnessii
P. halepensis 53 Iturbide 1,600 Mycosphaerella dearnessii
P. halepensis 54 Iturbide 1,600 Mycosphaerella dearnessii
P. pseudostrobus | 52 Iturbide 1,630 Lecanosticta gloespora

P. pseudostrobus 55 Iturbide 1,610 Mycosphaerella dearnessii

El anélisis estadistico (ANOVA) indica que existe una diferencia significativa

segtn la altitud y la longitud de la espora. Para el grosor se indica que hay una alta

diferencia significativa segun la altitud. Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de Varianza para la longitud y el grosor de espora.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Medidas cuadraticas F Sig.

Longitud  Inter-grupos 388.612 5 77.722 4.191| .002

Intra-grupos 2114381 114 18.547

Total 2502.992| 119
Grosor Inter-grupos 171.071 5 34.214| 20.629| .000

Intra-grupos 189.079| 114 1.659

Total 360.150| 119

La Tabla 5 y 6 muestran las pruebas PostHoc para grupos homogéneos para la

longitud y el grosor con las siguientes altitudes 1609 m. (1), 1628 m. (2), 1633 m. (3),
1634 m. (4), 2097 m. (5) y 2101m. (6). En Tabla 5 se analiz6 la longitud de las esporas

y existe una clasificacién de los grupo basado en el grado de parecido existente. Asi, en

el subgrupo 1, estan incluidos 4 grupos correspondientes a las altitudes 4, 1, 5 y 6, cuyas
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medias no difieren significativamente y en el subgrupo 2 estan las alturas 1, 5, 6,
3y 2 en este grupo no hay diferencia significativa entre las medias, pero a la vez difiere

del grupo 1.

En la Tabla 6 se analiz6 el grosor de las esporas y se puede observar que hay 4
subgrupos que difieren entre si, el primer subgrupo estdn las alturas 2, 4 y 1 y se
muestra que no hay diferencia significativa entre las medias. Para el subgrupo 2 estdn
las alturas 4, 1 y 3 y para el subgrupo 3 estdn las alturas 3 y 6 y se muestra que no hay
diferencia significativa en el subgrupo 2 y 3 seguin sus medias. Para el subgrupo 4 estan
las alturas 5 y 6 y muestran que no existe diferencia significativa entre las medias de

esas dos alturas.

Tabla 5. Subgrupos homogéneos del procedimiento Anova para longitud.

Pruebas Post Hoc
Subgrupos homogéneos

Longitud
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Altura N 1 2

4 20 19.8450

1 20 23.6425 23.6425
5 20 23.7650 23.7650
6 20 23.7650 23.7650
3 20 24.1325
2 20 25.8475

Sig. .053 588

a. Como tamafio muestral se utiliza la media armonica de los tamafios de

cada grupo= 20.000.
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Tabla 6. Subgrupos homogéneos del procedimiento Anova para grosor.

Grosor
Tukey HSD?
Altur Subset for alpha = 0.05
a N 1 2 3 4
2 20 343
4 20 3.92 3.92
1 20 4.17 4.17
3 20 5.02 5.02
6 20 6.13 6.13
5 20 6.74
Sig. 467 .082 .082 .662

a.  Como tamafio muestral se utiliza la media arménica de los tamafios de cada grupo

=20.000.

Las Tablas 7 y 8 muestran mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis

los valores discontinuos que son los septos, el color y la ornamentacion.

La Tabla 7 muestra los rangos de los septos, color y ornamentacion, se

analizaron 120 esporas y se puede apreciar las medias de los rangos para cada altura.

La Tabla 8 muestra los valores de la Chi-cuadrada e indica que no existe una

diferencia significativa para los septos, color y ornamentacion segun el grado de altitud.

