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INTRODUCCION.

Dentro de los planes de reforestacidn es de suma importancia el establecimiento de viveros,
va que éstos son los lugares destinados para la propagacién de plantas, donde se les proporcionan
los cuidados necesarios para el desarrollo de la planta antes de su traslado al sitio de plantado

definitivo.

Sin embargo, las pldntulas en los vivercs, debido a que poseen tejidos tiemos, suelen pre-
sentar dificultades para su establecimiento, suelen ser mencs resistentes al ataque por agentes —
causantes de enfermedades (Pimentel, 1971) tanto no infecciosos (abidticos) como bidticos, dentro

de los que se incluyen a los agentes filngicos (Boyce, 1961).

Dentro de las enfermedades fungosas la mds severa en la etapa juvenil de las pléntulas, des
taca el "mal de semilleros' o "mal de almicigos' (Gibson y Salinas, 1985) denominado en inglés —
"damping~of "' (Boyce, 1961; Peace, 1962; Hodges y Ruehle, 1969; Gibson y Salinas, 1985) por la gra
vedad de dafos que causa al suprimir altas cantidades de individuos. El mal de semilleros se consi
dera mndial ya que ataca a una gran cantidad de especies que comprende plantas ornamentales, hor—
ticolas, agricolas y forestales, afectando tanto especies latifoliadas como de coniferas, parecien

do ser los pinos (Pinus spp.) usualmente mis susceptibles a la enfermedad (Gibson, 1978).

El término mal de semillercs se refiere a un grupo de sintomas causados por el ataque de —
hongos ya sean habitantes del suelo o invasores durante las primeras semanas después de la siembra

(Hodges y Ruehle, 1969).

Boyce (1961) define al mal de semilleros como una invasién fingica que produce una pudricién

temprana y muerte de las pléantulas, cuyos tallos son todavia suaves y suculentos.

Este tipo de hongos pertenecen al grupo de los Fungi Imperfecti (Gibson y Salinas, 1985} —
viven saprofiticamente en las capas supér‘ior‘es del suelo, siendo calificados como patégenos facul-
tativos (Veartaja, 1952; Gibson y Salinas, 1985). Entre ellos son comunes alguos miembros de —

los géneros Rhizoctonia, Pythium, Fusarium, Phytophthora, Botrytis, Diplodia y Cylindrocladium —




2
(Baxter, 1952; Boyce, 1961) siendo decisivamente las més destructivas ciertas especies de los dos
primercs géneros (Toole, 1964; Peace, 1962; Vaartaja y Cram, 1956). Estos pueden encontrarse afec—
tando a semillas y pléntulas con severidad variable segin las condiciones medio ambientales, como
son el pH, humedad y temperatura de suelo (Toole, 1964), las que conjuntamente favorecen el esta—
blecimiento de la enfermedad. Asi especies de Fusarium, normalmente sapréfitas pueden volverse al-
tamente virulentas (Tint, 1945a). Respecto a Altemaria, se ta ha relacionado con la enfermedad,—

més no se tiene definido su papel patogénico (Vaartaja y Cram, 1956).

Se reccnocen dos tipos de este mal de semilleros: preemergente y postemergerte, independien
temente del agente patdgeno implicado. El primerc .se refiere a la pudricién de la semilla o muerte
de la pléntula antes de su emergencia del suelo (Baxter, 1952; Salinas, 1978; Agrios, 1969; Fisher,
1941) cuyo efecto se revela en la falla de 1a brotacidn. El tipo postemergente se presenta una —
vez ocurrida la emergencia o brote de la pléantula scbre la sgper'ﬁci'e del suelo (Boyce, 1961).Gen_q
ralmente cuando el hongo ha penetrado a las rafces y se ha desarrollado dentro del tallo, se obser
va un estrangulamiento en el cuello radicular al nivel del suelo en coniferas y en otras especies

se presenta a diferentes alturas (Gémez, 1976).

Boyce (1961) menciona otro tipo de enfermedad: la muerte de las puntas (top-killing). En -

L}
este caso las yemas terminales sufren el especto de magullamiento y sobreviene la pudricién ( Sali
nas, 1978) siendo mis severa durante las estaciones himedas en almicigos densos en donde las pun—

tas de las pléntulas estin en contacto unas con otras (Aut, cit.,.1961).

En general la informacidn sobre enfermedades forestales en México, no es my anplia. Cae en
estos términos lo correspondiente al mal de semilleros, apesa_rde la magnitud de los proyectos y
trabajos de reforestacidn existentes para establecer bosques artificiales.

Tales trabajos estén enfocados principalmente al diagndstico de microorganismos asociados a
la enfermedad y al posible control de ésta. Sin embargo, propiamente hablando se carece de publi-
caciones sobre estudios profindos para conocer la actividad y amplitud patogénica de los hongos —

cque se han conocido que se asocian con casos de enfermedad en condiciones de vivero. Esto es: no —



se han realizado confirmaciones consistentes de los llamados postulados de Koch, por lo que de a-
qui que uno més de los intereses pmra realizar el trabajo sea el de conocer con mayor amplitud as—

pectos del comportamiento de la enfermedad.

OBJETTVOS.

Por lo anterior, el presente proyecto pretendié:

1.~ Verificar los postulados de Koch para una cepa de Alterparia sp., Nees y uma de
Fusariun gxysporun (Schl.) em. Snyd. & Hans., en pléntulas de Pinus montezumae

Larb. y Pinus ayacahuite var. veitchii Shaw.

2.~ Determinar algunas variantes sintomatolégicas.

3.— Contribuir a ampliar los conocimientos de la enfermedad incidente en los viveros

de México, respecto a los microorgenismos propuestos para estudio.

ANTECEDENTES.

El problema fue doservado en Europa en pléantbuilas de Arboles desde el siglo XVIII, volvién—

dose importante en los Estados Unidos en los primeros afios del presente siglo (Boyce, 1961).

Acerca de 61 se han realizado estudios en el extranjero sobre plantulas de varias especies
Ge Pinus afectadas por este mal y en relacién con pruebass para confirmar cualidades patogénicas —

de los agentes conplicados. A continuacidn se mencionan algumos de los trabajos realizados:

Fisher (1941) al realizar pruebas de inoculacidn para probar el efecto de germinacién de -

semillas de especies forestales, encontrd que Botrytis (cinerea ?), Fusarium spp., Pythium deba—

ryanum, P. ultimam, Bhizoctonia sp., Sphaeropsis ellisii y‘ Verticillium sp., fueron hongos que —

causaron decaimientos en las radiculas, al emerger de las tiestas, comparativamente con Aspergi—



1lus niger, Cylindrocladium sp., Penigillium sp., Boizooug sp., R. oryzae, R. circinans, Pestalo-
zzia sp., Alternaria brassicae, Chaetomium globosum, Mucor sp. y Thielavia sp., que no causaron —

pérdidas considerables en las radiculas.

Tint (1945a) al realizar pruebas de inoculacién con pléntulas de Pimnus resinosa por el mé
tode de tubo con Fusarium spp., tuvo pérdida total de plantulas, comparadas con pruebas realiza—
das con Rhizoctonia solani. Bajo condiciones de invernadero (20°C ~ 27°C terperatura media dieria}
en pruebas de siembra de P. resinosa en medio de arena, Fusarium redujo la emergencia significati

vamente, asi como Rhizoctonia solani causd severas pérdidas; no asi Pythium ultimum y Penicillium

spp., 1os cuales no indujeron disminucién de la emergencia ni causaron pérdidas del tipo post~

emergente. En pruebas de siembra €N suelo esterilizado, Fusarium sp., igualaron y ocasionalmente-

superaron en virulencia a Pythium sp. y Rhizoctonia sp., causando reduccién en la emergencia e in

crementando las pérdidas por el tipo postemergente.

Este mismo autor (1845b) realizé pruebas sobre la relacidn entre el pH de suelo con el mal
de semilleros en P. resinosa en invernadero (temperatura media diaria de 20° - 24°C y baja hume~
dad. Realizd inoculaciones con Fusarium oxysporum y F. avenaceum, encontrando que el tipo post—
emergente era bajo en las condiciones de suelo mis &cidas; que alcanzaba un punto miximo, en el —
lado &cido cercano a la neutralidad: que dréasticamente disminuia en suelo esterilizado con pH 7.5
y en suelo no esterilizado con pH 8.1; que se tornaba después uniformemente alto, en la mayoria —

_ de los substratos alcalinos. Asi mismo, al inocular pléntulas de diferentes edades con E.  oxys-—
porum demostrd que la resistencia a la invasién tuvo incremento simulténeo con la edad de las —

pléntulas.

Referente a la relacidn de la temperatura y luz ditrna con la patogenicidad de Fusarium, -
Tint (1845c) encontrd con un equipo de control, que el crecimiento éptimo de F. oxysporum era fa—
vorecido por una temperatura de 25°C aproximadamente, asi como el incremento de pérdidas de los -
tipos preemergente y postemergente en P. resinosa estuvieron directamente correlacionados con el-

aumento de temperatura. la disminucién de la luz diuma tuvo una relacidn directa con las pér-



das por mal de semillercs, en P. resinosa y E sylvestris. Esta condicidn fue correlacicnada con ~

el aumento de suculencia de los hospederos y el crecimiento de las cepas de Fusarium empleadas en

las inoculaciones.

Salisbury en 1952 (cit. Lock, 1973) reportd crecimiento de F. oxysporum mds répido en con-

diciones de temperatura aproximadamente de 24°C.

Vaartaja (1952) estudiando la influencia de la flora fungosa del bosque y el humus con el —
mal de semilleros bajo varias condiciones de temperatura y luz en P. sylvestris, en condiciones de

campo y laboratorio, concluyd que el humus fértil y una baja intensidad de luz favorecieron el mal.

Aisld de plantulas enfermas a Papulospora sp., Fusarium spp., Botrytis.sp.y Micor ramanniams.

Vaartaja y Cram (1956) en pruebas en pléntulas de Pinus banksiana Lamb. y Caragena sp., i—

noculada en tubo, fueron aislados Rhizoctonia y Pythium de plantilas muertas y representantes de -

géneros como Altemaria, Phoma, Cylindrocarpon y 8 especies de Fusarium que fueron mencs patdgenas.

Los autores llevaron a cabo también pruebas de inoculaciones en invernadero (80-90% de humedad de
suelo y temperaturas de 18°C-30°C durante el dia y de 11°C-18°C durante la noche en Abies conco—
lor Lind. & Gord., Abies magnifica A. Murr., Pinus sylvestris L. y Caragana sp., con Bhizocto-

nia solani, Pythium (debaryanum ?), Fusarium oxysporum var. redolens, Alternaria (tenuis ?), un -

nemétodo (Panagrolaimus sp. ), y una bacteria asociada, en suelo de vivero no esterilizado, encorr
trando que Rhizoctonia solani fue mis agresiva y patdgena. Pythium (debaryanum ?) fue ligeramente

patdgena asi como F. oxysporum var. redolens, Altermaria (tenuis ?) y el nemdtodo no fueron patd-

genos en esta prueba.

Wright, Harvey y Bigelow (1956 (?) ) en pruebas de invernadero con pino ponderosa, indi-
caron que F. oxysporum f. pini fue mds virulenta con temperatura de suelo 26.6°C y mayores. Esta
misma especie predominé en suelo no fertilizado con pH 6.3, asi como Alternaria sp., en suelo fer

tilizado con pH 6.5. Se observé tn incremento en el porcentaje de Trichoderma y Penicillium en —

este suelo fertilizado (pH 6.5) y . én suelo mejorado con aserrin (pH 5.8) .



Sequeira (1962) menciona que un aumento dé Trichoderma y Pericillium puede contribuir a ia

declinacidn de la virulencia de Fusarium.

En nuestro pais Sénchez (1968; estudid en pruebas de laboratorio, por el método de tubo de

cultivo, la actividad patogénica de F. oxysporum y F. solani en P. montezumae, P. patula y P. teo-

cote, concluyendo que las dos especies de Fusariun resultaron altamente patdgenas para las tres es

pecies de pinos, siendo F. oxysporum mis patdgena para P. montezumze.

