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Resumen

Sierra de Quila es un area natural protegida del estado de Jalisco con una
gran diversidad de coniferas, entre ellas ocho especies del género Pinus (P.
devoniana, P. douglasiana, P. lumholtzii, P. herrerai, P. leiophyla, P.
montezumae, P. oocarpa y P. chihuahuana), de las cuales destaca P.
douglasiana debido a su amplia distribucion. Actualmente, P. douglasiana
es parasitada por una especie de muérdago enano del género Arceuthobium
que se dispersa rapidamente dentro de la poblacion y afecta el vigor de las
plantas hospederas hasta causar la muerte, asi mismo incrementa la
susceptibilidad al ataque de otros patogenos e insectos, asi como la
vulnerabilidad ante eventos naturales como incendios. Las especies de
muérdago enano se caracterizan principalmente por un mecanismo
explosivo de dispersion de semilla, lo cual ocurre cuando el fruto, que
contiene viscina, al madurar libera de forma explosiva la semilla hasta 20
metros a la redonda, lo que permite la colonizacion de nuevos hospederos.
Actualmente, no existen medidas contundentes para el control de esta
planta parasita, por lo que se afecta el repoblamiento natural del bosque y
sus funciones como ecosistema, ya que se observa una disminucion de
nutrientes para otros organismos en el habitat y una pérdida econémica
sustancial en la industria maderera. Por ello, se aislaron hongos a partir de
ejemplares sanos e infectados de Arceuthobium spp. que podrian tener un
efecto antagonico con el crecimiento de este parasito. Se obtuvieron 15
aislados de hongos en medio de cultivo PDA y se determinaron las
caracteristicas morfologicas macroscopicas de la colonia con base en su
elevacion, borde, aspecto, consistencia y color, a su vez, se obtuvieron
preparaciones de los hongos tenidos con Blanco de Calcofluor y fueron
observadas en un microscopio de epifluorescencia (Leica, DMLS) con una
camara AxioCam ICc1 (Carl Zeiss) usando el filtro UV (400-420nm). Por otra
parte, se colect6 la viscina de los frutos de muérdago sano y a partir de las
semillas se obtuvieron los tricomas para realizar un homogenado total.
Posteriormente, se determiné el contenido total de proteinas de la viscina y
de los tricomas mediante el método de Lowry (1951). Paralelamente, se
determino el contenido total de carbohidratos a través del método de Dubois
(1956) y se determino el perfil total de proteinas por electroforesis (10% SDS-
PAGE); obteniéndose proteinas con Mr<19-47 kDa en viscina y una banda
de alto peso molecular en tricomas, la cual se encuentra glicosilada. La
identificacion de monosacaridos y grupos funcionales mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier indico la presencia de monosacaridos, glucosa y
manosa en viscina, mientras que en tricomas: N-acetilglucosamina y



glucosa. En relacion con los grupos funcionales, estos correspondieron a
biomoléculas de proteinas y carbohidratos. Estos resultados indican la
presencia de moléculas que posiblemente son clave para la continuidad del
ciclo de vida de esta planta parasita, lo que permitira incorporar elementos
para plantear una estrategia integral para el control de Arceuthobium spp.

Vi



Introduccion

Sierra de Quila es un Area Natural Protegida (ANP) perteneciente al estado
de Jalisco, cuenta con un ecosistema de bosque de pino-encino y una
poblacion mayoritaria de pinos dentro de su flora, entre los que destaca
Pinus douglasiana Martinez, por su abundante presencia comparada con el
resto de las especies dentro del ANP (CONANP, 2019).

Esta especie de pino actualmente es afectada por una planta parasita del
género Arceuthobium M. Bieb., conocido también como muérdago enano,
para el cual no se ha encontrado un tratamiento que impida su propagacion,
ya que esta planta parasita posee un ciclo de vida muy complejo y largo. De
ahi que diversos estudios se han enfocado en su etapa reproductiva. Una
caracteristica interesante de este grupo de plantas es que dispersa sus
semillas tras la explosion del fruto maduro, a una distancia de
aproximadamente 20 metros a la redonda (Hawksworth, 1961; 1965;
Hawksworth y Wiens, 1996).

Actualmente, se cuenta con diversas alternativas para el control de esta
planta parasita, entre ellas se encuentra el control quimico, en el cual se
han utilizado distintas sustancias como 2,4-D, MCP 4-2-metil-4-cloro-
fenoxi y Etephon, que son efectivas a corto plazo por lo que requieren
aplicaciones continuas. Otra de ellas es el control fisico, el que consiste en
la remocion de estructuras infestadas del hospedero o en su caso el derribe
o quema del arbol para los ejemplares muy infestados y por tltimo el control
biologico, del cual se tiene escasa informacion. Respecto a esta alternativa
de control biolégico, en México se han reportado diversos géneros de hongos
fitopatogenos de muérdago enano, entre los cuales destacan Pestalotiopsis
spp., Alternaria spp. y Fusarium spp. (Shamoun et al.,, 2003; Plascencia et
al., 2007; Conklin y Geils, 2008; Reséndiz et al., 2012; Gonzalez-Gaona et
al.,, 2017). Sin embargo, es de relevancia investigar especimenes fungicos
dentro de la zona de estudio donde se realizara el control biologico.

En este sentido, la estrategia propuesta en este estudio para el control del
muérdago enano es la investigacion y caracterizacion de hongos
fitopatogenos presentes en muestras de tejido sano e infectado de la planta
parasita, colectados dentro de las zonas altamente infestadas; asi como el
estudio bioquimico de la viscina y tricomas que cubren a la semilla para
entender su papel en el ciclo de vida y por ende en la colonizacion del
hospedero.



Antecedentes

1. Area Natural Protegida Sierra de Quila

Sierra de Quila es reconocida como un ANP por Decreto presidencial desde
el 23 de julio de 1982, publicado en el Diario Oficial de la Federacion el 4 de
agosto de 1982 como area de proteccion de flora y fauna. Representa una
superficie aproximada de 15,192.50 hectareas y esta incluida en los
municipios de Tecolotlan, Tenamaxtlan, San Martin de Hidalgo y Cocula, en
el estado de Jalisco (CONANP, 2019).

» Descripcion del area de estudio

La vegetacion en esta region esta caracterizada por bosque de coniferas,
bosque de pino-encino, bosque de encino-pino, bosque de encino, selva baja
caducifolia y pastizal; sin embargo, el ecosistema predominante es bosque
de pino-encino (CONANP, 2019).

2. Coniferas

Las coniferas representan un grupo de plantas clasificadas en la subdivision
Gymnospermae debido a que presentan los sexos masculino y femenino en
el mismo individuo o separados, dependiendo de la especie; las semillas de
estas plantas se encuentran desprovistas de un fruto carnoso, la mayoria
de estas presentan una corteza aspera y gruesa, sus hojas son simples,
persistentes durante todo el anno y se muestran como agujas o aciculas; los
frutos se conocen como conos o pinas, los procesos de floracion y
fructificacion se da en periodo de entre 1 a 3 afios dependiendo de la familia
(Gernandt, et al., 2014).