Tabla 7. Rangos de septos, color y ornamentacion

Prueba Kruskal-Wallis

Rangos
Altura N Medias de Rangos
Septos 1 20 57.00
2 20 63.13
3 20 60.00
4 20 62.75
5 20 60.00
6 20 60.13
Total 120
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Color 1 20 59.00
2 20 65.00
3 20 59.00
4 20 62.00
5 20 59.00
6 20 59.00
Total 120
Ornamentaci6 1 20 57.15
n 2 20 66.08
3 20 51.50
4 20 59.98
5 20 57.60
6 20 70.70
Total 120

Tabla 8. Prueba de Kruskal Wallis
Prueba estadistica Kruskall Wallis

Septos Color [Ornamentacion
Chi-cuadrada | 2.489 7.120 10.135
df 5 5 5
Sig asintot 778 212 071

b. Variable: Altura

La Figura 1 muestra el dendrogrdma resultante que utiliza una vinculacién
media entre grupos las variables de la longitud y el grosor de espora segtn el gradiente
altitudinal. El grosor de la espora estd altamente relacionado con la altitud y en menor

medida la longitud de espora con la altura.
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Dendrograma que utiliza una vinculacién media (entre grupos)

Combinacion de conglomerados de distancia re-escalados

0 5 10 15 20 25
1 1 1 | 1
Aftura 1
= Grosor i
Longitud 2

Figura 1. Dendrograma de longitud y grosor segin la altura.

En la Figura 2 se observa el dendrogrdma resultante que utiliza vinculacién
media entre la ornamentacién, septos y color de espora segun la altitud. El color y la
ornamentacion estdn mayormente relacionados, en cuanto a la caracteristica de los

septos es la menos relacionada con los demés grupos.
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Dendrograma que utiliza una vinculaciéon media (entre grupos)

Combinacion de conglomerados de distancia re-escalados

0 ] 10 15 20 25
1 1 L 1 1
Colar 3
Ornamentacion 4
-
Altura 1
Septos 2

Figura 2. Dendrograma para septos, color y ornamentacion.

En la Figura 3 se encuentra el dendrogrdma que utiliza vinculacién media entre
los grupos de altura, longitud, grosor, color, ornamentacién y septos. La altura y el
grosor estan altamente relacionados, tienen un mayor grado de similitud como se habia
mencionado anteriormente en la Figura 1, en menor medida la ornamentacién. En otro
grupo con menor similitud estd la longitud de espora con los septos y la caracteristica

con menor grado de similitud entre estos grupos es el color.
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Dendrograma que utiliza una vinculaciéon media (entre grupos)

Combinacion de conglomerados de distancia re-escalados

0 5 10 15 20 25

1 1 L 1 1
Altura 1
Grosar 3
Ornamentacion ]

-

Longitud 2
Septos 4
Calor A

Figura 3. Dendrograma para longitud, grosor, color, ornamentacion y septos.

En la Figura 4 podemos observar que existen dos grupos. Las esporas a una
altitud de 2097 m. y 2101 m. son el primer grupo con un grado alto de similitud y el
segundo grupo estd conformado por las esporas de las altitudes de 1628 m. y 1634 m.
que son las que cuentan con mayor grado de similitud en cuanto a grosor de la espora y

1633 m. y 1609 m. en el mismo grupo, pero con un grado menor de similitud.
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Figura 4. Relacion del grosor de espora y el gradiente altitudinal.

En la Figura 5 se puede observar dos grupos. El primer grupo son las esporas de las
altitudes 2097 m. y 2101 m. con un alto grado de similitud en la longitud de espora y
con menos grado de similitud las esporas de la altitud 1628 m.. El segundo grupo estd
conformado por las esporas de las altitudes 1633 m. y 1609 m. con un grado mayor de
similitud que las esporas con la altitud de 1634 m.
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Figura 5. Relacién de la longitud de espora y el gradiente altitudinal.
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Discusiones

Las enfermedades del tizon café y la banda roja en aguja del pino son enfermedades
graves que afectan a las coniferas. La primera enfermedad es causada por la
Mycosphaerella dearnessii mientras que el segundo es causada por dos especies,
deuteromiceto Dothistroma septosporum (Dorog.) M. Morelet (teleomorfo M.

piniRostr.) y D. pini (teleomorfo desconocido).