En referencia al control quimico de la enfermedad, Gémez y Yéfiez (1978) trebajaron en deter
minacicnes de la sensibilidad in vitro de dos cepas de Fusarium sp. y una de Alternaria sp., sien-
do una de ellas (Fusarium sp.) potencialmente resistente a la mezcla de los fingicidas Meneb 70~
y GyCop 53. Observaron sensibilidad de ambas cepas a los fimgicidas Captdn 50-H y GyCop S3.
Pruebas en campo c&n los fungicidas mencionados y con Pinus montezumae, previa la determinacién de
la flora fingica tanto del suelo no sometido a tratemiento como’de semilla almacenada y desinfecta
da con Captén S0-H asi como la realizacién de exdmenes mioolégicos de plantulas de P. montezumae
procedentes de semilleros protegidos y no protegidos, aportaron informacidn valiosa: aislamiento

de Pythium sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Mucor sp., Verticillium sp., Trichoderma sp.,

Penicillium sp. v Rhizopus sp., .le muestras de suelo; de semillas se determinaron Penicillium —
so., Micor sp., Aspergillus sp. y Ruizopus sp.; de pléntulas que mostraron estrangulamiento -

debido al mal de semilleros se aislaron Rhizoctonia sp., Pythium sp., Fusarium sp., Alternaria

sp. ¥y Mucor sp.

Respecto a tratamientos para combate, el finmgicida de mayor eficacia para controlar la en—

fermedad fue el compuesio Captidn 50-H.

Vazquer y Sénchez  (1981) refirieron el hallazgo de Fusarium sp. y Alternaria sp., en ca-

scs de ral de semilleros en Pinus michoacana, P. oocarpa, P. tenuifolia, P. montezumee y B. —

pseudostrobus v los resultados de pruebas para prevencidn en pléntulas recién trasplantadas a -

envases, mediante cuatro fimgicidas (PCNB, Capfén, Manzate-D y Trioxil). No se observaron e-



fectos sobre los patdgencs involucrados en la enfermedad.

Baez (1986) en determinaciones de hongos en semillas de Pinus ayacahuite var. veitchii —

encontrd que Penicillium sp. y Aspergillus sp., ocasionaron dafios en los embriones, referibles
como malformaciones, adelgazamientos y reblandecimientos relacionables con reduccién de la —

germinacidn.

MATERTALES Y METODOS.

Para fines del proyecto se inocularon semillas, con el fin de comprobar si sufrian dafios v
se propiciaba el problema en la etapa preermergente y postemergente de las pléntulas. Cabe mencio
nar que se propuso realizarlo tendiendo a simdar lo més cercano posible las condiciones de la —
practica corriente de produccidn de planta en viveros forestales en México, en las que se presen—

ta la enfermedad.

Esto dltimo es importante bajo la consideracién de que la enfermedad se presenta con fre
cuencia alarmante en los viveros donde la siembra de semilla se efectiia bajo condicicnes no con-

troladas (Gdmez y Yafiez, 1978).

la parte experimental se realizd en seis etgpas:

1.- Aislamiento y determinacién de cepas a probar.

2.— Andlisis micoldgico de semillas (Pirus ayacahuite var. veitchii Shaw y Pinus monte-

zurae Lamb).



3.- AnAlisis micolégico de suelo del almécigo, presiembra y postsiembra.

4.~Preparacifén del almécigo.

5.~ Inoculacién y siembra de semilla inoculada: en tres épocas (Noviembre, Marzo y Mayo).

6.~ Aislamiento de los hongos de plantulas infectadas.

Aislamiento y Determinacién de Cepas a Probar.

El aislamiento y determinacién de Fusarium oxysporum (Schl.) em. Snyd. & Hans., fueron lo—
grados a partir de sierbras, en placas de Petri, de porciones de pléntulas de pino que mostraron -
sintomas de mal de semilleros. Para ello se obtuvieron muestras de las partes estranguladas de los
talluelos, las que aseptizadas durante 1 min. con bicloruro de mercurio al 0.1% y enjuagadas tres
veces con agua déstilada esterilizada para eliminar el exceso de bicloruro, se secaron con papel -
filtro estéril para luego efectuar sierbras en medio de cultivo papa—dextrosa—agar (P.D.A.) comer-

cial y subsecuentemente incubarlas en estufa de cultivos en temperatura de 25°C.

En el caso de Altermaria sp., Nees cuyo aislamiento original fue logrado a partir de suelo
(de un almécigo, de los ocupados en el vivero de Coyoacén, D.F., para produccién de planta),~
fue cepa obtenida por el método de cuenta total de microorganismos (Baez, 1987) c¢onforme al pro-
cedimiento de diluciones y sierbra en placa de agar ( Clark, 1965). Este método se siguié en el
presente trabajo para el andlisis micolégico del suelo en la tercera etapa anteriormente indicada,
¥ que basicamente consisti6 en sembrar 1 ml de las diluciones 1 : 100,000 ; 1 : 1,000,000 ¥y
1: 10,000,000 en placas de medio de cultivo con agar—extracto-levadura, al que el fueron agre
gades: 3 gotas de &cido lactico por litro de medio para prevenir el crecimiento de bacterias. -
Se tuvieron dos repeticiones para cada siembra, las que se incubaron a 25°C, haciéndose observacio

nes periddicas terciadas para seguir el curso del desarrollo de los cultivos.



La determinacidn de ambas cepas fue por microscopia epoyada con claves (Barmet, 1960 ; —

Gilman, 1963).

Andlisis Micolégico de Semillas.

Para la realizacién de este anflisis se emplearon semillas proporcionadas por el Laborato—
rio de Semillas del C.I.F.A.P., D.F., registradas como sigue:

Pinus ayacahuite var. veitchii lote 619 A, recolectada en Septiembre de 1977 en el Campo Ex

perimental Forestal en San Juan Tetla, Puebla, utilizada en la siembra de la primera época.

Semilla de este misma especie y variedad recolectada en Noviembre de 1987, en la misma loca

lidad, empleada en la segunda y tercera épocas de siembra.

Semilla de Pinus montezumae, lote 655 recolectada en 1978 en la localidad Rancho Nuevo, en

Mitzintén, Chiapas, empleada en la primera y segunda épocas.

Semillas de esta misma especie, lote 828 recolectada en Diciembre-Enero de 1985 en el Campo

Experimental Forestal mencionado, empleada en la tercera época de siembra.

Todos los lotes de semillas, excepto el recolectado en Noviembre de 1987, estuvieron en las
condiciones de almacenamiento usuales en el C.I.F.A.P., D.F,, (temperamr'a,: 4°C; humedad relativa
60-70%, y contenido de humedad de la semilla 8-10%) antes de ser empleada. Cabe sefialar que en el
periodo de su almacenamiento ocurrieron algunos accidentes en la cémara de almacenamiento referi-—
bles como fallas mds o menos prolongadas de energia eléctrica, o en el funcionamiento del refrige-

rador.

Cada lote de semillas fue sometido al sigu'iente proceso:

Examen exterior de semillas con el fin de encontrar dafios preexistentes, visibles.

Andlisis Micolégicos: consistieron en lavar la semilla con agua corriente, agitédolas por -
rotacién en un vaso de precipitados, para separar y eliminar las flotantes; luego, separacién de -

80 semillas de las sedimentadas, enjuagadas con agua estéril tres veces y secadas con  papel fil-
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tro estéril.:

De estas porciones de 80 semillas, se formaron tres sublotes: dos de 20 semillas y uno de

Uno de los sublotes de 20 semillas fue aseptizado con perdxido de hidrégeno al 30% por 10
min. (Trappe, 1961 ; Neal et al., 1967) ; la eliminacidn del exceso de aseptizante se realizd se—
cando la semilla con papel filtro estéril. De estas porciones se hizo la siembra de cinco semillas
por placa de P.D.A. comercial, teniéndose asi 20 repeticiones, considerando que cada semilla co-

rrespondia a una repeticién.

£l segundo sublote de 20 semillas, no fue aseptizado. Se sembraron cinco muestras (semillas)

por placa de P.D.A. comercial, teniéndose también 20 repeticiones.

El lote de 40 semillas se aseptizd mediante peréxido de hidrégeno al 30% aplicado por 10 -

min, El exceso de perdxido se elimind secando la semilla en papel filtro esterilizado.

Subsecuentemente se nrocedid a la separacidn de testas y embriones de las semillas del lote

de 40, empleando un triturador de semillas en Pinus ayacahuite var. veitchii, y mediante diseccidn

con pinzas y bisturi en P. montezumae . En ambos casos se aseptizd la mitad de testas y de embrio-
nes obtenidos, mediante perdxido de hidrégeno al 30% durante 10 min. las otras mitades no se asep-

tizaron.

Para la sierbra de todas las muestras de testas y embriones, éstas fueron distribuidas en —

nirero de 5 por placa de P.D.A. comercial, teniéndose nuevamente 20 repeticiones.

Todas las muestras de los tres sublotes fueron lievadas a incubacién de 25°C, en estufa. Se
programaron observaciones terciadas, determindndose los microorganismos contaminantes de semillas,

vor microscopia apoyada con las claves anteriormente citadas.

Este andlisis preliminar se hizo con el fin de conocer la preexistencia de microorganismos

contaminantes en las semillas a emplear y si de ellos alguno pudiera coincidir en identidad con —-



los inoculados experimentalmente.

AnAlisis Micoldgico de Suelo del Almacigo.

Con propésitos similares para el caso de la semilla, el suelo a emplear para la obtencidn -
de plantas en el almécigo fue asi mismo examinado antes y después de cada siembra en las tres é-

pocas mencionadas.

El plan de anilisis comrendid determinaciones tanto de suelo sin aseptizar como aseptizado,
con objeto de corrcborar la presencia o ausencia de los hongos prueba introducides con las semi——
llas inoculadas y hacer la distincién de algin otro posible hongo semejante y/o de alguno diferen~
te sospechosamente patdgeno. Para el caso se aplicd el mismo método anteriormente descrito para el

aislamiento de cepas a partir de suelo de vivero (Biez, 1987).

Preparacién del Almacigo.:

Para el caso, el procedimiento fue el siguiente:

Se utilizd un almdcigo de 0.94 m de anchura X 14 m de longitud, ubicado en las instalacie—

nes del C.I.F.A.P., D.F., en su Campo Experimental en Coyoacdn.

El almdcigo estuvo proviste de un piso de ladrillo con el fin de mejorar el drenado del mis

Como preparacién de la siembra, el almicigo fue llenado con tierra de la ya existente y uti

lizada en siembras anteriores, completada con tierra nueva procedente de monte.

Se construyd un "invernadero'! ristico con tela plastica, soportada por un armazdn de esta—
cas de medera y cordén de polipropilenc (rafia), formendo asi una cubierta de dos aguas para dar —
corriente al agua de lluvia, semejando unz "tienda de campafia''. los costados del "invernadero no

se fijaron, con objeto de poder levantarlos periddicamente para airear el almicign. Este dispositi
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vo se hizo con el fin de proteger al almicigo de la lluvia y de los animales.

Para propiciar ventilacién adecuada y constante y proteccidn simulténea, se colocaron late
ralmente marcos de madera de 0.60 m de ancho X 1.20 m de large con malla de alambre para galline-
ro. En la primera época estos dispositivos cubrieron sdlo la mitad de un costado; en la segunda y

tercera épocas, todo wn costado v mitad del opuesto (Ver apéndice, fig 1).

Antes de cada .na de las siembras se aseptizd el suelo con formaldehido al 39%, diluido en
proporcién de 1 parte de formaldehido por 5 de agua corriente (dilucidn final 6.5%), regando al -
suelo con dicha solucién, mediante regadera. Inmediatamente después se cubrié todo el suelo del -
almécigo con tela pléstica, poniendo tierra himeda y ladrillos en los bordes para evitar la fuga

del aseptizante (Sharvelle, 1969 ; Hartmann y Kester, 1985).

Se mantuvo asi durante dos dias, retirando el pléstico al tercero y removiendo ligeramente
la tierra con @yuda de una pala; en esta condicidn se dejé ventilar durente 12 dias al cabo de —

los cuales se efectuaron las siembras (Byrde, 1969 ; Hartmann y Kester, 1985).