Existen 571 especies de coniferas reportadas en todo el mundo. En México,
las coniferas estan ampliamente distribuidas dentro de todo el territorio,
localizandose principalmente en las zonas de clima frio, templado y humedo,
entre los 1500 y 3000 m de altitud y de acuerdo con la mas reciente
clasificacion realizada para las coniferas a nivel mundial, en el pais se han
reportado cuatro de las seis familias distribuidas en 10 de los 71 géneros,
que a su vez representan el 14% de la diversidad mundial, con un total de
95 especies de coniferas en el territorio mexicano. De todos los estados,
Jalisco es el que posee mayor diversidad de coniferas con 34 especies
reportadas (Gernandt, et al., 2014).



En México, estas especies estan distribuidas en 6 familias: Pinaceae (pinos,
abetos y hayarines), Cupressaceae (cipreses), Podocarpaceae (podocarpos),
Taxaceae (tejo), Sciadopityaceae (Pino sombrilla de Japon) y Araucariaceae
(Araucos, Pino de Wollemi y Kauries) (Christenhusz, et al., 2011).

= Género Pinus

El género Pinus comprende a un conjunto de arboles siempre verdes que se
caracteriza por poseer grandes dimensiones y se les considera plantas
monoicas. La disposicion de las ramas le otorga una forma piramidal a la
copa en macroblastos y braquiblastos. Los macroblastos tienen hojas
escuamiformes o como escamas, sin clorofila, mientras que los
braquiblastos tienen entrenudos muy acortados, las hojas son largas, en

forma de agujas y tienen una vaina membranosa de escamas (Narave y
Taylor., 1997).

Las hojas, el tronco y las ramas poseen células que se organizan en canales
para la sintesis y acumulacion de resina. La hojas son aciculares y estan
reunidas en grupos de 2 a 5 a través de braquiblastos. Las flores son
unisexuales y se presentan como estrobilos o conos. Los conos masculinos
se disponen en los extremos terminales de las ramas de los pinos y son
ovoides compuestos por un eje central con escamas insertadas
helicoidalmente, cada una con dos sacos polinicos que contienen polen en
su interior. El grano de polen tiene dos vesiculas o sacos aeriferos en vista
microscopica. Los conos femeninos son ovoides y se forman por un eje
central con escamas generalmente bastante engrosadas y lefiosas en la
madurez, que portan los 6vulos. Estas escamas se insertan de manera
helicoidal en el eje. Los conos femeninos se disponen en los extremos de las
ramas superiores y, luego de la maduracion de las semillas, caen al suelo.
Las semillas de algunas especies (pinones) tienen una testa lignificada y se
prolongan en un ala papiracea para la dispersion (Manzanilla et al., 2018).

» Especies de Pinos presentes en el ANP sierra de Quila.

A nivel mundial se encuentran distribuidas aproximadamente 100 especies
distintas del género Pinus, de las cuales en nuestro pais se han reportado
95 especies y en el estado de Jalisco 34; lo cual lo posiciona como el estado
con mayor diversidad de pinos en todo el pais. En el ANP sierra de Quila se
ha reportado la presencia de 8 especies distintas de pinos (Pinus devoniana,
P. douglasiana, P. lumholtzii, P. herrerai, P. leiophyla, P. montezumae, P.
oocarpa y P. chihuahuana), de las cuales destaca Pinus douglasiana debido
a su amplia distribucion en ésta ANP. Particularmente, a esta especie se le
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conoce con el nombre comun de pino avellano o pino hayarin (Santiago-
Pérez et al., 2012).

* Pinus douglasiana Martinez

P. douglasiana presenta fustes de hasta 35 metros de altura y diametros de
75 cm; una copa redondeada y densa, con ramas bajas horizontales y ramas
superiores ascendentes; corteza densa y piramidal; hojas o aciculas que se
presentan en grupos de 5, triangulares y de 25 a 33 cm de largo, con bordes
finamente aserrados, de color verde claro y yemas de color anaranjado-rojizo
(Figura 1).

Sus conos estan diferenciados sexualmente, los
masculinos son terminales, se les puede observar
al inicio de la primavera en paquetes compactos
con tonalidades violaceas que luego se tornan
anaranjadas y posteriormente rojizas al liberar el
polen; los femeninos son subterminales, de color
café-violaceo, con escamas de 20 a 30 mm de largo
por 15 de ancho en su apice, normalmente en
forma de poligono. Las semillas se observan de
color café oscuro, de forma ovoide, de 4 a 5 mm de
longitud y con un ala de 25 mm de largo por 8 mm
de ancho. La época de floracion se presenta de
enero a marzo, la apertura de conos de noviembre

. . . ] . . Figura 1. Pinus douglasiana,
a diciembre, mientras que la dispersion de semilla rama con espiculas

comienza en diciembre (Eguiluz, 1978).

3. Plantas pardsitas

=  Familia Santalaceae

Anteriormente se le conocia a esta familia como Viscaceae pero, a partir de
2003, siguiendo el sistema para la clasificacion de angiospermas segun
criterios filogenéticos (APG II) se le denomina familia Santalaceae, de
distribucion casi cosmopolita (Bremer, 2009).

Son plantas hemiparasitas que se fijan al hospedero mediante haustorios
que penetran en los tejidos conductores. Poseen clorofila, por lo que son
capaces de realizar fotosintesis mientras se parasita al hospedero.



Dentro de esta familia encontramos 45 géneros, de donde destacamos al
género Arceuthobium (muérdago enano) que se caracteriza por ser parasito
de diferentes pinaceas y a los géneros de muérdago verdadero mas
importantes en México Phoradendron, Psittacanthusy Struthanthus (Sotero,
2018).

= Arceuthobium M. Bieb.

Es un género compuesto de 42 especies de plantas parasitas cuyos
hospederos principales son miembros de las familias Pinaceae y
Cupressaceae en Norteamérica, Centroamérica, Asia y Africa. De las 42
especies descritas, 39 son endémicas de Norteamérica y de ellas, 21 son
endémicas de Estados Unidos. En México se han reportado tres especies
principales de muérdago enano, A. abietis religiosiae, A. globosum y A.
vaginatum siendo esta ultima la especie predominantemente distribuida en
todo el pais (Hawksworth y Wiens, 1996).

El género Arceuthobium, son plantas hemiparasitas que obtienen nutrientes
minerales, agua y el 70% de sus fotosintatos, directamente del sistema
vascular de su hospedero mediante el desarrollo de una estructura
especializada denominada haustorio (Press y Phoenix, 2005).

Estas especies presentan una caracteristica dentro de su ciclo de vida que
las diferencia del resto, un mecanismo explosivo de dispersion de semilla, el
cual ocurre al madurar el fruto y es capaz de lanzar la semilla hasta 20
metros a la redonda, permitiendo asi la colonizacion de nuevos hospederos
y dispersion de esta especie (Hawksworth, 1961).

