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RESUMEN

Los pinos pifioneros tienen un alto grado de endemismo en México,
existen 10 taxa endémicos, algunos con distribucion restringida, como es el caso
del pino enano Pinus cu/minicola Andresen & Beaman.

Se considera a esta especie en peligro de extincién debido & que ocupa
pequefias éreas limitadas en Ia porcién norte de la Sierra Madre Oriental.

El conocimiento de los factores que deterioran a este pino, efectos en sus
semillas justifican la necesidad de realizar este trabajo de micromicetos como
uno de los muchos factores que alteran la germinacién de las semillas
almacenadas y la propuesta de que sus dreas de distribucién se consideren como
reserva ecolégica.

Se utilizaron 300 semillas de Ia especie Pinus cu/minicola procedentes
del Cerro del Potosi, Galeana, estado de Nuevo Leén, las cuales fiueron
desinfectadas superficialmente con dos tratamientos Hipoclorito de Sodio y
Agua Oxigenada a diferentes concentraciones y a intervalos de tiempo de 3 y §
minutos, las siembras de las semillas se realizaron en cajas de Petri con el
medio de cultivo PDA, colocando S semillas en cada caja, & una temperatura de
27°C, durante un perfodo de incubacién de sproximadamente de 7 dias 6
dependiendo del desarrollo del organismo, se hicieron resiembras de las
colonias desarrrolladas con objeto de purificar las copas y proceder a su
posterior determinacion.

De los desinfoctantes utilizados (Hipoclorito de sodio y Agua

oxigenada), se determiné que el agua oxigenada fié ligeramente mejor pars la
desinfeccion de embriones

Para identifar los micromicetos asociados a estas semillas se conté con
el apoyo de claves taxonémicas, de esta forma se encontré a: Aspergliius niger,
Aspergillus parasiticus, Aspergilius restricius y Aspergilius terreus, por lo
que toca a Penidllium, csbe mencionar que no se pudo realizar la determinaciéa
hasta especie, debido a que se carecio de algunos reactivos.




Para ol género Aspergilius In especie que se presenté con mayor
frecuencia fué Asperglllus niger.

Con base a lo anterior es importante sefialar que algunas especies de
estos géneros deterioran semillas de cultivos agricolas ocasionando pérdidas
econémicas de consideracion. Probsblemente algunos de estos micromicetos
estén csusando dafios & las semillas de Pinus auminicola.




MICROMICETOS ASOCIADOS A SEMILLAS DE
Piaus ailminicela Andresen & Beamen.

INTRODUCCION -

La gran diversidad de vegetacin existente en México, es debida en gran
purte a las diferentes condiciones ecolégicas, topogrificas, climatolégicas etc.
que presenta el pais., los bosques de coniferas ocupan un 15% del territorio del
pais, encontréndose distribuidos en las zonas de clima templado y fifo (Eguiluz,
1982). .

Esta situacion hace que México se considere un pais rico en recursos
forestales y mds por la gran diversidad de especies de coniferas, entre las que
destacan por su importancia econémica los géneros Abies y Pinus, ya que son ln
fuente principal de materia prima. El grupo de las pinaceas es uno de los
mejores representados en México, oxistiendo 94 taxas 42 especies, 22
variedades y 9 formas que representsn sproximadsments el 41% del total de
especios estudiadas en el globo (Egviluz, 1971), su distribucién altitudinal
generalmente varfa desde los 1500 m a los 3000 m, mmque es factible
observarlos en altitudes mayores o menores, como es ¢l caso de Piaus
hartwegii Lind que forma asociaciones o bosques a altitudes de 4000 m y Pisus
caribea Morelet que es en ejemplo de adaptacién del género Pinus a altitudes
de 120 m (Chavelas,1981).