Lotificacién del Almécigo.

El almécige asi preparado fue dividido en compartimentos con ldminas de material acrilico,
formando 32 lotes de 45.71 cm X 85.71 cm; de los cuales 16 se destinaron a cada especie de pino -

con sus cuatro respectivos tratamientos y repeticiones (v. apéndice, fig. 1).

Tanto los tratamientos como las especies de pino estudiadas fueron distribuidos al azar.

Inoculacién de la Semilla.

Para llevar a cabo la primera siembra se realizd una prueba preliminar de inoculacién en con
diciones asépticas, probando como posibles adherentes de esporas una solucidn de gelatina sin sa—
bor y agua esterilizada, con el fin de conocer cGal de estos vehicules podrian utilizarse con ma-—

yor seguridad.
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_Para ésto se tomaron 40 semillas de pino, lavadas y aseptizadas segin el método descrito pa
ra el andlisis micolégico de semillas:
20 semillas se humedecieron con agua esterilizada ; 10 de éstas se revolcaron por agitacidn
un minuto y medio en placas de cultivo P.D.A. comercial con Alternaria sp. y las otras 10 en pla—
cas con F. oxysporum. Unas y otras se sembraron separadamente poniendo cinco semillas por placa de

P.D.A. comercial incubando a 25°C.

Las semillas, restantes igualmente lavadas y aseptizadas, se apartaron para humedecerse con
solucién de gelatina preparada con 1.46 g. de polvo sin sabor disueltos en 100 ml de agua hirvien—

do.

Por motivo de similitud de comportamiento de ambos adherentes se escogid el agua esteriliza—

da, por su menor costo y mayor facilidad de manejo.

Para la inoculacién final, se lavd semilla de cada especie con agua corriente para eliminar

a la semilla vana flotante.

Se tomaron 1,344 semillas lavadas (supuestamente viables) de cada una de las especies y se
lavaron nuevamente tres veces con agua esterilizada, secdndose cerca del mechero. Posteriormente -
fueron aseptizadas con perdxido de hidrégeno al 30% durante 10 min, eliminando el exceso del asep—
tizante secando la semilla con papel filtro esterilizado. Humedecidas con agua esterilizada, se re
volcaron en el micelio de las cepas a probar, por agitacidn durante un minuto y medio. Las cepas,—

sembradas en P.D.A. comercial, tuvieron en promedic un mes de crecimiento.

Se revolcaron 336 semillas para la inoculacidn con Alternaria sp. y otras tantas (336) para

la inoculacién con F. oxysporum.

En el caso de la inoculacién con mezcla de las dos cepas, se revolcaron 336 semillas prime—

ro en una cepa, y luego en la otra.

Otras 336 semillas estuvieron libres de inoculacidn, teniéndose entonces cuatro tratamien—
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tos para cada especie, identificables como sigue:

)

1.—- Inoculacién con Altermaria sp., (H1
2.- Inoculacién con Fusarium oxysporum (HZ) .
3.— Inoculacién con ambas especies (H1 + HZ)'

4,~ Testigo, libre de inoculacidn (HO).

Siembra de Semilla Inoculada.

Se colocaron 84 semillas inoculadas por caja Petri esterilizada, etiquetada, teniéndose a—

si cuatro repeticiones por tratamiento.

Transportadas al almicigo fueron sembradas al voleo en el lote correspondiente, en dreas de
siembra de 25.71 cm X 65.71 cm (inclufidos en los lotes de siembra) dejindose un margen libre de 10
cm alrededor de cada érea para prevenir influencia de humedad proveniente de las paredes del almé-
cigo.

Posteriormente se cubrié la semilla con una capa fina de tierra y se les aplics wun riego, -

ligero de agua.

Se realizaron observaciones y riegos de los lotes aproximadamente cada tercer dia, propor—

ciondndoles s6lo humedad.

La primera época de siembra correspondié a la Gltima semena de Noviembre de 1987; la segun—
da a la Qltima de Marzo (aproximada a la época comm, Abril, de siembra en el D.F.) y la tercera

a la Gltima semana de Mayo del siguiente afio.

La tercera siembra se realizd con fin comprobatorio, con cbjeto de obtener informacién so—
bre comportamnientos en cuanto a posibles causas de deficiencias en los mecanismos experimentales,
que hubiesen podido explicar ciertas fallas en los resultados. Para el objeto se probaron dos -—
tipos de inoculacién: la originalmente propuesta, és decir, la referida al humedecimiento de la se
miila e inoculando por agitacidn, y otra consistente en germinar semilla in vitro en presencia de

la cepa correspondiente a probar.



Para ello se ocupd el mismo almicigo y el suelo remanente de las pruebas precedentes, pero

sin aseptizar,

la distribucién de los tratamientos fue como en las pruebas anteriores, en cuanto a que se
serbrd en cada lote el misme nimero de semilla de las especies de pino, e inoculando la misma ce—
pa probada en las dos ocasiones anteriores; solamente que los diferentes tipos de inoculacidn se

distribuyeron al azar (v. apéndice, fig. 2).

Para la inoculacidn original se empled la mitad del nimero de lotes del almicigo, es decir

16, asi como la mitad de semilla empleada en las dos pruebas anteriores, estc es 672 semillas.

Se siguié la metodologia original, teniendo para esta prueba dos repeticiones por  trata-

miento.

Para la prueba con la modalidad de inoculacién, se utilizd el resto de los lotes del alma
cigo. Esta inovacién consistié en lavar y aseptizar otra 672 semillas segin la metodologia origi-
nal. Una vez hecho lo anterior, wna cuarta parte de semilla (168) destinada para el tratamiento
libre de inoculacién (testigo) fueron germinadas a una temperatura de 22°C en cajas Petri estéri-

les conteniendo papel filtro estéril humedecido.

Otra cuarta parte reservada para el tratamiento con Alternaria sp., fue dividida a su vez
en dos porciones de 84 semillas cada una. Una de éstasse germind del mismo modo gue los testigos;
la otra se colocd en caja Petri que contenia P.D.A. casero (Molina, 1957), conteniendo desarrcllos

de Altermaria sp., de 34 semanas en término medio.
En el caso de F. oxysporum se realizd exactamente lo mismo.

Respecto al tratamiento de las semillas en el que se mezclaron las dos cepas de hongos las
163 semillas empleadas fueron también divididas en dos partes: una (84 semillas) fue puesta a —
germinar como los testigos; la otra, a su vez dividida en dos porcicnes de 42 semillas cada una,—

se dejé germinar in vitro en presencia de la cepa correspondiente a probar.
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A los 7 dias después de germinadas las semillas de P. ayacahuite var. veitchii y los 5 dias

de germinada la semilla de P. montezumae, se procedié a sembrarlas al voleo en los lotes correspon
dientes (dos repeticiones), cuidando de no maltratar las radiculas y procurando acomodarlas y ente
rrarias en su caso, con precaucidn. Al terminarde cubrir con una capa fina de suelo, se gplicd un

riego ligero a las camas.

En las tres épocas de siembra el tiempo de duracidn de cada una de las pruebas fue de seis

semanas, contadas a partir de inicada la brotacidn de las pléntulaé en el almécigo.

En las tres pruebas se anotd el nimero de semillas sembradas; se tomaron lecturas periddi—
cas de temperatura atmosférica y de suelo, pH del suelo; nimero de plantulas brotadas, sobrevivien

tes, sanas, enfermas por mal de semilleros y con otro tipo de dafios.

En la segunda y tercera pruebas (épocas de siembra), ademis de los datos mencionados fue po
sible tomar numedad del suelo del almicigo. La temperatura atmosférica fue registrada con un ter—
mometro '"ASSISTENT" de 100°C colocado en el interior y al centro del "invermadero'. Para lecturas
de temperatura de suelo, el termometro fue introducido di_rectar.nente en el suelo, a una profundidad

méxima de 6 cm.

fn ambos casos los registros se hicieron al medio dia (11 a 12 hrs.).
La humedad del suelo se determindé mediante un higrdmetro para suelo 'Ag Tronics'.
Los datos de pH de suelo fueron determinados mediante un potencidmetro digital Bechman Ze—

romatic IV, utilizando una relacidn de una parte de suelo tamizado con un cermidor rimero 140 (ma—

1lla 0.0041 pulgadas) contra dos de agua destilada con un pH de 7.

Por otra parte se realizé un andlisis estadistico solamente para P. montezunae pues se ca

recieron de datos en la primera época de siembra para P. ayacehuite var. veitchii. El proceso com

prendid un anAlisis de varianza (anovas) para.dos factores (indculo y época de siembra) teniendo

el primer factor cuatro niveles (Alternaria sp.,F. oxysporum, mezcla de cepas y testigo) y el se-

gundo dos (primera y segunda época de siembra).
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Fn cuanto a la tercera época de siembra, se aplicaron anovas para tres factores (especie de

pino, método de inoculacién e indeulo) teniende cada factor respectivamente, 2, 2 y 4 niveles.

Para las determinaciones de anovas se utilizaron los datos registrados de las pléntulas bro-
tradas, sobrevivientes, sanas y con otro tipo de dafios. Las plantulas enfermas por mal de semille-

ros no se incluyeron, por las razones que se explican en la parte correspondiente a la discusién.

Aislamiento de los Hongos de Plantulas Infectadas.

El aislamiento de los hongos de pléntulas infectadas se realizd de la misma manera que el —
aislamiento y determinacién de F. oxysparum, explicada en la primera etapa de la parte experimen—

tal.

RESULTADGS.

An&lisis Micolégico de Semilla. (CUADRO 1.)

De acuerdo a la metodologia seguida, el examen exterior de los lotes de semilla, la de P. -
montezumae lote 655 tuvo en su mayoria manchitas cafés y algunas pocas mostraron ademés algunas —

perforaciones. La de P. ayacahuite var. veitchii lote 619 A no tuvo semillas menchadas ni perfora-

das. En el resto de los lotes la semilla de ambas especies tuvo buenas condiciones y mejor aspecto.

Los exAmenes micolégios primarios de semillas de P. ayacahuite var. veitchii de los dos lo-

tes empleados arrojaron los siguientes datos: en semillas enteras sin aseptizar, se encontrd Bhizo-

pus sp.; en embricnes sin aseptizar, Penicillium sp.

ein essptivar, Del lote 655 se enconirG adends Rnizo

chederna sp. y w hongo indetenninado.

En témincs generales, en exbiicnes lote 655, se encontrd Penicillium sp. v Altermaria sp.




CUADROX

ANALISIS MICOLOGICC DE SEMILLA NO ASEPTIZADA.

(NUMERO DE CEPAS AISLADAS).

18

Pinus gyacahuite var. veitchii Shaw.

Lote 619 A, colectado en 1977, en el Campo
Experimental Forestal en Sen Juan Tetla,Pue.

Colectada en Noviembre de 1987, en el Campo
Experimental Forestal en San Juan Tetla,Pue.

- estra
Hongo Enteras | Testas Embriones [{Hongo Enteras [festas [Embriones
Rhizopus sp. 19 0 o] Rhizopus sp. 20 6] 0
Penicillium sp. 0 0 4 Seuieal En py b o .
*
Aspergillus sp. 1 0 0

Pirnus montezumae Lamb.

Mitzintén, Chis

Lote 655, colectado en 1978, en Rancho Nuevo

Lote 828, colectado en Dic-Ene. de 1985, en el

Campo Experimental popestal Sn.Jusn Tetla,Pue.

)
|

¥

Z1l inice horgo alslado de sendlia nseptizada con perdddo de hidrdgeno al 30%.

Hongo gra Enteras | Testas |Embriones|| Hongo i Enteras |Testas [Embriones
Rhizopus sp. 6 0 0 Aspergillus sp.3 1 ] 0
Aopergi L e 1 * 9 2 Penicillium sp. 1 0 0
Aspergillus sp. 2 1 [¢] (€]

Trichoderma sp. 1 0 0
Penicillium sp. 0] (6] X SELOHRE e, B
terminado [¢] 0
Altermaria sp. [¢] 0 R T L
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En ninguna de las especies de pino se encontraron microorganismos en las testas sin asepti-

Referente a las muestras aseptizadas, solamente en una semilla entera de P. agyacahuite var.
veitchii de colecta en Noviembre de 1987, se encontrd Aspergillus sp. En el resto de las muestras

aseptizadas de ambas especies de pino no se encontraron microorganismos.