—  Ciclo de vida

El ciclo de vida de este parasito consta de 4 etapas principales: la
reproduccion, dispersién, establecimiento e incubacién (Figura 2).



Dispersion Establecimiento

Reproduccion Incubacion

Figura 2. Ciclo de vida de Arceuthobium spp. parasitando Pinus douglasiana.

La reproduccién tiene una duracion de entre cuatro a seis semanas (Figura
3A), en las que ocurre el proceso de polinizacion anemofila para dar lugar a
la generacion del fruto que, al madurar pasara a la dispersion (durante el
otono), que debido a la presion hidrostatica generada por una alta
concentracion de viscina, tras la maduracion del fruto, este estalla liberando
la semilla con el fin de adherirse a otra planta hospedera. La viscina es una
sustancia mucilaginosa e higroscopica que envuelve a la semilla y es clave
para adherirse al hospedero, establecimiento; con el tiempo la viscina se seca
y con ello las semillas que han logrado adherirse a la base de las aciculas,
ramas o tallos (Figura 3B y C), continuaran con la etapa de germinacién, la
cual ocurre hasta la primavera siguiente, donde desarrollan un haustorio
(Figura 3D), que le permite ingresar hasta el xilema de la planta hospedera
para obtener sus nutrimentos minerales (Hawksworth, 1965).



Figura 3. Semilla de muérdago enano. A) Primordio de baya y semilla, B) y C) Desarrollo

de haustorio una vez adherida la semilla al hospedero, D) Establecimiento de muérdago

en hospedero.
Después de dos a tres anos del establecimiento de la semilla, comienza el
desarrollo de brotes, que a su vez generan ramificaciones articuladas
denominadas “escobas de bruja”, estos pueden medir desde milimetros
hasta 50 cm de longitud; antes de este tiempo es dificil decir con certeza que
un arbol esta infectado con muérdago enano ya que no hay senales visibles
de infeccion en el pino (Rodriguez, 1983; Ramirez-Davila et al., 2009).

4. Interaccion planta-planta

Las interacciones planta-planta involucran una asociacion intima entre los
organismos y se clasifican en 3 formas: mutualismo, comensalismo y
parasitismo. El mutualismo se define como una relacion en que ambos
individuos se benefician y se puede presentar de dos formas, como
mutualismo facultativo, en el que los organismos pueden vivir el uno sin el
otroy el mutualismo obligado, donde ambos necesitan permanecer asociados
para sobrevivir. El comensalismo, es aquella interaccion en que uno de los
organismos involucrados se beneficia, mientras que el otro, no se perjudica.
En el caso del parasitismo, es un tipo de simbiosis en la cual un organismo
se beneficia a expensas de otro (Audesirk, et al., 2012; Novoplansky y
Williams, 2013). Generalmente cuando se menciona patogenos de plantas,
se refiere a algunos organismos tales como nematodos, hongos, bacterias y



virus. Sin embargo, el parasitismo ha evolucionado en todos los reinos de la
vida y en el caso de las plantas no es la excepcion, ya que existen plantas
parasitas. En este contexto, existen mas de 4000 especies de plantas
angiospermas parasitas con una gran diversidad en tamano y estructura.
Su rango de hospederos es muy amplio, desde pastos, arbustos, hasta
arboles (Caitlin et al., 2017).

El parasitismo puede clasificarse de tres maneras: segun el érgano que
parasitan (tallo o raiz), segiin la dependencia del hospedero (facultativas u
obligadas) y segun el nivel de autotrofia (hemiparasitas u holoparasitas). Las
plantas parasitas facultativas tienen la caracteristica de tener clorofila por
lo que realizan fotosintesis y pueden crecer hasta la madurez sin necesidad
de un huésped, a estas también se les conoce como hemipardsitas segin su
nivel de autotrofia, ya que so6lo obtienen agua y nutrientes minerales desde
sus hospederos por medio de una estructura especializada llamada
haustorio que se conecta con el xilema de la planta hospedera; las plantas
parasitas obligadas, como su nombre lo dice, requieren del huésped para
madurar, también se les conoce como plantas holopardsitas segin su nivel
de autotrofia, ya que al carecer de clorofila, dependen en su totalidad de los
fluidos tanto xilematicos como floematicos de la planta hospedera
(Novoplansky y Williams, 2013).

» [nteraccion Pinus spp. — Arceuthobium spp.

La interaccion Arceuthobium-Pinus comienza desde la etapa de
establecimiento del ciclo de vida del muérdago enano, donde la semilla se
adhiere al hospedero y posteriormente comienza el proceso de colonizacion
con el desarrollo del haustorio (Rey et al., 1991).

La infeccion severa de muérdago enano ocasiona debilitamiento general de
la planta lo cual la vuelve menos competitiva y en condiciones limitantes de
humedad, durante la época seca, se produce una mayor mortalidad (Roth,
2001); también se ha observado una reduccion en el tamano, numero de
conos y semillas; asi como una menor calidad de la madera (Stanton, 2006).
La mortalidad es mas notoria en arboles de menos de 25 cm de diametro
(Hawksworth y Wiens, 1996).



Dentro de los sintomas de la infeccion, destacan abultamiento ligero en la
corteza del hospedero; crecimiento anormal de las ramas infectadas,
reduccion de crecimiento en altura y diametro, formacion de “escobas de
bruja” (Figura 4) (Rey et al., 1991; Vega, 1976; Lye, 2006).

Figura 4. Arceuthobium spp. parasitando Pinus douglasiana.

5. Métodos de control

Existen tres tipos principales de control de muérdago enano parasitando
pinaceas, estos son: control fisico que involucra la remocion de estructuras
infestadas del hospedero, el control quimico que consiste en la aplicacion de
sustancias para el control del desarrollo del parasito sobre el hospedero y
por ultimo el control biolégico en donde se emplean organismos vivos para
controlar el crecimiento del muérdago sobre el hospedero, estos organismos
vivos son principalmente hongos e insectos.

Actualmente en México se han evaluado las 3 estrategias de control antes
mencionadas para distintas especies del género Arceuthobium spp. sobre
Pinus spp., a continuacion se describen los procedimientos y resultados del
empleo de estas técnicas.

» Control fisico

Las estrategias para el control de muérdago enano (Arceuthobium spp.),
incluyen un control fisico en los individuos infectados mediante podas de
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saneamiento y la tala de organismos totalmente infectados, con el objetivo
de disminuir la relacion parasito-hospedero, sin embargo, esta estrategia no
controla totalmente la dispersion de la planta parasita a toda la poblacion
vulnerable de la zona. La poda de ramas infestadas se realiza tinicamente
en arboles pequenos ligeramente infestados, primero se debe identificar las
ramas infestadas para proceder a cortarlas y posteriormente se podan las
ramas superior e inferior a la rama infestada para asi disminuir la
probabilidad de que el individuo sea reinfestado por la planta parasita,
después de la poda se asegura dejar al menos el 30% de la copa intacta, de
no ser asi, el individuo debe derribarse (Gonzalez-Gaona et al., 2017;
Conklin, 2008). Esta técnica se ha probado en Xico, Veracruz sobre la
infestacion de Arceuthobium globosum, los hospederos encontrados fueron
Pinus patula, P. pseudostrobus y P. ayacahuite en donde el nivel de
infestacion al arbolado era leve (15%), logrando hasta un 65% de reduccion
de infestacion posterior a la poda (Vega y Negreros, 2016).