M. dearnessii se puede identificar facilmente por observaciéon microscopica de las
conidiosporas tipicas de la etapa de anamorfo, (es decir, Lecanosticta acicola), que se
producen en los conidios desarrollar en las agujas infectadas (Barnes et al 2004 y
EPPO 2008). Las dos especies, D. pini y D. septosporum, se dividieron recientemente
por Barnes et al. con base, en morfologia y el andlisis de la secuencias de los tres genes
nucleares. D. pini y D. septosporum debido a la dificultad en que distinguen por la
morfologia de sus conidiosporas, y la identificacién de las dos especies se basa s6lo en
la observacion de los caracteristicas microscopicas la cual puede llegar a ser casi

imposible (Barnes, 2004)

Las dificultades en la identificacion de patogenos pueden surgir cuando la conidiomas
que se observan en el tejido huésped no producen conidios maduros e incluso después
de la incubacién en una cdmara himeda, que es una método recomendado (EPPO,
2008). Ademads, el aislamiento de L. acicola, D.pini, y D. septosporum para la
identificacion también es a menudo dificil y consume mucho tiempo, debido a que estos

hongos crecen muy lentamente y

son ficilmente fuera de competencia por hongos endoéfitos saprobios o de rapido
crecimiento (EPPO, 2008; Evans, 1994), con lo cual en este estudio se presentaron las
mismas situaciones en la identificacion debido a lo parecido en la morfologia de los
patogenos y del estado inmaduro de los conidios, ademds de las dificultades debido al
lento crecimiento en los cultivos y la competencia de otros hongos endoéfitos presentes
en las aciculas los cuales mostraron un rdpido crecimiento, dificultando la identificacion

asf como el crecimiento del patégeno de interés en los cultivos.

L. acicola, D. pini y D. septosporum aparecen como hongos en cuarentena de la Unién
Europea (Anénimo, 2000), y se sometieron a pruebas especificas para los controles

fitosanitarios. Los resultados fiables de tal monitoreo dependen de la aplicaciéon rapida,
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especifica, y herramientas de detecciéon sensibles. La disponibilidad de la base
molecular como herramientas de deteccién podria ayudar mucho a resolver el problema
de identificacidn de estos tres agentes patdgenos en su huésped. Debido a L. acicola, D.
pini y D. septosporum tienen arboles hospederos similares y pueden presentar sintomas
similares, una herramienta molecular que permita la deteccién simultdnea de los tres
patégenos haria posible para acelerar el proceso de anélisis y proporcionaria datos mas
completos sobre la distribucién real de estos patégenos en diferentes partes del mundo.
En México y en otros paises en proceso de desarrollo la aplicaciéon de pruebas
moleculares en el campo forestal presenta ciertos inconvenientes debido a los precios
elevados de éstas pruebas, por lo que pudiera llegar a no ser tan factible la aplicacioén de

dichas herramientas para la deteccién oportuna.

Estudios anteriores han demostrado que las secuencias de la B-tubulina 2 (B-tub2) y el
factor de elongacién de la traduccién (EF1-0) los genes pueden estar adecuado para
diferenciar L. acicola, D. septosporum, y D. pini (Barnes 2004) debido a que muestran

interespecifica significativa intrénica polimorfismo.

En el norte de EE.UU., la precipitacion y la temperatura son los factores criticos para la
dispersion de las esporas y la infeccidn, que se producen de junio a septiembre (Skilling
y Nicholls, 1974). Las esporas son liberadas s6lo durante el tiempo lluvioso y nunca a
temperaturas bajas (cerca de 2°C); el periodo de infeccion mayor es de finales de junio a
principios de julio. Ademds del gradiente altitudinal, la precipitacion en los cuatro
municipios donde se realiz6 el muestro varia. En Iturbide La precipitacién media anual
es de 620 mm y se presenta bimodalmente durante el verano (Névar et al., 1994). Las
dos temporadas de mayor precipitacion ocurren en junio y septiembre. La
evapotranspiracion potencial anual de la regién es de 795 mm (Navar et al., 1994).La
temperatura media anual es de 18° C, aunque durante el periodo més cdlido (junio-
agosto) la temperatura méxima mensual puede alcanzar los 35° C. el periodo maés frio,
con temperaturas minimas mensuales de hasta —10° C se presenta en los meses de
diciembre y enero. En Galeana el clima que presenta la region es templado subhumedo
con lluvias en verano. La precipitacion promedio es de 600 — 800 mm. La méixima
temperatura media anual se ubica entre los 12 °C a 18 °C. La maxima incidencia de
lluvias ocurre durante el mes de Septiembre. La temperatura minima se registra en el