Anélisis Micolégico de Suelo. (CUADRO 2).

Conforme a los seis andlisis realizados le suelo del almicipo, sus resultados indicaron las
siguientes situaciones: de suelo sin aseptizar, antes de la primera siembra, sefialS la presencig -,
de represententes de 10 géneros de hongos, ademds de dos cepas del orden Mucorales, dos de los =

Sphaeropsidales y cinco hongos indeterminados. How

En el segundo andlisis de suelo aseptizado, antes también de la primera siembra, solamente
indicé presencia de Phoma sp. y Gliocladium sp., no encontrdndose los hongos anotados en el cuadro

referido.

En los cuatro analisis restantes, en términos generales predominaron los géneros Penicillium
y Trichoderma. Asi mismo fueron encontrados hongos de géneros gque no se aislaron en ocasiones ante

riores, como los casos de Cladosporium y Diplocladium (?), determinados en el andlisis posterior a

la primera siembra; Monocillium, del suelo aseptizado antes de la segunda sienbra, y Zygodesmus —

del Gltimo andlisis de suelo.

Tocante a las cepas inoculadas, solamente en dos ocasiones fue encontrada la especie Fusa-
rium oxysporum identificable con la inoculada. Aln cuendo se encontrd una cepa de Fusarium prove—

niente del andlisis de suelo al término de la segunda sierbra, ésta resultd morfolégicamente dis-

tinta a F. oxysporum.

Por otra parte hongos inoculados o posibles preexistentes en el suelo correspondiente a Al-

ternaria sp., o fueron aislados en ninguna de las muestras de suelo analizadas.
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? CUADRO 2, ANALISIS MICOLOGICO DE SUELO DEL ALMACIGO.

B T ——

T = - vt

e

Sin aseptizar pre—pri- i\%eptizado pre—pri~ Posterior a la prime— |Aseptizado pre-segun; iPosterior a la segun-|Bosterior a 1atere

mera siembra. __jnera siembra. ra siembra. da siembra. da siembra. lcera sin aseptizar.
j P. ayacahuite var. P. gyacduite var.veitchii y P.nontezumae.
: veitchii. -
I

- Penicillium sp. . Phoma sp. . Penicillium sp. . Penicillium sp. ) ] .Penicillium sp.

16 cepas. S .Perricillium sp. =
.Phoma sp. . Trichoderma sp. | .Trichoderma sp.
.Hormodendrum sp. - Gliocladium sp. . Trichoderma sp. !

. Fusarium oxysporum. | * Monocillium sp. { .Dos hongos indetermi-

Mucoral 2 cepas. idos (H7* Hg)'
.Botrytis sp. . Diplocladium sp. (?)
.Gliocladium sp. Tratamiento Hl'

.Shaeropsidales 2 cepas .Penicillium sp.

.Cephalosporium sp. .Trichoderma sp.
R — P. montezumae. -

JFusarium sp. 3 cepas’ .Hongo ind. (Hg).
i

.Trichoderma sp. \ ' Mezcla(ie Hﬁma% Cepas TEAALEES Hg'

Morteriella sp. (?) - Irichoderma sp. 1

.Pullularia sp. (f)) ; . . . .w Sp-

s ria i | . Penicillium sp. . Penicillium sp.

rTrichoderma sp.
" Hongos mdetennmados

. Trichoderma sp. L Zypodesmus sp.
i g . .Cladosparium sp. - YRS
1 | .
” . ‘ Fusarium sp. Tratamiento Hf“g‘
By : .Honge indeterminado (no incculado). = e
H3 ] (HG) : kPenicillium sp.
; L Trichoderma sp.
HA

. , . oxysporum.
LHS '
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Inoculacidn, .
En la prueba preliminar de la inoculacién donde se erplearon adherentes como gelatina sin-
sabor y agua esterilimada, se obtuvieron resultados positivos, ya que todas las semillas inocula-
das con las cepas de prueba mostraron crecimiento fungoso en las placas de P.D.A. comercial pro—

béndose asi que hubo adherencia de esporas.

Primera Epoca de Siembra.

Los resultados obtenidos en esta primera época de siembra, de los pinos P. ayacahuite var.
veitchii y P. montezumee, corresponden a condiciones de temperatura atmosférica media de 24.19°C-
y de suelo 21.61°C y promedio de pH de suelo de 6.3 (su humedad no fue posible medirla) prevale—
cientes en el lapso de comprobacidn de la capacidad patogénica de las capas de E. oxysporum y de

Alternaria sp., utilizadas.

la semilla de P. ayacahuite var. veitchii falld en su germinacidn, careciéndose por lo tanto

de datos comparables concluyentes.

Los resultados de P. montezumae (Cuadros 3A y 3B;gréficas 1 y 2) considerando globalmente —
los lotes de siembra respectivos, en resumen fueron:

El tratamiento con indculo de Altermaria sp., tuvo mayor promedio de brotadas (64), sobrevi-
vientes (63} i sanas (59) Wm a otros tratamientos, aungue no hubo comparativamente wuna difé
rencia myy marcada. El tratamiento donde ocurrieron mis pléntulas enfermas por mal de semilleros
(7 plantulas) fue el de inoculacién con F. oxysporun, el que mostrd principalmente el tipo poste—
mergente y en menor nimero el tipo_ preemergente y muerte de las puntas. Siguieron en importancia
(3 plantulas en cada caso) los tratamientos con Alternaria sp., con los tres tipes de sintomato—
logia, y con la mezcla de cepas, sin el tipo postemergente. No hubiéron plantulas enfermas ea el

testigo.

Cabe sefialar que no se logrd el aislamiento de F. oxysporum de todas las pléntulas supuesta—
mente incculadas y que mostraron sintomas de enfermedad. Asi de 7 enfermas s6lo se logrd aislar -

el hongo de 4, y de una de las tres restantes se aisld una cepa de Alfernaria sp.. ajens al —



CUADRO 3. STTUACION DE LAS PLANTULAS DE Pinus montezuree Lamb. OBSERVADA
EN DOS EPOCAS DR SIEMBRA.
A. PROMEDICS.
Brotadas. Sobrevivientes.
r ! . U Tratardento ] [
tami ento e ;
T Hy |H #H,| H, |Total. N | Hy (i By fotal
Epoca de Siembral )
i 64 | 61 63 | 251 I 63|58 | 6l |6l | 243
LI |42 8 |0 18 | 1T 4 12 18 |50 |1z
Sanas. Pléntulas con Otro Tipo de Daflog.
o retom . o | I ‘
epEnlants H | H,|H ) H | Total {\“3.\\e“m' H | H, fi, |Hy Motal.
Epoca de Siembra ‘- rEpoca de SiemBras. ’ i
I 59 | 57| 8L %6223 } 1 ;5 5 1.8 6 | 24
1
I @48 49| 46186 | ‘ I 1 |3 |3 31 10
B. NUMERO DE PLANTULAS ENFERMAS POR MAL DE SEMILIEROS.
it e
Aamenty Hy M, H ) | Ho | Total.,
Epoca de Siembra i
T 317 3 0} 13
II o|lo o |o 0
FEpocas de Siembra. Tratamientos.
I: Noviembre de 1987 (Otofio-Tnvierno) Hipdlbermania: sp.  Htlentipo,

IL: Marzo a Mayo de 1988 (Primavera).

H2: Fusarium oxysporum.

Hl + H2: Altermaria sp.y

F. oxysporum.
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indculo y distinta a la Altermaria inoculada.

De las plantulas enfrentadas a Altermaria sp., sdlo de dos fue posible el aislamiento; y de

la mezcla de indculos tnicamente de una pléntula se reaisld a F. oxysporum.

Por dltimo, hubo en todos los tratamientos incluyéndose el testigo, incidencia en mayor o -
menor grado de alguno o varios otros dafios (cuadro 3A; gréfica 2) como amarillamiento, secamiento
de puntas, defoliacién total v/o parcial causada por orugas, puntas amarillas, lesiones por orugas,
deformaciones, albinismos, traumatismos por accidentes imprevistos, asi como pléntulas con mal de
semilleros de etiologia no comin. Estos dafios no sefialaron relacién definida con los hongos inocu-
lados; la situacién con mezcla de indculos, fue de ocurrencia, en promedio de un nimero mgyor (8)

de plantulas con estos dafios, siendo de ellos predominante el amarillamiento.

Segunda Epoca de Siembra.

Esta segunda época correspondié a condiciones ambientales de temperaturas atmosféricas me—

dias de 27.3°C; del suelo 21.76°C de temperatura, 30% de humedad promedio y pH 5.78.

Se encontré (cuadro 4A y 4B) para P. ayacahuite var. veitchii, que en los tratamientos con

F. oxysporum y la mezcla de cepas, hubo un mayor promedio de plantulas brotadas (7). En el trata
miento con iezcla de cepas aparte de haber habido més sobrevivientes (_71) se tuvo mayor promedio—
(69) de plantulas sanas. Solamente ocurrieron dos casos de mal de semillervs de tipo postemergen—
te del tratamiento con Altemaria sp., habiéndose logrado satisfactoriamente el reaislamiento de

esta cepa.

Respecto al grupo de pléntulas que presentaron diversidad de dafios como los enumerados (ex—
cepto albinigmo, defoliacién parcial y lesiones por oruges) fueron encontrados 3 cases como ma—
yor promedio distribuido en diversos tipos de dafios, predominantemente el amarillamiento de pun—

tas en los tratamientos con F. oxysporum y con mezcla de indculos.

Para P. montezumae (cuadro 3A y 3Bjgréaficas 1,2) la mayor brotacién de plantulas fue en pro
medio 52, de las semillas tratadas con F. oxysporum y con mezcla de cepas. El mayor nimerc prome—

dio de sobrevivientes (52) de semillas inoculadas ocurrid con F. oxysporum, £l promedio mayor de



CUALRO 4.

A._PROMEDICS.

EN LA SEGUNDA EPOCA DE SIEMBRA,

SITUACION DE LAS PLANTULAS DE Pinus agyacaluite var. veitchii Shaw.

Brotadas, _Scbrevivientes.
, 1 | 1 h T
taniento | y Iy i | H. fotal i H Liﬂ-{ H. Total
5 | "Li72 L7210 Fpoca' de 2 117270
poca ,e %Prr'b\r#} : : i - Siemb !
1 ’ o.0l0lofo I o o jo o
. o yn
I ' ol 7 e |om ) 70 |71 |67 278
_Sanas. —Rlantulas con Otro Tipo de Dafios.
\Qa ! N Lx T
tamientq ; ! tamiento
T e, Motal | Hy {3 H) [Total
Epoca de gjph’% ! i Epoca de Siembra -
! I 0o o lo]o J I 0o o |o
2 I 6 ]68 69 166 | 29 . g 3 18 j1 |°
¢ S
1 olo| o 0 0
11 2 10| 0 0 2 |
Epoca de Siembra. —Tratamiento.
I: Noviembre de 1987. H] :Alternaria sp. HO:Testigo.
1T:Marzo-Mayo de 1988 (Primavera). Hz:msanim_gxysmm.

H1+H2:f. OXySpOrum.
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plantulas sanas (49) se observd proveniente de semillas inoculadas con la mezcla de cepas. En nin—
gin tratamiento ocurrieron plantulas enfermas de mal de semillercs. Otro tipo de dafios (cbservéndo
se solamente amarillamiento total y de puntas, defoliacién total y albinismo) tuvieron mayor inci-
dencia,promedio de 3,  en los tratamientos correspondientes a inoculacién con E. oxysporum, a ino-

culacidn con la mezcla de cepas y al testigo, siendo el principal dafio el amarillamiento.