= Control quimico

Para el control quimico se han evaluado distintas sustancias, entre ellas el
2,4-D, MCP 4-2-metil-4-cloro-fenoxi y Etephon (2-cloroetil del acido
fosforico), en arboles jovenes, obteniendo resultados positivos en el control
de la planta parasita debido a que el tejido muestra absicion en brotes y
reduccion en la dispersion del mismo, sin embargo, ocurrio un efecto
negativo ya que posteriormente, se observo rebrotacion de la planta parasita
esto debido a que estos quimicos no afectan directamente el sistema
endofitico del muérdago enano (Shamoun et al., 2003).

En México, se han realizado varios estudios sobre el uso del Etephon en el
estado de México y en Michoacan en Pinus hartwegii y P. pseudostrobus
parasitados por Arceuthobium globosum, en los cuales determinaron un
control de dicha planta parasita al utilizar dosis superiores 2000 ppm del
producto disuelto en agua. El Etephon es asperjado sobre los brotes aéreos
del muérdago, sin embargo, el control de la planta parasita se logro de
manera temporal (Plascencia et al., 2007).

Por otro lado, se ha probado la aspersion de 2,4-D al 40y 72% p/v, en donde
no se reportan resultados concluyentes, debido a que el equipo para el
asperjado es dificil de conseguir y de transportar (Rios-Insua, 1994).

Otra manera de evaluar el efecto de productos quimicos es inyectarlos
directamente en el xilema de la planta hospedera logrando asi un ataque
sistematico al parasito; para llevar a cabo este método de control existen
cuatro técnicas: macroinyeccion, implantes, microinyeccion e inyecciones a
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baja presion. Bajo esta metodologia se evaluo el papel del 2,4-D amina al
1% y Glifosato al 3% donde se inyectaron a baja presion 5 mL por cada
centimetro de diametro a los fustes de Pinus teocote y P. hartwegii en los
meses de junio a agosto durante la floracion del muérdago, teniendo
eficiencias superiores al 80% (Arriola et al., 2014).

= Control biolégico

Se han realizado pocos estudios que engloben estrategias de control para
muérdago enano con organismos vivos o atenuados, pero ninguno desde el
punto de vista bioquimico de microorganismos que produzcan sustancias
importantes en el ciclo de vida de la planta parasita; algunos de los mas
destacados evaluan la accion de hongos fitopatogenos sobre diferentes
tejidos de la planta parasita y en otros casos se han empleado larvas de
insectos, como lepidopteros, para estudiar su efecto antagonico y de control
sobre muérdago enano (Shamoun et al., 2003).

Actualmente en México se han estudiado algunos insectos que se alimentan
de los tallos tiernos de muérdago enano, entre ellos estan los hemipteros
Neoborella sp. en Arceuthobium vaginatum subsp. vaginatum; Hemiberlesis
sp. sobre A. vaginatum subsp. durangense; Niveaspis volcanica, frecuente
en A. gillii subsp. nigrum, A. strictum, A. vertilliflorum, A. vaginatum subsp.
vaginatum, A. vaginatum subsp. durangense, A. globosum subsp. globosum
y A. globosum subsp. grandicaule; en todos ellos se logran ver resultados
rapidamente, sin embargo, son una estrategia de dificil manejo y monitoreo,
por ello se buscan alternativas mas amigables para el control de esta planta
parasita (Hawksworth y Stevens, 1970).

Entre las estrategias propuestas, después del uso de insectos, estan los
hongos fitopatogenos de muérdago enano, estos se pueden localizar en
distintas partes del tejido de estas plantas parasitas y se pueden clasificar
en dos grupos principales: aquellos que causan danos sobre tejido aéreo y
aquellos que causan cancer (Hawksworth y Geils, 1996).

Algunos ejemplos de hongos que afectan tejido aéreo son: Colletotrichum
gloeosporioides, Cylindrocarpon gillii y Caliciopsis arceuthobii; Alternaria
alternata, en donde se puede observar que causan un sobre flujo de
resinacion en las ramas infectadas del hospedero (A. americanum), asi como
marchitez en tallos y antracnosis en el parasito (Mark et al., 1976;
Plascencia et al., 2007).

También se han evaluado los hongos Cytospora abietis Sacc. (Hawksworth
y Wiens, 1972) y Neonectria neomacrospora (Mantiri et al., 2001) sobre tejido
de muérdago enano, en donde se observo reduccion del 30% de la parte
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aérea del tejido (Funk et al, 1973) y ademas, ambos hongos tienen la
capacidad de destruir semillas, brotes y hasta el sistema endofito del
mueérdago. Sin embargo, se encontro que estas especies de hongos tienen la
capacidad de matar el tejido del pino hospedero causando cancer, afectando
asi la supervivencia de la planta parasita (Shamoun y De Wald, 2002).

Por otra parte, Cortéz en 2013, evaluaron el efecto de Alternaria alternata y
Fusarium proliferatum como control biolégico de Arceuthobium vaginatum
sobre Pinus spp. en el parque nacional Iztaccihual-Popocatepetl (PNIP) y la
Malinche (PNLM) en donde se observo que después de 90 dias de la
aplicacion de las cepas fungicas, provocaron marchitez y clorosis en las
plantas parasitas.

Plascencia et al. en 2007, evaluaron el efecto de Pestalotiopsis y
Colletotrichum gloesporoides junto con tierra de diatomeas para el
tratamiento de Pinus hartwegii infectado con muérdago enano. Después del
tratamiento se observo marchitez y pérdida de turgencia en P. hartwegii, sin
producir un efecto significativo de la planta parasita.

Es importante indicar que para la aplicacion de una estrategia de control
biologico eficiente de muérdago enano, se debe considerar la especificidad
del hongo fitopatogeno, el cual debe afectar tinicamente al parasito sin
danar al hospedero; su actividad, en donde se interrumpa directamente
alguna etapa del ciclo de vida del parasito; la productividad alta y fdcil de
inoculo para su aplicacion a gran escala y la adaptabilidad del organismo
para su desarrollo y posterior distribucion dentro del espacio natural donde
se encuentran el hospedero y el muérdago enano (Shamoun, 2003).
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Justificacion

El muérdago enano (Arceuthobium spp.) parasito de Pinus douglasiana, se
ha distribuido entre los individuos de la poblacion infestandolos en su
totalidad, impidiendo asi el crecimiento normal de esta especie y por ende
reduciendo su tamano y vigor; lo cual es de gran importancia ecologica
debido a que los individuos jovenes no alcanzan la madurez. Como
consecuencia, no existe el repoblamiento natural del bosque y los individuos
adultos no cumplen sus funciones dentro del ecosistema por falta de
nutrientes, ademas pierden su importancia econéomica en la industria
maderera.