Dentro de esta gran variedad de especies destaca ol grupo de los pinos
pifioneros que tienen un grado alto de endemismo en México, conociéndose 10
taxas endémicas algunos con distribucién restringida (Cerro del Potosf, N:L,
Sierras La Marta y La Viga, Cosh., in Sénchez st al. 1987), como es el caso de
Pinus culminicola. Todos los pifioneros tienen un elovado porcentaje de
mortalidad de conos y semillas provocuda por plagas, ejemplo de ello lo
representa P. cu/minicela, en donde es frecuente observar dafios ocasionados
por roedores y pijaros ademds, estn especie es especialmente vulnersble al
filego debido a: su cardcter arbustivo, alta densidad de la commnidad purs, sus
asociaciones con otros arbustos, las fuertes rifagas de vientos tipicos de zonas
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moniafiosas, intensa actividad bumena que existe en ese luger y la implantacién
de fraccionamientos campestres, lo cual tree como consecuencis la muerte 6
susceptibilidad del arbolado joven y maduro, todo Jo anterior ha propiciado que
a este pino se le considere en peligro de extincién.(Sémchez et al, 1987.
Nepamunceno y Camacho, 1989).

Varios sutores (Sénchez ef sl 1987, Nepamuceno F. y F. Camacho
1989), han sefialado que se requiere proteger esta zona del Cerro del Potosf
mediante e] establecimiento de recursos y conservacién del germopleama pare
ssegurar |s supervivencia de comunidades vegetales Gnicas & nivel mundial. El
INIFAP realiza esfilerzos para Ja recoleccién y almacenamiento de germoplasma
de este pino, para su posterior utilizacién en programas de reforestaciéa, pero el
hecho de que esta especie habite en zonss secas, ocasionan que los incendios
€8N su peor amenaza.

Las especies forestales tienen gran importancia, como un factor principal
que dard soporte de garantfs, confianza y seguridad a toda la plantaciéa como
medio de propagacién de estas especies arbéreas Gtiles tanto parn fines
comerciales como de reforestacién. Desde su origen, formacién, recoleccién,
almacenaje y siembra posterior de la semilla, este material es suscepitble de
sufrir daflos causados por un mal manejo, fuvoreciendo el staque de hongos
patbgenos, insectos y bacterias que van a afectar Ia calidad de la semilla durante
su almacenamiento, disminuyendo su capacidad germinativa o stacando a Ia
pléntula en sus estados de preemergencia y postemergencia.

El almacenamiento de semillas forestales requiere de wna serie de
conocimientos sobre caracteristicas de las mismas, asf como los factores que las
afectan durante e periodo que permanecen en la cémars fria, lo que va alterar en
mayor o menor grado la capacidad germinativa del germoplasma.

Mediante condiciones apropiadas de almacenamiento se conserva mejor
la visbilidad de las semillas por largo tiempo, ya qué en la mayoris de Iss
especies forestales la produccién no es amual y es secesario, cuando hay
abundancia de ellas, recolectar més de lo necesario, a fin de mantener una
reserva suficiente para satisfacer |a demanda do los programes de reforestacién
en los afios que no habré produccién.




Maneje del Pine cnane ea Mézice

Los pinos pifioneros tienen gran importancia debido a que la recolecciéa
y comercializacién de semillas constituyen ingresos econémicos pars las
fumilias que se dedican s esas actividades.

Dentro de Ia jardineria en maceta ol P. cu/minicela o8 adecusdo pwrs la
tecnica denominads "Bonsai® (Bradley, 1976), la que requiere: hojas cortas,
ramificaciones sbundantes, tronco relstivamente grueso y frutos proporcionados
y llamativos, caracteristicas que reune ests especie.

También se ha recomendado ests especie pars reforestacién urbana en el
D. F., (Benavides, 1990), ya que presents caracteristicas tales como: (a)
especies adaptadas a desmrollarse en climas dridos, con escass precipitacién y
baja himedad ambiental; (b) bajas tasas de transpiracién; (c) mantenimiento de
altos potenciales de agus; (d) especies de lento crecimiento; (e) troncos de
pequefio grosor y bajo tamafio; (f) especies relstivaments libres de plagas y
enfermedades; (g) fucilidad de produccidn en vivero. Por estas caracteristicas,
los pinos enmnos serfan de gran utilidad en la dasonomia wbana de las ciudades
de la zona érida y semidrida de México.