Comparando el comportamiento del P. montezumae se encontrd que en la primera época de siembra,
en relacidn a la segunda (cuadro 3A y 3B), hubo promedio mayor de brotacién (251), sobrevivientes
(243), sanas (223), pléntulas con incidencia de otro tipo de dafios (24) asi como nmero de pléntu—
las enfermas (13) por mal de semilleros; no encontrindose diferencias significativas (P).05) entre
los tratamientos con los diferentes induulos, de acuerdo con los resuttados obtenidos en el anova
de los dos factores, indculo y época de siembra (v. apéndice). En contraste se encontraron diferen
cias significativas (P¢.05) entre las dos épocas de siembra, en cuanto a las pléntulas brotadas y
las sobrevivientes (P€.000), las sanas (P.012) y aguellas que mostraron otro tipo de danos(P;.017)
en el mismo anova, significando ésto que la época de siembra tuvo influencia entre las variables -«

consideradas para P. montezumae.

Tercera fpoca de Siembra.

Con base en los resultados obtenidos en las dos épocas de siembra precedentes, se realizd es-
ta tercera siembra con fines comprobaterios, tratando de precisar posibles causas de diferencia en

los resultados experimentales, precedentes.

Para el caso, las semillas fueron inoculadas por dos métodos: el originalmente empleado y una
modalidad; la siembra en el mismo suelo, remanente de las pruebas precedentes, sin aseptizar, e—
fectuada bajo condiciones de temperaturas medias atmosféricas de 21.53°C y del suelo 19.07°C, 60%

de humedad del suelo y pH de suelo de 5.53.

Loss resultados de la siembra de P. ayacahuite var. veitchii (cuadro A y SB; gréficas3,4,5),
empleando el método original de inoculacién, sefialaron que hubo un promedio mayor (78) de brotadas,
sobrevivientes y sanas en el tratamiento con la mezcla de cepas. Ninguna pléntula fue afectada -

por mal de semilleros, ni presentd algin otro tipo de darios.



CUADRO 5.

A, PROVEDIOS

2

SITUACION DE LAS PLANTULAS DE LAS DOS ESPECIES DE PINO
EN LA TERCERA FPOCA DE SIEMBRA (Mayo - Julio de 1988).

2. ayacahuite var. veitchii Shaw.

R. montezumge Larb.

Brotadas,
e : ; . ]
j : ! tamiento ] ‘
| met, ~lpgtaniento H (H, IHI«\HZ Hy [Total t. B iﬂz s [rotel
t 4 ;
;:de Inoculacidr | ] i Tnoculacidn i
! e ]
R e ML Original {76 70 | 72 |77 | 296
. | i | ;
1[ Modzlidad i 74067 | 72 | 73lems { Modalidad 66 57 | 66 6l | 2850
Scbrevivientes. -
I - N
tamiento |
Hy+#H H [Total Met. H | Hy (s H Motal
de Inoculaci: | ’
78 {74 | 297 Original 76 les [ 72 | 76 |20
&6 |73 | 276 Modal idad {53 |54 |53 |0 3@9_«[
_Sanag.
) Tratamiento ‘ ! ot tamiento j
Met. de H IH, H+H H. |{Total i g H, |H, H,+H,H. Total
! 1 72 Pi%alo
Inoculacion _,,l . i _1 24 OA ; de Inoculacidn |
Original 72 Bi?Bi?A 297 Original 73164 |68 |73 2’78J
Modalidad | 72 56!65!73266 Modalidad 4 |51 |45 60 |24 i
— S T B -
Plantulas con Otro Tipo de Dafios.
Tratamiento | T | tamiento y |
! :
MZ\ H, | H, | HHp HolTotal | [[\é:t' " H [y (Hp[H, fotal
‘ © Inoculacid o & i : -
! !
| Original lojo jo (o ]o | Original 3 |sta (5 |
| 5 : !
! Modalidad i2 {10 | 6 | 1119 ‘ Modalidad 1906 | 21 a7




CUADRO 5. CONTINUACION.

Pinus ayacehuite vexr. veitchii Shaw.

B. NUMERO DE PLANTULAS ENFERMAS POR MAL DE SEMILLEROS

~Jratamiento 7

Met. Hy | Hy [H#,| H) i Total
de Inoculacidm

Original 0j0lo lo]o
Modal idad 1 '3 |3 Jo 7

Método de Inoculacidn.

. Original,

. Modalidad de Incculacidn.

Pinus montezumae Lamb.

S| 8180 P
Met. I H | H, |H+H H [otal !
2]
de Inoculaciom . ° ' . i
| Original 2 1o {0} 3 |
Mdalided L0 l1 1 ol 2 |

Tratamiento.

H,: Alternaria sp.

1L

H,_: Fusarium oxysporum.

Hy+ HZ':E. oxysporum y Alternaria sp.

HO'. Testigo.
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De la modalidad de inoculacién (cuadros 54 y 5B ; gréficas 3,4,5), resultd una brotacién de
pléntulas de promedio mayor (74) con Alternaria sp. E1 testigo tuvo mayores promedios de pléntulas
scbrevivientes y sanas (73). Se encontraron 7 pléntulas enfermas por mal de semilleros postemergen
te con sintomatologia tipica y raiz chupada; una de ellas procedente del tratamiento con Alterna—
ria sp., 3 de F, oxysporum y 3 de la mezcla de cepas. De todas las plantulas enfermas se logré re—

aislar a los hongos inoculados; de las inoculadas con mezcla de cepas s6to se reaisld a Fusarium.

También se encontraron plantulas con otro tipo de dafios (excepto amarillamiento, albinismo,—
lesiones y defoliacién parcial) pero aparecid raquitismo, siendo el tratamiento con F. oxysporum

el que dié mayor dafio en promedio (10) por ragquitismo.

Respecto a los resultades de P. montezumae empleendo el método de inoculacidn original (cua—
dro B4 y 5B; graficas 6 y 7}, se obtuvo mayor brotacidn en promedio en el testigo (77). En el tra-
tamiento con Alternaria sp. y en el testigo se tuvieron los mayores promedics de sobrevivientes —
(76) asi como de plantulas sanas (73). Se encontraron pléntulas enfermas del tipo postemergente, —
dos procedentes del tratamiento con F. oxysporum (reaislado. de una de ellas) y una del tratamien—

to con Alternaria sp.

De las pléntulas afectadas por otro tipo de dafios (cuadro SA;gréafica 7) observandose solamen
te defoliacitn total de plantulas y deformaciones) observéndose ademds raquitismo, asi como pléntu
las dobladas por exceso de agua), se tuvieron los mayores promedios (5) de dafiadas en el tratamien—

to con F. oxysporum y en el testigo con incidencia principalmente de raquitismo.

Respecto a los resultados de la aplicacién de la modalidad de inoculacidn, para P. montezumae
(cuadro BA y SB; graficas 6 y 7), se encontrd mayor promedio de brotadas (66) en los tratamientos
con Alternaria sp. y con la mezcla de cepas; @or promedio (60) de sobrevivientes y plantulas sa—
nas en el testipgo. Solamente hubieron dos pléntulas enfermas por mal de semilleros postemergente,-
procedentes éstas del tratamiento con F. oxysporum y con la mezcla de cepas, de las cuales se rea-
is16 el hongo F. oxysporum. Por (ltimo el nfimero promedio mayor de pldntulas (21) con otro tipo de
dafios (excepto secamiento y amarillamiento de puntas, albinismo, defoliacién parcial y deformacio-

nes) apareciendo ademds pléntulas dobladas por exceso de agua, e individuos con requitismo, fue -
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encontrado en el tratamiento con la mezcla Ge cepas, en gren proporcién como plantula totalmente —

defoliada.

Concluyendo resultados de la tercera época de siembra (cuadro 5A y 5B): la especie de B. avac

cahuite var. veitchii tuvo, por el método de inoculacién original respecto a la modalidad empleada,
en promedio mayor brotacién (297), scbrevivientes (297) y sanas (297); con el otro método hubieron

tanbién en promedio més dafiadas (19) y nimero de enfermas por mal de semilleros (7).

En forma similar la especie de P.montezumae (cuadro 3A y 5B), tuvo también de la inoculacién
original, en promedio mayor brotacidn (295), sobrevivientes (292) y sanas (278) y més niimero de —
pléntulas enfermas por mal de semilleros (3). Con la modalidad se presentaron més pléntulas dafia—

das en promedio (47) y sdlo dos enfermas por mal de semilleros.

Tocante a los resultados de la aplicacién del anova de tres factores, especie de pino, método
de inoculacidn e indoulo,(v. apéndice) se encontraron diferencias significativas [P<.05) entre las
dos especies de pino, en cuanto a pléntulas sanas, con otro tipo de dafios (P¢.000) y sobrevivien—
tes (P£.012). Asi hubieron diferencias significativas (P¢.05) entre los métodos de inoculacidn en—
cuanto a pléntulas sanas, otro tipo de dafios (P<.000), pléntulas scbrevivientes (P¢.001) y pléntu—
las brotadas (R/.015). Hubieron también diferencias significativas entre los indculos respecto a —-

pléntulas con otro tipo de dafics (P{.021)y no significativas (P).05) para el resto de las variables

dependientes.
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DISCUSION.

De acuerdo con los objetivos planteados y forma de trabajo efectuada, los resultados obte-
nidos fueron circunstanciales por haberse realizado las siembras en diferentes épocas, empleando
semillas cosechadas en épocas myy distantes y procedentes de distintas localidades, sometidas o no
a condiciones de almacenamiento, y utilizado cepas de hongos de distinto origen; asi mismo porque
el trabajo se 1llevd en condiciones practicamente raturales, estando asi la prueba expuesta a in—

fluencias miltiples del ambiente, o a accidentes imprevistos.

Bajo tales situaciones los resultados no fueron como se esperaban, puesto que hubo falla -~

en la germinacidn de la semilla de P. ayacahuite ver. veitchii (lote 619 A) en la primera época —

de siembra; en las tres épocas de siembra fue nula o baja _1a proporcidn de pléntulas de ambas es—
pecies de pino oon sintomas de mal de semilleros; en algunos casos de plantulas enfermas de este

mal no se logré la recuperacién o reaislamiente de los indculos introducides, y de los hongos ais
lados de éstas pléntulas con sintomatologia tipica ninguno se reconoce con cualidades patogénicas

propias, ni algumo fue identificable con cualquiera de los inoculados.

El hecho de haber empleado en la primera siembra semilla de P. _ayacahuite var. veitchii

con 10 afios transcurridos a partir de su recoleccidn, pudo haber sido causa determinante de la fa
1la en su germinacién. Es por consecuencia excluible que esta falla fuera debida a algin tipo de

latencia en la semilla, puesto que se considera que las semillas del género Pinus en términcs ge-
nerales no caen en las caracteristicas de semillas de dificil germinacién de modo que requieran —
de algin tratamiento para romper su latencia, tal como sucede en otras especies (Villagdmez y Ca—
rrera, 1979; Musdlem, 1984)ademds de haberse confirmmado en los resultados de buena germinacion o-

currida en la semilla fresca de esta misma especie.

A pesar de que las semillas de los pinos empleados pudieron estar dentro de su periodo de —
vida bajo condiciones Sptimas (Ewert, 1925, cit. Patifio et al.,1983) y conservar su calidad meso~
bidtica (de viabilidad de 3 a 15 afios) las respuestas de las semillas del P. ayacshuite var. vei-

chii (lote 619 A) en comparacién con las del segundo lote de ésta misma especie y los lotes de ~
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P. _montezumae fueron definidamente distintas siendo probable que la falla en la germinacién del -
primer lote de P. ayacahuite fuera causada también por influencia de las condiciones ambientales —
de almacenamiento incontrolado respecto al mantenimiento del contenido de humedad de la semilla, =

lo que pudo haber afectado su viabilidad (Patifio et al., 1983; Moreno, 1984).

Los hongos aislados de semillas en el andlisis micolégico, tampoco prestan argumento justi-
ficante de la falla aludida; asi Penicillium sp., aislado de embriones, aunque se asocia con dete—
roro de semillas (Christensen y Kaufmenn, 1969, cit. Moreno, 1984); Bdez, 1986) se desconoce que —
tenga un papel patogénico definido (Fisher, 1941; Tint, 194%a); el representante de Rhizopus sp.,-
encontrado como contaminante superficial de semillas enteras sin aseptizar fue suprimido por el —
tratamiento de asepsia y por lo tanto queda fuera de consideracidn ligarlo a algin proceso patolé—

gico, por lo menos en lo correspondiente al trabajo realizado.