Por lo tanto, la falta de una estrategia contundente para el control del
muérdago enano promueve la busqueda de una alternativa para su control.

El control biologico ofrece el uso de organismos presentes en el ecosistema,
como en este caso hongos, para disminuir el crecimiento de muérdago enano
y a su vez impedir el establecimiento de su semilla en el hospedero P.
douglasiana. Ademas, el analisis de la etapa de establecimiento de
muérdago enano permitira ampliar el conocimiento del proceso de adhesion
del parasito al hospedero.
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Hipotesis

Aislados de hongos a partir de ejemplares sanos e infectados de
Arceuthobium spp., se espera tengan un efecto antagonico con el crecimiento
de este parasito. Ademas, el analisis bioquimico de la viscina permitira el
desarrollo de una estrategia que evite la adhesion de la semilla en P.
douglasiana y con ello interrumpir el ciclo de vida de esta planta parasita.
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Objetivo General

Aislar y caracterizar hongos fitopatégenos como posibles agentes de control
biologico de muérdago enano Arceuthobium spp., que afecta al bosque de
Pinus douglasiana en el Area Natural Protegida sierra de Quila, Jalisco,
Meéxico.

Objetivos Particulares

1. Aislamiento de hongos fitopatogenos relacionados con muérdago enano.

2. Caracterizacion morfolégica macroscopica y microscopica de los hongos
fitopatogenos.

3. Caracterizacion de la viscina y determinacion de glicoproteinas en
tricomas presentes en semillas de muérdago enano.
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Materiales y Métodos

Mapa de georreferencia del Area Natural Protegida Sierra de Quila

Se utilizo el programa de georreferenciacion QGIS 3.8 con el cual se realizo
un mapa, bajo una malla con cuadrantes cada 1000 m, resaltando las
caracteristicas de la zona, como vegetacion, altitud, cuerpos de agua,
caminos, carreteras, con la finalidad de obtener una vision general del
terreno a evaluar. Con base en este mapa de georreferencia, se establecieron
los sitios para realizar los muestreos y colecta de muérdago enano.

Colecta y manejo de muestras de muérdago enano Arceuthobium spp.

En la zona de colecta, se realiz6 la observacion de las zonas mas infestadas
por muérdago enano sobre Pinus douglasiana y se georreferenciéo un punto
central en cada una de estas zonas, en total se realizaron 4 colectas dentro
del ANP Sierra de Quila. Durante las colectas, se seleccionaron muestras
por duplicado de muérdago enano a partir de pinos parasitados, que
presentaran caracteristicas de infeccion fungica y se colecto tejido turgente
y visiblemente sano; también se colectaron muestras de bayas y semillas
con haustorio desarrollado. Las muestras fueron colocadas en bolsas de
plastico y tubos estériles, que se guardaron en hieleras para su transporte
y su posterior analisis en el laboratorio. Las colectas se realizaron durante
los meses de julio, septiembre y octubre.

Aislamiento de hongos a partir de muestras de muérdago enano

Las muestras de muérdago enano se lavaron con una solucion de hipoclorito
de sodio al 0.5% en agua destilada estéril, a continuacion se enjuagaron 5
veces en agua destilada estéril y se almacenaron en tubos nuevos estériles
a 4°C.

Posteriormente se obtuvieron muestras de tejido de 0.5 mm de largo y se
colocaron en placas con medio de cultivo para observar el desarrollo de
hongos. Los medios de cultivo usados fueron: agar (1.5% p/v) papa (20%
p/v)- dextrosa (2% p/v) (PDA); agar (1.5% p/v) Malta (3% p/v) (MA) y agar
(2% p/v) extracto de levadura (0.3% p/v), peptona (1% p/v), glucosa (2%
p/v) pH 4.5 (YPGA).

Una vez desarrolladas las colonias fungicas en los medios antes
mencionados, se utilizaron para realizar un aislamiento primario en medio
PDA y YPGA, incubando a 28°C durante 8 dias.
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Caracterizacion morfologica, macroscopica y microscopica de los
hongos

Los aislados fungicos se caracterizaron con base en las caracteristicas de
las colonias que estos forman, como elevacion, borde, aspecto, consistencia
y color, caracteristicas que se observaron durante el periodo de incubacion.
Ademas, se realiz6o la adquisicion de imagenes del crecimiento fungico
utilizando un microscopio estereoscopico (Nikon).

A su vez, se hicieron microcultivos fungicos y preparaciones de estos tenidas
con Blanco de Calcofltor para el analisis de su morfologia microscopica con
técnicas de luz transmitida y epifluorescencia. Las muestras fueron
observadas en un microscopio de epifluorescencia (Leica, DMLS) con una
camara AxioCam ICc1 (Carl Zeiss) usando el filtro UV (400-420nm).

Los aislamientos obtenidos se clasificaron de acuerdo con sus
caracteristicas morfologicas mediante claves taxonomicas; para la
identificacion se uso la clave de Barnett y Binder (1973) y Campbell et al.
(1996).

Analisis bioquimico de la viscina y tricomas de las semillas de
muérdago enano

— Obtencion de la viscina a partir de frutos de muérdago enano

Se colectaron los frutos de las muestras de muérdago, se colocaron en tubos
estériles de 15 mL y se mantuvieron durante 1 h a 28 °C, para promover
que los frutos liberaran la viscina tras la explosion de estos. Posteriormente,
se recupero la viscina y se coloco en un tubo nuevo de 15 ml, al resto del
tejido del fruto se le anadi6 8 mL de agua destilada estéril, para recuperar
el resto de la viscina. Paralelamente, se le anadieron 20 pL de una mezcla
de inhibidores de proteasas (Mini cOmplete™, Roche) y se almaceno a -20
°C hasta su posterior uso.

Por otro lado, a partir de las semillas se obtuvieron los tricomas; estas se
colocaron en una caja de petri de vidrio en hielo, se anadieron 3 mL de agua
destilada estéril y con ayuda de pinzas y bisturi se desprendieron los
tricomas de la testa de 32 semillas. Enseguida, se paso el liquido obtenido
a un tubo estéril de 15 mL, este se centrifugd (Centrifuga 5430 Eppendorf)
a 12,000 rpm para eliminar restos de tejido vegetal y se transfirio el
sobrenadante a un tubo estéril de 15 mL que contenia 0.5 mL de SDS al 2%,
1 mL de PBS y 20 pL de una mezcla de inhibidores de proteasas (Mini
cOmplete™, Roche); luego se sonico la muestra a 20 KHz y 90% de amplitud,
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durante 15 segundos con un procesador de liquidos ultrasonicos Vibra-
Cell™ VCX130 (Sonics®); la muestra se almaceno a -20°C.