OBJETIVOS

Vislumbrar la importancia que puede representar la presencia de hongos
en este tipo de semillas.

Determinar en forms cusntitstiva y cualitstiva los micromicetos en
semillas de Pinus au/minicela Andresen & Beaman, de una mimms procedencia
(Cerro del Potosi, Galeans, N.L.).

Contribuir al conocimiento de la micobiota asociada a semillas de Plansy
cuiminicola,
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ANTECEDENTES

El conocimiento sobre el pificnero se ha ido conformando gracias a
contribuciones de muchos investigadores, enire los que destacan Lanner (1981),
en historia natural; Cristchfield y Little (1966) y Passini (1982), eu fitogeografia;
Litle Jr. (1938), Lanner (1970, 1976) y Owens (1986), en snatomia y
morfologia; Robert (1978), Rebolledo (1983), en ecologia, Martinez (1948),
Robert (1978), Robert Passini (1981) y Bailey y Hawlaworth (1983), en
tsxonomfs; Vander Wall y Balda (1983), Forcella (1978, 1980), Tomback
(1982), Whitman y Mopper (1985) y Cibrisn Tovar ot al (1986) en
interacciones; Forcella (1981), en produccién.

Lanuer (1981), menciona que probablemente los pificneros tuvieron su
origen en un ancestro que vivié en la época del paleoceno; cusndo el clima de
América cambié gradualmente s seco y muy caliente. La condicién de aridez
provocé diversos cambios en la vegetacion Las plantas més débiles no
superaron esas condiciones y dejaron de existir. Debido & su agresividad, por
seleccion natural las especies resistentes quedaron como herederas de las zonas
semidridas. Probablemente una de esas especies fué la que di6 origen s los
pifioneros.

Los pmos pifioneros constituyen en nuestro pais un grupo bien definido
propio de regiones dridas y semigridas, como las coniferas en general, son muy
varigbles en su morfologia, estas variaciones son muy importantes
pamcu!atmente en la clesificacién y en la genética forestal. Los 15 Taxa de
pifioneros mexicanos que forman la subseccién Combroides Engelm. do Ia
clasificacién de Little y Critchfield (1969), se encuentran distribuidos en 19
estados de la zona centro y norte del pais.

Pinus aiminicola cominnwate llamado pino enano o pifionero enmno,
fué descrito en 1961 de ejemplures procedentes del Cerro del Potosi, N. L.,
Rzedowski (1978) lo mencions como el dnico caso de verdadero matorral
cespitoso de pinos que se conoce en México”, se considerd que su drea de
distribucién se hallsba restringida, pero posteriorments se colectaron y
reportaron ejemplares de dress circumvecinas como la Sietra La Murts, Cosh.




. Sty
]

(Capb-Arteaga, 1972), en el Cafion de las Alazanss, Cosh. (Riskind y Patterson,
1975) y posteriormente se colecté en Ia Sierra La Viga, Cosb. (Ramirez, 1979.in
Sénchez, 1979) Por ello se considera que es endémico de Ia porcién norte de la
Sierra Madre Oriental, subsistiendo como una comunidad relicto del
pleistoceno, la flora del Cerro del Potosi, en su conjunto, es probablemente, de
este periodo.

De acuerdo con la clasificacién de Little & Cristchfield (1969), la
especies estudiada pertenece a:

DIVISION: Esparmatophyta
CLASE: Gymnospermae
ORDEN: Coniferales
FAMILIA: Pinacese
GENERO: Pinus L:
1  SUBGENERO StrobusL.
1.2 SECCION Parrya Lemm:
1.22  SUBSECCION Cembroides Engelm.
Pinus aulminicola Andresen & Beaman.