La situacién de que de una semilla entera aseptizada fuera aislada una cepa de Aspergillus
sp., no es dato suficiente para dudar scbre el efecto del aseptizante, ya que quizés la semillas -
al estar en contacto con las demds, no fue plenamente hafiada por el aseptizante o fue insuficiente

el tiempo de accidn.

El hecho de que uno de los lotes de semilla de P. ayacahuite var. veitchii y los de P. mon~

tezumae enpleados no presentaran problemas en la germinacidn, conduce a asegurar que las semillas
estuvieron en tal aspecto en buenas condiciones, puesto que dieron una buena proporcién de plantu
las brotadas cuyas fallas en esta etapa no son atribuibles en su totalidad a deficiencias en la -

germinacién, sinc a factores externos del suelo o del ambiente.

Las diferencias en brotacidn entre lotes de P. montezumae (cusdros 3A y 5A4; gréficas 1y 6)
se estiman debidas a que entre las fechas de colecta respecto a la siembra hubieron lapsos relati
vamente largos (9 a 10 afios) siendo el més corto de 3, amque en ambos casos la semilla permanecid
en condiciones similares de almacenamiento y por consecuencia debié de estar sometida wniforme—
mente a su influencia pmyectadé en el tiempo. Esto en alguna forma y proporcién pudo haber afecta
do la viabilidad de las semillas o repercutir en la vigorosidad de las pléntulas generadas. la dis

minucién cuantitativa de la brotacién de semilla del lote 655 de P. montezumee en la segunda época
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de siembra (cuadro 3A; grafica 1) comparativemente con la de la primera época, apoyada por la ano—
va de dos factores (v. .apéndice), se interpreta en el sentido de que los cuatro meses transcurri-—
dos entte cada época de siembra fueron suficientes para provocar un decremento considerable de la
viabilidad en esta semilla, acumilativo a un largo tiempo de almacenamiento desde el momento de su

recoleccidn.

Respecto a las diferencias en brotacién en la tercera época de siembra, especialmente en P.
montezumae, fueron posiblemente debidas a que al sembrar semilla ya germinada pudo ocurrirle un es
tado de "shock',no adaptdndose al cambio brusco al que fue sujeta al pasar de su sustrato a otro. V
También puede pensarse en el probable dafio causado por el manejo de las mismas al momento de la —
siembra. Aunque estadisticamente hubo diferencias significativas (PC015) entre los métodos de ino
culacién respecto a las pléntulas brotadas (v. apéndice)} esa diferencia no fue originada por los i
néculos, sino por haberse sentrado la semilla pregerminada y quedar sujeta a las circunstancias

mencionadas.

Como en el caso de la variedad de P. gyacahuite, se descarta la posibilidad de que los hor-
gos encontrados en los dos andlisis micoldgicos de las semillas de P. montezumae fueren causa de
la disminucién de pléntula brotada. En efecto, la presencia de Penicillium sp., carente de signifi
cado patogénico definido, y el aislamiento de una sola cepa de Altermaria sp. de embriones de semi
1la del lote 655, confirma wna condicidn sanitaria interma cuantitativamente aceptable, ain cuando
&sto no excluya la posibilidad de que otros contaminantes endSicos de semillas —como los reconodai-
dos en los aislamientos preliminares— puedan tener cualidades patogénicas potenciales desconoci—
das, hayan resistido la desinfeccién de la semilla y llegado a ocasionar dafics en las plantulas,—
como fue el caso del aislamiento de una cepa de Altermaria sp. distinta a la inoculada con F. oxys
porum, sefialando ésto una alta posibilidad de que el microorganismo provino del interior de la se-

milla, ya que mostré similitud morfoldgica con la cepa aislada de embridn (cuadro 1).

La existencia de wna baja proporcién de plantulas con sintomas de mal de semilleros hace su-
poner que pudo haber alguna dificultad en la actividad de los indculos (Altemaria sp. y F. oxys—

porum) sobre las plantulas. Es importante sefialar la posibilidad de que algmna alteracién en los —
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resultados respecto a la determinacién de la patogenicidad de las dos cepas se haya debido a que no

se siguid un procedimiento directo de inoculacién a las semillas o a las plantulas, sino que se uti-
1izd la posibilidad de infeccién unicamente por el indculo adherido a la semilla, tal como podria eg

perarse que ocurriera en forma natural, al entrar las semillas en contacto con el suelo.

La adhesién de esporas a las superficies de las semillas, comprobada por los resultados posi-
tivos de la inoculacién preliminar, no es garantia de que en las pruebas definitivas la proporcidn —
de esporas infectantes sea suficiente, de que todas hubieron estade maduras y viebles y en cond.icié
nes 6ptimas de germinacidn; en oiras palabras, que la capacidad para colonizar atribuible a un . su-
puesto alto potencial de indculo -explicado éste como la energia de crecimiento del pardsito fimgal

inoculado dispenible para la infeccidn (Garret, 1960)- resultd sin embargo insuficiente.

El hospederco (semilla o pléntula en su caso) puede a su vez presentar algin grado de resisten
cia fisica y quimica a la penetracién fungal (Garret, 1960; Agrios, 1969) de modo que la oportunidad
mayor de penetracidn exitosa en el hospedero, habrd de tenerse cuando haya: 1) presencia de un paré-
sito suficientemente infectivo, 2) presencia de la planta hospedera receptiva y 3) ocurrencia de con
diciones ambientales apropiadas para la penetracidn, colonmizacidn y desarrollo de la infeccidn en la
planta hospedera (Garret, 1960; Sharvelle, 1969) de modo que la falta de cualquiera de estos postula

dos constituye una causa de "escape' de las pléntulas, a contraer la enfermedad.

En el trabajo que se trata pudo ocurrir alguna falla en términos de receptividad de las plantu
las, deficiencia infectante de los indculos o adversidad de clima, siendo entonces pocas las posibi-

lidades de ocurrencia del mal de semillercs en las especies de pino trabajadas.

Al tomar en cuenta que en términos generales la influencia de ciertos factores ambientales co
mo la temperatura tanto atmosférica como en el sgelo, asi como la humedad y pH de suelo, infilnirfan
importantemente propiciando la enfermedad (Tint, m,c; Toole, 1964; Sharvelle, 1969) quedd impli~
cado que podia ocurir el establecimiento de mal de semilleros en las épocas de siembra. Sin embargo
en las pruebss realizadas no ocurrid asi, dado que aparte de los factores cominmente concurrentes es
tuvieron complicados otros mis, incidentales, que en alguna forma hubieron de influir scbre los re-

sultados.
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La confrontacién de los resultados del presente trabejo con los de trabajos similares desa~
rrollados en el extranjero bajo condiciones distintas, obedece a las ciramstarcias de que no exis
te informacidn de esta natulareza en México; asi que conforme a esta reflexidn se plantean lag si-
guientes consideraciones:

Examinados algunos de esos factores comparativamente con fines criticos por haberse tomado-
como pardmetros en el trabajo, se encuentran discrepancias leves o myy marcadas en otros, segn lo
que diferentes autores men¢ionan y lo que fue personalmente observado. Asi las temperaturas medias
de suelo registradas fueron menores a 3a de 26.6°C que indican Wright et al., (1956 ? ) ya que en—
condiciones de almicigo parcialmente abierto, fluctuaron desde 21.61°C en la primera época de siem

bra, 21.76°C en la segunda y 19.07°C en la tercera.

Las temperstiuras atmosféricas medias registradas en el almicigo en Coyoacdn ( 24.19°C; —
27.3°C y 21.53°C } con poca variacién son comparables a las reportadas por Tint en 1945 (20 a 27°C)
y 1945c (25°%)y por Salisbury en 1952 cit. Lock,1973, (24°C) con cultivos de Fusarium. Apoyando &
to Gltimo Lock (1973) refiriéndose a F. oxysporum como un honge de altas temperaturas. Como la in-
formacidn bibliografica referida corresponde a la de pruebas controladas en las que las temperatu—
r‘aé tuvieron que ser practicamente constantes durante todo el dia, los datos correspondientes no —
prestan punto de apoyo comparativo para el presente trabajo, el que fue efectuado bajo condiciones
no controladas, con registro de temperatura sélo al medio dia, no durante todo el tiempo ni con a—
notacién contimua. Es pues vfactible que l}as condiciones térmicas atmosféricas en Coyoacin no fueron
suficientes para causar un ircremento importante en la temperatura del suelo, hasta grado de dar—

las condiciones favorables para la implantacién de los indculos y el desarrollo de la enfermedad.
Considerando el aspecto de mayor incidencia del mal de semilleros en P. montezumae en la pri
mera época de siembra, en relacidn a la segunda, contrariamente a lo esperado, (cuadro 3B), se pién
sa que la condicidn prevaleciente en el almicigo influyd de alguna manera en la humedad arbiental ~
dentro del mismo, ya que en esta época solamente hubo ventilacién parcial pero constante (medio cos

tado del almicigo descubierto fig. 1) ventilandose completamente sélo los dias de cbservacidn y —

colecta de muestras, en contraste con la segnda época en la que sienpre estuvo abierto todo uni —
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costado del almicigo. Siendo asi, es presumible que hubieron lapsos variebles de concentracidn de

la humedad en la atmoéfera interna del almicigo producida por el vapar de agua circulante dentro -
del dispositivo, como resultado de }a evaporacién del agua condensada en las paredes de la tela —
plastica por efecto del calentamiento por el sol. Combinados los factores humedad y temperatura se
dieron las condiciones apropiadas para que hubiera mayor incidencia de pléntulas enfermes con muer
te de puntas, situacién commn en ambientes himedos en el mal de semilleros postemergente(Boyce, —

1961).

Si se consideran los trabajos de Vaartaja y Cram (1956) referidos a inoculaciones experimen
tales en condiciones de porcentajes de humedad de suelo fluctuantes de 80-90%, para el caso que se
discute —pese a no haber sido medidas las humedades en forma continua— dieron sin embargo informee
cién, especiada en el tiempo, de dos épocas de siembra en que los valores de humedad (30 y 60%) —
confarme a los conceptos de Agrios (1969) pudieron favorecer la germinacibn de esporas, la implan—
tacién y colonizacién en el hospedero y su dispersién de una pléntula a otra; pero ser sin embargo
bajos para propiciar la enfermedad, aparte de la interaccién de otros factores, en las condiciones

de trabajo en Coyoacan.

La situacidn de la sintomatologia que mostraron las pléntulas enfermes (rafz chupada) fue =

indicio de la alta humedad (60%) del suelo que prevalecid en la tercera etapa.

En relacidn con el pH, este factor puede ser considerado invariable, teniendo en cuenta la—
misma procedencia del suelo, su permanencia en el almacigo y que no fue sometido a tratamiento mo-
dificador severo. En las tres épocas de siembra hubo reaccién acida (6.3; 5.78 y 5.52) condicidn
que se considera desfavorable para el desarrollo del mal de semillercs (Jackson, 1940 ; Tiht, 1945
b; Baxter, 1952) especialmente cuando alcanza valores cercanos al 5.5 (Tint, 1945 ; Boyce, 1961).
Cabe sefialar que el valor 6.3 registrado estd cercanc al punto de neutralidad y que este punto ha—
sido determinado dptimo para el crecimiento de Fusarium spp., en condiciones de laboratorio (John—
son, 1923, cit. Tint, 194%; Moore, 1924, cit. Tint, 194%) confirmado por Wright et al., (1956 ?).
tHay entonces explicacidn al hecho de que en esta primera época hubiera habido mgyor mimerc de plén

tulas de pino enfermas.
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Aparte de los factores mencionados se refieren los otros que se dice que favorecen a la en-
fermedad como son sombreado excesivo (Vaartaja, 1952), siembra densa (Baxter, 1952 ; Boyce, 1961)~
intercambio de suelo entre los semillercs o aplicacién de fertilizantes (Baxter, 1952; Boyce,1961;

Gomez, 1976) entre otros, los cuales no tuvieron participacidn en el caso que se trata.