— Purificacion de proteinas a partir de Tricomas

Se prepar6 una columna de desalado de 1.61 mL de volumen con resina p6
de 50-100 mesh (BioRad™), la resina se vertio directamente en la columna
para completar 2/3 partes del largo de esta (8.2 cm), se equilibré con agua
desionizada y se dejo reposar durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, para
la purificacion de proteinas de tricomas, primero se realizo un lavado con 5
mL de agua desionizada, luego con 10 mL de regulador Tris-NaCl 1 N y
finalmente con 15 mL de agua desionizada; en seguida se anadio la muestra
y se equilibré con regulador Tris-NaCl 1N, se colectaron fracciones de 1 mL
a las que se anadieron 10 pL de una mezcla de inhibidores de proteasas
(Mini cOmplete™, Roche). Las fracciones se almacenaron a -20°C para su
posterior cuantificacion de proteinas y carbohidratos, como se muestra a
continuacion.

— Determinaciéon de proteinas y carbohidratos totales

La concentracion de proteina de las muestras de viscina y tricomas se
determin6é por el método de Lowry (1951) y los datos de absorbancia
obtenidos fueron referidos a una curva patron con albiumina sérica bovina
(BSA).

La concentracion de carbohidratos de las muestras de viscina y tricomas se
determino de acuerdo con la metodologia de Dubois (1956) y los datos de
absorbancia obtenidos fueron referidos a una curva estandar con glucosa.

Las lecturas de absorbancia se obtuvieron utilizado un espectrofotometro
UV-visible de microplacas Epoch (BioTek®).

— Determinacion de grupos funcionales mediante espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Muestras de viscina y tricomas, previamente liofilizadas, fueron sometidas
a FT-IR utilizando un tensor 27 Spectrum (Bruker, OPUS ver. 6.5. A) y un
total de 32 escaneos fueron realizados para obtener el espectro.
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— Determinacion del perfil de proteinas totales

Para la determinacion del perfil de proteinas, las muestras tanto de viscina
como de tricomas se liofilizaron y posteriormente se realiz6 la separacion de
las proteinas en geles de poliacrilamida al 10 % para la muestra de viscina
y al 7.5% para la muestra de tricomas, ambos en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), usando la técnica descrita por Laemmli
(1970).

Para el tenido del perfil proteico se uso el kit comercial de Bio-Rad© Silver
Stain Plus Kit y la adquisicion de imagenes se realizé en un equipo
ChemiDoc MP System-BioRad utilizando el software Image LabTM software
(Bio-Rad®©); por ultimo se conservo el gel en acido acético 5% para su
almacenamiento.

— Deteccioén de glicoproteinas mediante tincion en gel (Fucsina bdsica).

El gel obtenido con el patron de proteinas de la muestra de tricomas se tino
adicionalmente para identificacion de glicoproteinas; para ello se realizo la
técnica propuesta por McGuckin y McKenzie (1958), la adquisicion de
imagenes se realizo con un dispositivo moévil y se conservo el gel en etanol
95% para su almacenamiento.

— Determinaciéon de monosacdridos en viscina y tricomas

Para la determinacion de la composicion de azucares en las muestras de
viscina y de tricomas, estas se lavaron con agua desionizada y se liofilizaron.
Posteriormente se sometieron a una hidrolisis con acido trifluoroacético 2 M
y se calentaron a ebullicion durante 3 h. El hidrolizado se recuper6 y se
analizé por cromatografia de intercambio anionico de alta resolucion en un
equipo Dionex utilizando el protocolo reportado anteriormente por (Lozoya-
Pérez et al., 2018). La separacion de los azucares se efectud por su elucion
en la columna CarboPac PA200 utilizando un gradiente de acetato de sodio
en NaOH 0.15 M y flujo de 0.5 mL/min. Las condiciones de eluciéon con el
gradiente fueron: 0-5 min, 45-75 mM NaOH; 5.1-15.0 min, 90 mM de
NaOH; 15.1-17.0 min, 105 mM de NaOH con acetato de sodio 75 mM; 17.1-
20.0 min, 75 mM de NaOH con acetato de sodio 150 mM; y, 20.1-25.0 min,
45 mM NaOH; todo ello a temperatura de columna de 25°C. La deteccion de
los azucares se realizo con el detector amperomeétrico del equipo. Como
controles se utilizaron corridas de estandares de glucosa, manosa y N-
acetilglucosamina aplicados, individualmente o su mezcla, como estandares
externos, o bien aplicados individualmente con las muestras de viscina y
tricoma, como estandares internos.
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Resultados

Mapa de georreferencia del Area Natural Protegida Sierra de Quila,
Jalisco, México

Se obtuvo un mapa de georreferencia para seleccionar las zonas con mayor
densidad de individuos de Pinus douglasiana, tomando como referencia las
bases de datos proporcionadas por el INEGI, en cuanto a tipo de vegetacion
presente en el ANP Sierra de Quila. Las capas descargadas se ensamblaron
en el programa QGIS 3.8 (Figura 5).

Zonas de muestreo

) ‘én" Muestreo 1
A Muestreo 2

v Muestreo 3
v Muestreo 4

D Sierra de Quila
|:[ Bosque pino-encino
:, Bosque abierto pino-encino

» k. \ 0 1 2 km
"o

Figura 5. Mapa del Area Natural Protegida Sierra de Quila obtenido en QGIS 3.8. Se muestran
las zonas donde se concentra el bosque de pino-encino (verde), bosque abierto de pino-encino
(naranja) y las zonas de muestreo.
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Una vez que se realizo la visita al Area Natural Protegida, se seleccionaron
los puntos con mayor incidencia de infeccion de muérdago enano sobre
Pinus douglasiana y con una alta densidad de arbolado joven (Figura 6).

Figura 6. Vista de la vegetacion presente en el punto de muestreo 1, se observan de izquierda a
derecha ejemplares de Pinus lumholtzii, Quercus sp. y Pinus douglasiana, respectivamente.

Se tomaron 4 puntos de referencia correspondientes a las zonas de muestreo
y se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Puntos de referencia correspondientes a las zonas de muestreo (M).



Caracterizacion morfologica de los aislados fungicos de Arceuthobium
spp.

Se obtuvieron un total de 15 hongos, de los cuales 10 pertenecen a aislados
obtenidos de tejido necrosado o con presencia fungica y 5 aislados obtenidos
a partir de muestras de tejido sano. Adicionalmente, a los aislados se les
asigno un codigo, SQ por ser provenientes de Sierra de Quila y se les anadio
una letra si se aislaron a partir de tejido sano, y un numero, si su origen fue
de tejido con infeccion fungica.