mes de Enero siendo de 7 °C. (B.P.P., 1985). En Monterrey el clima es semidrido
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cdlido. La precipitacion media anual es de alrededor de 600 mm repartida
principalmente en los meses de verano, siendo Septiembre el mes mas lluvioso del afio.
La temperatura media es de 23 °C. En Cadereyta el tipo de clima es seco estepario, con
temperatura media anual de 22 °C. En dias de verano alcanza los 44 °C y en invierno
desciende hasta los -5 °C. Las lluvias son mds abundantes principalmente en el sur y
sureste, registrdndose con mayor sucesion de agosto a enero; por lo general de febrero a
mayo son ligeras lloviznas y raras veces aguaceros torrenciales; la precipitacion pluvial
media anual es de 601 a 800 milimetros. Estos factores de temperatura y precipitacion
son determinantes para la propagacion e incidencia. Galena siendo el municipio con

mayor cantidad de lluvia por afio influyen para la incidencia del hongo en las coniferas.

Biol. Jacob Hiram Vazquez Rios Pagina 32


http://es.wikipedia.org/wiki/%C2%B0C

CARACTERIZACION Y DIFERENCIACION DE Lecanosticta acicola (Thum.) ANAMORFO DE Mycosphaerella
dearnessii (M.E. Barr). EN UN GRADIENTE ALTITUDINAL EN NUEVO LEON, MEXICO

CONCLUSIONES

Se lograron caracterizar 49 muestras de Lecanosticta acicola en diferentes
hospederos de los municipios de Iturbide, Galeana, Monterrey y Cadereyta. Las
especies de coniferas donde se encontré el patégeno con el mayor nimero de
incidencias en P. cembroides con 17 incidencias todas en el municipio de Galeana,
posteriormente P. ponderosa var sotrmiae, al igual que P. culminicola var culminicola,
con seis incidencias con todas las incidencias en el municipio de Galeana,
posteriormente con el mismo nimero de incidencias, pero en el municipio de Iturbide P.
halepensis. En Cadereyta solamente se reporté P. eldarica que mostré cinco
incidencias. Se reportd cinco incidencias de P. hartwegii en el municipio de Galeana.
Las especies con menor numero de incidencias fueron P. pseudostrobus y P.
strobiformis ambas especies con tan solo dos incidencias, de éstas incidencias en P.
pseudostrobus una fue en el municipio de Galeana y otra en el municipio de Iturbide.
En el caso de P. strobiformis las dos incidencias fueron encontradas en el municipio de

Galeana.

Las condiciones climatolégicas como la humedad, la precipitacién y el viento
favorecen la dispersion y la incidencia de L. acicola por lo tanto son factores
determinantes para el desarrollo del hongo. Galeana fue el municipio donde se presentd
mayor incidencia del hongo con 17 incidencias que representa el 34% de la muestra,
debido a que es el que presenta mayor precipitacion anual y condiciones de temperatura
favorables para el desarrollo de L. acicola. En contraste con Galeana donde el clima es
semiarido donde solo se encontraron cinco muestras correspondientes al 10% de las
muestras y en Monterrey no se presentd ninguna incidencia del hongo debido tal vez a
que el clima es semidrido calido por lo tanto existe mayor dificultad para la propagacién

del hongo, ya que las condiciones no son Optimas para el desarrollo del hongo.

Se demostrd que existe una diferenciaciéon morfoldgica segin el grado de altitud
mostrando diferencias en el tamafio de longitud y grosor de espora, el grosor de espora
mostré una mayor diferencia significativa segin la altitud, en cuanto a la longitud de
espora existe también diferencia significativa segtin la altitud, pero en menor grado que
el grosor. En cuanto a la los septos y el color no se mostrd una diferencia significativa.

En cuanto a la ornamentacién existe una variacién segun la altitud. Mostraron mayor
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grado de similitud las esporas con mayor altitud 2097 m. y 2101m. y mayor relacién el

grupo de esporas con la altitud 1628 m. y 1634 m.

Las pruebas moleculares son una herramienta altamente eficaz debido a que no
da lugar a equivocaciones de identificacién, debido a que es una prueba altamente

sensible y especifica para cada especie que sea analizada. Es recomendable el uso de

PCR para una identificacion precisa.
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