Los andlisis micolégicos de suelo confirmaron el hecho de que no hubo condiciones apropia—
das para la completa dispersién de los indculos probados a través del sustrato. Consecuentemente —
puede pensarse que por ello disminuyeron las oportunidades de propagacién de la enfermedad a otras
pléntulas, anque queda considerar que el hecho de que el inéculo se disperse oportunamente no ge—
rentiza que sea infectivo. El haber logrado el reaislamiento de F. oxysporum solamente en andlisis
de suelo posteriores a la primera y a la tercera épocas de siembra, y en ninglmo el el Alternariasp,
(cuadro 2), induce la idea de que las cepas correspondientes tuvieron respectivamente, baja o nula
dispersién, siendo ésto causa probable de reduccién cuantitativa de la poblacién de enfermas. No -
se tiene explicacién clara, de las causas que determinaron que de suelo aseptizado, F, Qxysporum —
fuera aislado al final de la primera época de siembra y no al final de la segunda (cuadro 2) pero
es sospechable que al tomar la muestra de suelo del centro del lote (por no haber planta) aumentd—
la posibilidad de aislar al indculo, ya que éste no se dispersd por todo el &rea de siembra hasta

la orilla de la misma, donde fue tomada la muestra de la segunda época.

1a solucién de formaldehido al 6.5% aplicada al suelo como aseptizante no fue de ninguna -
menera causante de la muerte o inactivacidn de los indculos, puesto que la metodologia seguida pa
ra la aseptizacion del suelo fue igual o myy similar a la seguida por varios autores (Sharvelle,

1969; Byrde, 1969).

Incluso se ha sugerido (Hartmann y Kester, 1985, cit. De la Garza, 1987) la gplicecién de -
formol al 1%, siendo ésta una concentracién mucho més alta que la empleada en el trabajo. Coinci-
den las informaciones al respecto en que la aireacidn del suelo es muy importante, habiendo sido -

esta practica debidamente cumplida.

El formaldehido evidenci6 su eficacia al haber eliminado a casi a todos los hongos original



mente aislados del primer andlisis de suelo, excepto a los que aparecieron resistentes al asepti—
zarte, Phoma sp., Gliccladium sp., Penicillium sp. y Monocillium sp. (cuadro 2). Esto no excluye -
que en algln momento puedan aislarse hongos incluso que mo se determinaron antes del uso del asep—
tizante (casos de Diolocladium sp. (?), Cladosporium sp., Menocillium sp. y Zygodesms sp.) que no
volvieron a encontrarse ni en suelo ni en plantulas, los cuales no constituyen carsas de dafios a —

las pléntulas, aungue pudieron tener posibilidades de serlo.

La cepa de Fusarium distinta a la inoculada {cuadro 2) que no fue aislada de alguna plantu—
la enferma o de }a semilla empleada ns tuvo evidente relacitn con la enfermedad; se considera que

pudo haber provenido de vectores como el aire o el agua.

La predominancia de las cepas de Penicilliun sp. y Trighoderma sp. (cuadro 2) al final de —
cada época de siembra confirma que bAjo las condiciones de pH &cido que prevalecieron y a pesar de
la asepﬁzacién con formaldehido estos géneros mostraron tener suficiente capacidad de dispersién y
proporcionalidad (Wright, et al., aut. cit,) y respecto a Mm,wenés, rapidez para coloni-—
zar el suelo (Warcup, 1951, cit. Sussman, 1968). Estos dos Gltimos génercs, especialmente Tricho—
derma, son considerados microorgenismos antagonistes de Fuserium (Sequeira, 1962; Agrios, 1969) —
siendo por lo tanto esta cualidad otro factor més que pudo interactuar junto con los mencionades e

influir en la accidn de los indculos determinando asi los resultados experimentales.

El reaislamiento inconstante de los hongos inoculados conduce a considerarlo debido a que -
los agentes patdgenos no mimnw estuvieron presentes en las plantas enfermas, sino que es—
tando en el suelo actuaron a distancia mediante la difusién de ciertos de sus metabolitos capaces
éstos de producir la misma sintomatologia que los orgenismos directamente infectentes (Wheeler, ~
1968); por otra parte, pudieren incidir problemas de cortaminacién con otros microorgenismos en e
los cultivos del material supuestamente infectada, que enmascararon la presencia de los hongos de
interés e impidieron su aislamiento.

En la tercera época de siembra, no hubo una respuesta relevante en el nimero de pléntulas «~

enfermas al ser éste bajo en ambas especies como se puede observar en el cuadro 9B.
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En la siembra en suelo sin aseptizar, no hubo planta enferma por mal de semilleros en una -
proporcién importante, tal como pudiera haberse esperado; pero el hecho no excluye la conveniencia
del uso del formaldehido, puesto que como se vid en los resultados, se confirma lo dicho schre la —
rula accién del formol sobre los indculos. De igual manera se infiere que no hubo efecto del asep—
tizante sobre las pléntulas ya que no se encontrd informacién referente al dafio que puede ocasionar
el uso de éste en almicigos, tal como se atribuye a otros fimgicidas (bromro de metilo y otros) —

que causan clorosis y retardo del crecimiento en las pléantulas (Wright, et al., 1956 ? ).

El peligro de eliminacidn de propdgulos micorricicos del suelo, por efecto del formaldehido,
es improbable (Gibson y Salinas, 1985) como lo evidencié la presencia de micorrizas en las plantu-
las que permanecieron en el almcigo durante un mes (P. montezumee) hasta 5 (las dos especies de pi

nos) después de concluida la prueba.

El no haberse calculado la anova de dos factores para el rimero de pléntulas de P. montezu-
mee con mal de semillercs, ni la anova de tres factores para el nimero de plantulas con mal de se—
milleros en la tercera época, fue debido a que no hubo pléntula enferma de P. montezumae en la .sg
guda época ni de P. ayacahuite var. veitohii inoculada por el método original en la tercera época
de siembra. Este cilculo evidentemente que habria determinado resultados significativos para los —
casos donde aparecieron pléntmlas enfermas. Pero independientemetite del hecho, los resultados obje—
tivamente permitieron la observacién de que la planta no siguid el patrdn de comportamiento supues—

to y que los indculos no tuvieron sobre esas poblaciones el efecto esperado.

La observacién de incidencia de otro tipo de dafios como amarillamiento, mal de semillercs de
etiologia no comin, defoliacién, raquitismo entre otros, fueron ajencs en algmos casos a la activi
dad patogénica de los indculos de prueba; asi por ejemplo las defoliaciones, ya fueran parciales o
totales, .cono algunas lesiones, tuvieron por causa la activiéad de larvas de insectos; ciertos trau
matismos se originaron por accidentes imprevistos como el golpe de agua de lluvia infiltrada al al-
mécigo a través de rajaduras de la cubierta de pléastico o de las mallas de tela de gallinero causé

el doblamiento de pléntulas y el reblandecimiento del suelo y sus consecuencias.

Otros dafios {amarillamiento, secamiento de puntas, etc.) tampoco tuvieron indicadores de rela
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cidn patogénica de los hongos prueba, si se tiene presente que los lotes testigos, libres de indcu
lo (Ho) se encontraron plantulas con alguno o varios de estos dafios (cuadros 3A,4A y BA; gréaficas
2,5y 7).

Los dafios en los testigos fueron similares o mencores en comparacién con el resto de los tra
tamientos, eliminando con ello cualquier efecto de los indculos, apoyando ésto la primera anova —
calculada (v. apéndice}. Aln que en la segunda anova si hubieron diferencias significativas (v .a—
péndice) en este sentido desde el punto de vista bioclégico ésto no se cumple ya que no todos los —

dafios tuvieren relacién con los indculos, como se menciond anteriormente.

Los dafios manifestados como amarillemiento, secamiento de puntas, albinismo, ragquitism, de—
formaciones, son explicables més con relacidn a la calidad de la semilla, como deficiencias fisio-
1égicas intrinsecas. Esto es ocmflmado por la circunstancia de que el amarillamiento de las plén—
tulas de P. montezumee, por ejemplo, se presentS en las dos épocas de siembra cuando se utilizé se
milla colectada de 9 a 10 afios antes, no presentindose en contraste en la siguiente siembra, co—

rrespondiente a semilla menos vieja.

En cuanto al raquitismo, ademds de Jo antes expuesto, posiblemente hubo deficiencia de vigg
rosidad radicular, insuficiente para curplir las fimciones en el aporte de apgua (Bidwell, 1979) —

causada por una condicidn inadecuada de una alta humedad en el suelo.

Las pléantulas que mostraron mal de semilleros de etiologia no comin o %ipica de la enferme—
dad, de las que no fue posible el aislamiento de los hongos inoculados ni de algin otro patdgsno —
conocido, pero de las que se logrd aislar a hongos identificables, como Penicillium sp. y Tricho—
derma sp., ponen en duda que éstos se relacionen directamente con la enfermedad (Riffle y Strong,
1960, cit. Gémez y Yéfiez, 1978) como entidades patogénicas, tal como ocasionalmente ha sido mencio
nado, puesto que se les desconoce algin papel patogénico francamente decisivo y més bien se califi

can como saprdfitos ( concepto personal).

El incremento de pléntulas de P. montezumae dafiadas (cuadro 5A; gréfica 7) en los tratamien-

tos con Altemaria sp., y con la mezcla de cepas con la modalidad de inoculacién fue debida a la —
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ubicaciéh de los lotes en el almicigo (fig. 2) donde en alguno de los los lotes, incidieron facto

res de otra naturaleza.

Par otra parte resulta obvio que en una poblacién dada un aumento del mimero de pléntulas -
dafiadas y enfermas por mal de semilleros presenta relativamente la disminucién del nimero de plan-
tulas sanas y sobrevivientes, cualquiera que heya sido causa del aumento aludido (v. cuadros y g

ficas relativas).

la defoliacidn total, plantulas con mal de semilleros tipica y de etiologia no comim, y le-
siones traumdtices por causas imprevistas, sumaron sus efectos ruméricos reflejandose en el prome-—
dios originales de pléntulas brotadas y de sobrevivientes que existid en algunos casos (v. cuadros
y graficas).

Es importante sefialar que aunque las plantulas sanas estuvieron dentro de las sobrevivien—
tes, esto no significa que todas las sobrevivientes estuvieron sanas por no presentar algin tipo -
de dafio en el momento de conteo, siendo éste un punto inportante ya que en un‘tieﬂpo futuro esta -
cordicién puede repercutir negativanenbe en el establecimiento de la planta, calidad y progenie de
la misma; asi como las ipcipienterrmte enfermas por mal de semilleros puedan contagiar al resto y

representar un riesgo de magnitud impredecible.

En términos generales, en las tresdiocas de siembra, las pléntulas sobbevivientes y sanas —
de ambas especies de pino, fueron semejantes entre los tratemientos, observindose nuevamente una -

nula accién de los indculos probados, como lo apoyé la primera anova (v. apéndice)..

P. montezunae fue la especie en donde la diferencia de los promedios de plantulas brotadas,
sobrevivientes y sanas fue mayor entre los dos métodos de inoculacién, posiblemente porque las ——

plantulas no lograron adaptarse al cambio de sustrato, ademds de haber incidido diversos dafios.

Indeperdientemente del experimento, fue posible observar los pinos una vez concluida la ter
cera prueba, durante 5 meses més. En general puede decirse que un namero de plantulas de ambas es—
pecies de pinos mostraron recuperacién de algunos de los dafios sufridos (amarillamiento,doblamien—

to) camo algunos otros (P. montezumae) que presentaron raguitismo no lograron su recuperacidn.



CONCLUSTIONES.
De lo anteriormente expuesto, se pueden concluir los siguientes puntos:
1.- No se comprabd en toda su amplitud la actividad patogénica de Rusarium oxysparum. (Schl.) em. -
Sryd. & Hans., como causante de mal de semilleros, en ninguna de las especies de pino sembradas —

(Pinus montezumae Lamb., y Pipus avacahuite var. veitehii Shaw).
' 2.— Queda en duda el papel patogénico de la cepa de Altermaria sp., Nees sobre ambas especies de
pino.