De los microorganismos aislados, se determind algunas caracteristicas
macroscopicas (Tabla 1) y microscopicas (Tabla 2) importantes. A nivel
macroscopico, los aislados fuingicos presentaron diversas caracteristicas
como desarrollo de micelio aéreo, textura, aspecto, entre otras (Tabla 1). A
nivel microscopico, en algunos casos fue posible observar micelio septado
(Tabla 2) y en otros se logré observar estructuras reproductivas como
esporas (Tabla 2). En este caso, de acuerdo con las caracteristicas de las
esporas, los resultados indican que posiblemente pertenezcan a los géneros
Pestalotiopsis spp., Ulocladium spp. y Alternaria spp. (Tabla 2). Estos hongos
fueron aislados de tejido infectado de muérdago enano.
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Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de los hongos aislados a partir de
muérdago enano.

Borde de
colonia

Morfologia macroscépica Superficie Aspecto Consistencia

Anverso Reverso

festalotionsis Algodonosa Eleyada (’:on Cerebriforme Suave Irregular
spp. micelio aéreo
Blanco brillante Blanco
Uieciadium Algodonosa E!eva.da son Cerebriforme Suave Irregular
spp. micelio aéreo
Verde oscuro con
orillas blancas Negro con orillas blancas
A”:;:’”" Algodonosa Plana Cerebriforme Suave Irregular
Café claro Café
Algodonosa AL ) Cerebriforme Suave Irregular
micelio aéreo
Blanco Blanco
Algodonosa E!eva.da (Eon Cerebriforme Suave Irregular
micelio aéreo
Centro verde, blanco,
rosa, blanco Rojo
Algodonosa Plana Cerebriforme Suave Irregular
Beige Beige
P Elevada con :
Cérea Cerebriforme Suave Irregular

micelio aéreo

Blanco opaco Beige
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Borde de
colonia

Anverso Reverso
sas | Algod Elevada con Cerebrifo s | I
godonosa 1o aéreo erebriforme uave rregular

Naranja con liberacion de
Naranja y amarillo pigmento

Morfologia macroscépica

sQ6 Algodonosa Plana Cerebriforme Suave Irregular

Blanco, gris y negro Negro
sQ7 ‘ ‘ Cérea Plana Cerebriforme Firme Irregular

Blanco opaco con
puntos verdes Blanco
sQA Algodonosa et Cerebriforme Suave Irregular
micelio aéreo
Rosa, blanco y café en
el centro Rosa mexicano

sQB Cérea Plana Cerebriforme Firme Irregular

Café opaco Café
saQc é Algodonosa Plana Cerebriforme Suave Irregular

Café en distintos
tonos Café en distintos tonos
sab Algodonosa Elevalaicon Cerebriforme Suave Irregular
8 micelio aéreo 8
Blanco Gris
Elevada con
SQE ‘ Q Algodonosa S lklolakren Cerebriforme Firme Irregular
Café grisaceo y
amarillo Café
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Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas microscopicas de los hongos aislados a partir de
muérdago enano.

10x 40x
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40x
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Analisis bioquimico de la viscina y tricomas de las semillas de
muérdago enano

El analisis bioquimico de proteinas y carbohidratos totales demuestra que
para ambas biomoléculas, la viscina tiene una mayor concentracion de
proteina que en tricomas (Tabla 3). Mientras que en el caso de
carbohidratos, los tricomas de la semilla presentan una mayor
concentracion con respecto a viscina (Tabla 3). En lo que se refiere al pH, la
viscina presenta un pH de 6.0 y en tricomas el pH es de 5.0.

Tabla 3. Cuantificacion total de proteina y carbohidratos totales de viscina y tricomas.

Carbohidratos

Muestra Proteina total
totales
Viscina 0.0623 mg/mL 0.1785 mg/mL
Tricomas 0.0149 mg/mL 0.3926 mg/mL

El analisis del perfil de proteinas indica la presencia de proteinas de
mediano y bajo peso molecular, con una movilidad relativa de 50 a 20 kDa
para viscina, mientras que en tricomas las proteinas son mayoritariamente
de alto peso molecular (198 kDa) (Figura 8). Por otro lado, se determiné la
presencia de glicoproteinas en ambas muestras, en el caso de los tricomas,
la tincién con fucsina basica revel6 que la banda con una movilidad relativa
de 198 kDa, corresponde a una glicoproteina (Figura 9)
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PM Viscina Tricomas

kDa
198w
o3 =
g

Figura 8. Perfil de proteinas totales de la viscina y tricomas. La separacion de las proteinas se

realiz6 mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida
10%. El gel fue tenido mediante la tincién con plata. PM: peso molecular.

HT  F1 F2

DI —

1

Figura 9. Determinacion de glicoproteinas totales en tricomas. Homogenado total (HT) y
fracciones 1 y 2 (F1 y F2, respectivamente) obtenidas después de la purificaciéon. Electroforesis
en condiciones desnaturalizantes en gel de poliacrilamida 7.5%, tefiido con fucsina basica.
(0.4%).
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La determinacion de los monosacaridos en la viscina revela la presencia de
glucosa y manosa (Figura 10). Por otra parte, en los tricomas de la semilla
se determiné la presencia de glucosa y N-acetilglucosamina (Figura 11).

Viscina
500«
1 1-2.785
400 13 - 38.
300
Glucosa
8 -16.652

200
| 9-21.535 Manosa

100

-100

Figura 10. Determinacion de los monosacaridos en viscina mediante HPLC.

Tricomas
450 ne
. 13-5251 N-Acetilglucosamina
1 14 - 7.251 Glucosa
300 15 -7.517
200
100
-504————— "
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0

Figura 11. Determinacion de los monosacaridos en tricomas mediante HPLC.
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El analisis FT-IR, demuestra la presencia de grupos funcionales
pertenecientes a carbohidratos y proteinas. En viscina, los grupos
pertenecientes a carbohidratos se encuentran desde 667 cm-'a 1442 cm'ly
en proteinas se encuentran entre 1602 cm-! a 2362 cm-! (Figura 12). Para el
caso de tricomas, los grupos funcionales pertenecientes a carbohidratos se
observan entre 663 cm! a 1450 cm'! y para proteinas y 1606 cm-! a 2160
cm! (Figura 13). Estos resultados indican, que los carbohidratos y las
proteinas son las principales biomoléculas presentes en viscina y tricomas
de la semilla.
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Figura 12. Determinacién de los grupos funcionales en viscina mediante espectroscopia
Infrarroja transformada de Fourier.

Tricomas

663

Transmitancia (%)
1

T T

T
500 1000

T T T T
1500 2000 2500 3000

Numero de onda(cm™)

Figura 13. Determinacién de los grupos funcionales en tricomas mediante espectroscopia
Infrarroja transformada de Fourier.
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Ademas, cabe senalar que las semillas poseen unas estructuras
denominadas tricomas, estos se encuentran dispuestos alrededor de ella y
son esenciales para la etapa de dispersion junto con la viscina, debido a que
permiten la adhesion de la semilla a cualquier parte de la planta y son fuente
de nutrientes para la etapa de establecimiento (Figura 14).