3.~ Hubo inoculacidn, aunque no en la proporcidn que se espereba,menifiesta en el nimero de pléntu

las enfermas por mal de semillercs.

4.~ No hubo la influencia esperada de los indculos sobre plantulas sobmi/ivimt&, sanas, brotadas
y dariadas.
5.~ No hubo influencia patogénica sobre la poblacién de pléntula atribuible a la modalidad de ino-

culacién.

6.~ Es sospechable una deficiencia de los indculos influenciada por acciones referibles a tempera—
tura, humedad, pH, microorganismos entagonistas, incluso a falta de sincronizacidn entre la recep-

tividad de la planta y agresividad del indculo.

7.~F. oxysporum {Schl.) em. Snyd. em. Snyd. & Hens., fue 1a cepa mis frecuentemente recuperada de -

plantula enferma, incluides las inoculadas con la mezcla de cepas.

8.~ Fue confirmable la sensibilidad a la enfermedad del P. montezunge Lamb., especialmente cuando
el apente causal fue F. oxysporum (Schl.) em. Snyd. & Hans., (Sénchez, 1968) asi como su predispo-

sicidn a presentar otro tipo de dafios estando supuestamente implicada la edad de la semilla.

9.— E1 mayor ndmero de pléntulas enfermas por mal de semilleros, contrariamente a lo esperado ba
jo las condiciones invernales existentes, ocurrié en la primera época de siembra (Noviembre de -
1987).

10.~ Algunos de los dafios (amarillamiento, secamiento de puntas, albinismo, raquitismo y defom_a_
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ciones) estuvieron relacionadoe més con la calidad de la semilla que con los indeulos.

11.~ Defios como defoliacitn, lesiones, treumatismos por accidentes imprevistos, doblamiento de plén

tulas por exceso de agua,fueron ajenos a los indculos.

12.- Los promedios de sobrevivientes y sanas fueron directamente influidos por la incidencia de -

pléntulas enfermas por mal de semillercs, asi como por las que presentaron otro tipo de dafios.

13.~ A pesar del bajo nimero de pldntula enferma, desde el punto fitopatolégico, un caso puede re—

presentar riesgo de magnitud impredecible en un lapso futuro.

14,- Ea falla en la germinacifin de P. ayacahuite var. veitchii Shaw lote 619 A fue causada por e
el tiempo transcurrido a partir de su recoleccidn, asi como por las condiciones ambientales de al-

macenamiento incontroladas.

15.~ P. montezumae Lamb., fue mds sensible que P, ayacalmite var. veitchii Shaw al transplente de
semilla pregerminada sufriendo disminucion el promedio de plantula brotada y scbrevivientes.

16.-la aseptizacién de la semilla con perdxido de hidrégeno al 30% se cumplid Sptimamente, no ha—
biendo dismirnuido la germinacién (Trappe, 1961).

17.— A pesar de que durante la realizacidn del trabajo hubo que sortear algunas dificultades ori-
ginadas por la problemitica existente en una institucién oficial como donde se desarrolld este tra-—
bajo referible con carencias de reactivos, material biolégico y equipo, se considera que mn el tra—

bajo se cumplieron hasta donde fue posible los objetivos planteados asi como se obtuvo informacién

valiosa como sigue:

~La probabilidad de obtener planta bajo ciertas condiciones de siembra, fuera de la época co-

min de producci6n en México ,D.F. (Abril).

- Bajo las condiciones en las que se 1levd a cabo el trabajo, fueron insignificantes las pér—

didas de planta, por efectos del mal de semilleros.

- Es importante disponer de semilla de buena calidad, como es también importante observar el

menejo y cuidado de la planta obtenida en almacigo.
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-Es conveniente realizar analisis de semilla y del suelo de los almécigos a emplear, previe—

mente a la siembra, para prevenir posibles pérdidas en viveros.

- Fl1 método de aseptizacién del suelo, habiendo sido efectivo, zbre posibilidades para el u-
so del formaldehido como fungicida, para prevenir el mal de semilleros. AdemSs se confirmb el hecho

de que el formaldehido no elimina los propdgulos micorricicos del sustrato.

- Los aislamientos de Penicillium sp. y Trichoderma sp., de plantulas con mal de semilleros
sugiere la conveniencia de realizar pruebas especificas con estos hongos para dilucider su pepel.

- La escasez de trabajos de este tipo en México, sugiere la necesidad de continuar y hacer -

estudios sobre el tema, ya que las pérdidas son muchas y afectan en gran medida la reforestacion en

nuestro pals (Gémez y Yéhez, 1978).
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RESUMEN.

En el presente trabajo se propuso verificar el cardcter patogénico de una cepa de Altermaria
sp., Ness y una de Fusariuxﬁ oxysporum (Schl.) em. Snyd. & Hans., en la etapa de crecimiento de pléan
tulas en camas de almécigos, correspondiente al lapso de riesgo de desarrollo del "mal de almdcigos"
o "damping-off".

Para el fin propuesto se emplearon dos cepas de las especies mencionadas, inoculadas en semi

llas de P. ayacahuite var. veitchii Shaw y P. montezumae Lamb., por dos procedimientos (exposicién

de semillas no germinadas y exposicidn de semillas previamente germinadas) constituyendo este mate—
rial el de prueba en almicigo. Para la siembra en almicigos se realizaron pruebas preliminares para
determinar la presencia natural endoica de los hongos mencionados mediante cultivos "in vitro' de -
las semillas de pino, asi como anilisis micoldgicos del suelo del almicigo antes y después de cada

siembra, habiendo sido efectuadas tres respectivamente en tres épocas (Noviembre, Marzo y Mayo) en

almicigo lotificado para 4 tratamientos con 4 repeticiones cada uno (para semilla inoculada con Al-
ternaria sp., inoculada con F. oxysporum, mezcla de cepas y testigos, no inoculados). Antes de efec
tuar las primera y segunda siembras, se aseptizd el suelo del almicigo mediante formaldehido al —
6.%%. En todo caso se registraron datos de mimero de plantulas brotadas, sobrevivientes, sanas y —
con otro tipo de dafios. También se tomaron lecturas periédices de temperatura atmosférica y de sue-

lo, asi como pH de suelo (la humedad de suelo sblo fue posible tomarla en Marzo y Mayo).

En base a los resultados, el bajomimemdepléntulaenfemadenaldesemillemséeambas-
especies de pino, sugirié una posible deficiencia de los indculos, influenciada porl acciones referi
bles a temperatura, huredad, pH, microorganismos antagonistas, incluso a falta de sincronizacidn en
tre la receptividad de la planta y la agresividad del indculo, lo que concurrié a que no se campro
bara en su totalidad la patogenicidad de F. oxysporum como causante de mal de semilleros, en ningu-
na de las especies de pino sembradas. Queda en duda el papel patogénico de la cepa de Altermaria sp.,
sobre ambas especies de pino. De ambos hongos hubo ciertamente inoculacidn, aungue no en la propor—
cién que se esperaba, pero no hubo la influencia esperada de los indculos sobre plantulas sobrevi—

vientes, sanas, brotadas y dafiadas, siendo en cambio confirmable la sensibilidad del B. mntemrée

a la enfermefad, especialmente cuando el agente causal fue F. oxysporum.
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Méfodo de Inoculacidn.

0 : Método original de inoculacidn (agitacidn).

M : Modalidad de inoculacién (germinadién de semilla jp viiro junto con la cepa a probar)

En cada uno de los lotes se sembrd la misma especie de pino
y se inoculd al mismo hongo mostrado en la figura 1.



TABLA DE ANOVA L.
P. montezumae Lamb. PRIMERA Y SEGUNDA SIEMBRAS.

Pléntulas Brotadas.

~Huente SC Ge 1 o™ F calculada Prob._de rechazo.
. Fongos - 51.594 3 17.198 280 .839 NS
— 1,417.781 1 1,417.781 23.120 000 #x#

. Hongos-Sienbras =~ 152.344 3 50.781 .828 01 NS

. T 1,471.750 24 61.323 '

. Pléntulas Sobrevivientes.

_PDiente S0 /.0 M _F calculada  Prob. de rechazo,
. Hongos . 3%:125 3 11.708 .187 .904 NS

. Siembras 1,128.125 3 1,128.125 17.99%6 0D #EX

. Hongos-Siembras 185.125 3 61.708 984 417 NS
+Error 1,504.500 24 62.688

Plantulas Sanas.

Fuente SC « Gf1 ™ F calculada Prob. de rechazo.
. Hongos 24,344 3 . 8.115 091 .964 NS
. Siembras 657.031 1 657.031 . 7.383 Jl2 **
. Hongos—Siembras 197.5%4 3 65,865 - . 740 .53%3 NS
. Error 2,135.750 24 88.9%0

Plantuias con Otro Tipo de Dafios.

‘Fuente sC G2 1 ™ F calculada Prob. de rechazo.
. Hongos 25.084 3 8.365 587 629 NS

. Siembrag 94,531 i § 94,531 6.639 017 *%

. Hongos-Siembras 15.094 : 3 5.031 #3583 .787 NS

« EXper 341.7%0 24 14.240

. Hongos; indculos. Siembras: épocas de siembra (primera y segunda).

-




TABLA DE ANOVA 2y

AVBAS ESPECTES DE PINO EN LA TERCERA SIEMBRA.

«.Pléntulas. Brotadas. .
Huente sC e e/ Ecalculada  Prob. de rechazo
. A Pino 175.781 1 175.781 3.362 .085 NS
. B Hongo 159.844 . B 53.281 1.019 410 NS
. C Met. de Inoculacién 385,031 1 385.031 7365 DG ¥
. AB 23.344 3 7781 .149 .929 NS
.  AC 148.781 1 148.781 2.846 111 NS
. B<C 38.094 3 12.698 .243 v .865 NS
A-B-C 67.844 3 22.615 437 L7383 NS
. Error 836.500 16 52.281
PlAnt Sk sy
—Fuente =l e o F calculada  Prob. de rechazo
. A Pino 480.500 1 480.8500 8.025 012 #*
. B Hongo 137.375 8 45,792 .765 .530 NS
- C Met. de Inoculacién 1,058.000 1 1,088.000 17.670 SORL. e
A-B 16.000 < 5,333 .089 .965 NS
A-C 325.125 1 325,125 5.430 - .033 *
B-C 50.800 3 16.833 .28l .838 NS
b A-B-C 82.375 3 27.458 459 .715 NS
Error 958.000 16 90.875
Pléntulas Sanas.
_Fuente s ) . o™ F calculada Prob. de rechazo
. A Pino 810.031 1 810.031 19.858 L000
- B Hongo 354.844 3 118.281 2.827 .072 NS
. C Met. de Inoculacién 1,391.281 1 1,391.281 33.249 000 ¥
A-B 90.344 3 A0:315 .720 .555 NS
. A-C 215.281 i 215.281 5.145 038 *
B-C 127.094 3 42,365 1.012 413 NS
+ AB-C 1967504 3 65.531 1.566 .236 NS
- sError 663.500 16 41.844



CONTINUACION TABLA DE ANOVA 2.

2léntulas con Otro Tipe de Dafios.
_Fuente S G°l oM _F calculada Prob.de recl
A Pino 242,000 i 242,000 20.272 GO0,
B Hongo 154,250 3 BL.A41F 4.307 L2l *

. C Met. de Inoculacién = 276.125 1 276.125 23.131 000 *A*
A-B 141.2%0 8 47.083 3.944 L8 *
AC 15.125 ik 15.125 1.267 277 NS
B-C 178.625 3 59,542 4,988 L2

. ABC 189.625 3 63,208 5.295 10 **

Error 191.000 16 11,937
JPino _Hongo Método de Inoculacidn.

. Pinus montezumae Lamb. .Altermaria sp. (Hl)'

.Pinus ayacshuite var.,veitchii .E." oxysporum (HZ)'

Shaw.
. Mezcla de cepas

(PH+ HZ)

. Testigo (H)-

. Original.

. Modalidad.
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