Figura 14. Viscina y tricomas de semilla vistos en microscopio invertido, A) 4x, B) 10x, C) 10x.
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Discusion

El control biolégico de plantas parasitas es un area que ha tomado
importancia en México en los ultimos 10 anos (Gonzalez-Gaona et al., 2017),
debido a su amplia dispersion en los bosques del territorio nacional, asi
como de parques y jardines en diversas ciudades o poblaciones del pais
(Alvarado et al., 2016). Actualmente el muérdago enano, Arceuthobium spp.,
es una planta parasita que afecta al bosque Pinus douglasiana en el Area
Natural Protegida Sierra de Quila.

El control biologico es considerado como una estrategia ecolégica y una
alternativa plausible, en el manejo de parasitos y enfermedades. El uso de
hongos en el control biologico es un area de investigacion que ha repuntado
en los ultimos anos y especificamente en el control de plantas parasitas
(Press y Phoenix, 2005; Westwood et al., 2010). En este sentido, se realizo
este estudio para aislar hongos fitopatogenos del ANP de Sierra de Quila,
con la finalidad de utilizarlos como agentes de control biolégico de muérdago
enano. Para este proposito, un total de 15 aislados diferentes, fueron
obtenidos a partir de muestras de muérdago enano. Con base en sus
caracteristicas morfologicas, se lograron identificar tres hongos, los cuales
corresponden a los géneros de Pestalotiopsis spp., Alternaria spp. y
Ulocladium spp. Para el género Pestalotiopsis, Maharachchikumbura et al.
(2011) mencionan que las conidias presentan cinco células, apéndices
apicales y basales; lo cual coincide con lo observado. Asi mismo Barnett y
Binder (1973) indican que el desarrollo de micelio es aéreo y septado, con
presencia de pigmentacion estrictamente ligada a la especie. Por otra parte,
el género Alternaria spp., presenta esporas redondas a ovaladas, divididas
internamente en 4 a S segmentos circulares y estan altamente melanizadas
(Campbell et al.,1996), similar a las esporas aisladas en este estudio.
Mientras que para el género Ulocladium spp., Vasquez et al, (2003)
mencionan que presenta esporas visualmente muy parecidas a las del
género Alternaria. Sin embargo, la principal diferencia radica en la presencia
de 3 divisiones en la espora, lo cual confirma nuestro resultado.
Adicionalmente, Campbell et al. (1996) indican, que estas esporas estan
altamente melanizadas con desarrollo de micelio aéreo melanizado.

Respecto al uso de hongos como agentes de control biologico en México, se
ha utilizado a Pestalotiopsis spp., Colletotrichum spp. y Neonectria spp., en
distintas zonas de Michoacan, Jalisco y Durango. En este trabajo, se
demostr6 que estos hongos provocan necrosis en los apices,
desprendimiento de brotes y perdida de turgencia en menos del 10% del
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area total en Arceuthobium globosum, parasito de Pinus hartwegii.
(Plascencia et al., 2007).

Mientras que para el género Alternaria, se ha reportado que A. alternata
induce marchitez y muerte en el 60% de los brotes de muérdago enano. Sin
embargo, provoca un sobre-flujo de resinacion de las ramas infectadas del
hospedero (Reséndiz et al., 2012). Por otro lado, se evaluo la accion de A.
alternata junto con Fusarium proliferatum contra Arceuthobium vaginatum
en el Parque Nacional Iztaccihuatl- Popocatépetl, en donde se reporta que
después de 90 dias de aplicacion de una suspension de conidias, se provoco
marchitez y cambio de coloracion sobre el 40% de la superficie total de la
planta parasita (Cortés, 2013).

Con respecto al género Ulocladium spp., no se tienen reportes de su
aislamiento ni evaluacion sobre ninguna especie de muérdago enano.
Actualmente, se ha reportado que esta asociado con el fenéomeno de
decaimiento forestal en pinaceas (Garcia-Garrido, 2017).

Es importante senalar, que pese a la evidencia morfologica que se tiene
respecto a estos hongos, es necesario realizar un analisis molecular de los
15 aislados fungicos, ya que esta informacion sera relevante para los
posteriores ensayos del control biologico en muérdago enano.

Durante este estudio se determiné que las semillas se encuentran
recubiertas de estructuras denominadas tricomas, que en conjunto con la
viscina, ayudan al proceso de adhesion de la semilla al hospedero. Por ello,
otro aspecto importante que se abordé en este estudio fue el analisis
bioquimico de viscina y tricomas.

Para viscina, los datos muestran que presenta un pH 6.0 y contiene
proteinas en un rango de S0 a 20 kDa. Gedalovich et al. (1989) reporta un
alto contenido de glicina e histidina. Cabe mencionar, que actualmente no
se ha reportado cual es la funcion de las proteinas presentes en la viscina.
Por otro lado, el analisis de carbohidratos, indica que esta biomolécula es el
principal componente de la viscina, destacando la presencia de glucosa y
manosa. En otras especies de muérdago como Arceuthobium tsugense,
Paquet et al (1986) ha reportado la presencia de celulosa y acido D-
galacturonico, dichas moléculas le proporcionan a esta su propiedad
higroscopica. Asi mismo, Gedalovich et al. (1989) en viscina de Arceuthobium
americanum, determinoé la presencia de arabinosa, galactosa, xilosa, glucosa
y manosa. Estos resultados coinciden con la determinacion, al menos, de
glucosa y manosa en Arceuthobium spp.

En lo que respecta a la composicion de los tricomas de la semilla, el estudio
demostré un pH de 5.0, asi como la presencia de proteinas y carbohidratos,
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estos ultimos se encuentran en mayor concentracion. Ademas, se determinoé
la presencia de glucosa y N-acetilglucosamina. Por otra parte, se identifico
una glicoproteina de 198 kDa. Actualmente, no existen estudios enfocados
en la caracterizacion y funcion de las proteinas en estas estructuras.

En este sentido, es fundamental dilucidar la participacion de los
componentes de los tricomas y la viscina durante la interaccion con P.
douglasiana.
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Conclusiones

. Se obtuvieron 15 aislados fungicos a partir de tejido de Arceuthobium
spp. parasitando Pinus douglasiana.

. Se identificaron tres géneros de hongos: Pestalotiopsis spp., Alternaria
spp. y Ulocladium spp.

. Se determind que la viscina y los tricomas de la semilla, estan
compuestos principalmente de carbohidratos y proteinas.
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Perspectiva

Es necesario realizar una identificacion molecular de los 15 aislados
fingicos, para seleccionar aquellas cepas que presenten un potencial en el
control biolégico de Arceuthobium spp.

Por otra parte, la caracterizacion bioquimica de la viscina y los tricomas de
la semilla de Arceuthobium spp., permitira el conocimiento para disenar
estrategias enfocadas a la interrupcion del ciclo de vida de esta planta
parasita.
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