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LA ESPECIE:

' FUSTE: Este drbol se caracteriza por ser muy ramificado desde 1a base,
conuna alturade 1 a2 m y didmetro en las ramas més gruesas de 15 a 20 cm.
€Omo méximo.

ACICULAS: Se presentan en nimero de S por fasciculo, rara vez de 4 a
6 cm, miden de 3 a 5 cm de largo por 1.3 de grueso, ligeramente aserradas,
curvadas y aglutinadas en la punta de las remillas, dpices redondeados y muy
cutinizados.

CONOS: Por lo regular son globulosos de 3 8 4.5 cm. de largo por 3 a
4.5 de ancho (abiertos): 50 a 60 escamas por cono.

SEMILLAS: Las dimensiones de estas estructuras fluctian de 6 2 9 mm.
de largo por 6 mm. de didmetro, desmsrollindose de 1 a 2 semillas por escamss,
ademsés presentan uns coloracién café pardo y la almendra es de color blanco.
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Cuando el cono se sbre en Octubre deja expuesta las semillas zenitalmente,
disperséadose en Noviembre con Ia ayuda del viento.(ver figura No. 3).

De los trabajos consultados con relacién a micromicetos asociados &
especies forestales, se cuenta con informacién proveniente de paises como:
Estados Unidos, Canadd, Indin, Inglaterra, entre otros, de estos trabajos se puede
mencionsr a:

Fisher (1941) quien al realizar algunas pruebas de inoculacién de hongos
para probar el efecto de germinacién de algunas semillas de especies forestales,
oncontrd que los hongos: Beirytis dnerea Fusarium sp, Pythium
debaryanum, P. ultimun, Rhigoaonia spy Vertidiium sp. cmssban algnss
pudriciones en las radiculas, al emerger do las testas comparstivamente con
Aspergillus niger, Penidllium sp., Rhigepus eryzas, R. drdnas, Pestalotia
sp. Alternaria sp,A. brassicas, Chastemium glebesmim, Mucor sp. y
Thielavia sp.que caussn pérdidas considerables en las radiculas.

Gibson (1957), trabajé con semillas de Pinus patula dafindas de la tests,
en donde observé el desarrollo de algunos hongos como: Mucer sp., Rhigopus
arrikigug Chaetomism cochliodes, Cladosporium sp., Aspergilius tomarll y
Trickoderma keeningii, que bajo condiciones favorables pueden penetrar a la
semilla y causar muerte al véstago.

Urosevic (1961), al realizar un estudio sobre Ia inoculacién artificial de
hongos en semillas y pléntulas de Picea eveelsa y Pinus sylvestris, determind
que los hongos desarrollados presentaban diferencias de agresividad o sfeccién
ya que las especies de Fusarium sp. sisladas de Pinus gylvestris fieron mis
severas en la reduccién de la germinacién mientras que los hongos identificados
como: Acremoniella atra, Alternaria brassicas, Alternaria tenuis, Betrytis
alii, Chactomium globosum, Curvuleria inaequalis, Mucer plumbeus,
H elminth osporium sativum, presenteron el mismo efecto, pero en menor grado.
Para Picea excelsa reportd la presencia de los hongos que penetraron
profindamente en los cotiledones y redujeron la germinacién los cuales fueron:
Alternaria tenius, Curvilaria inaequalis. Chastomium gledosum, Mucer
racemosus, Helminthosporium restratum, H. sativum, Peniclllium
arenarium, Stemphylium atrum, Tvichederma lignerum y Vertidllium
alboratum.
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FIGURA No,3 ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DEL PINO ENANO




Peace (1962) menciona que los conos de pinos poseen una cubierta
adherente de resina donde se posan esporas de hongos, las cuales llegan a tener
cierta importencia ya que invaden el interior de los conos y subsecuentemente
' los tejidos, hasta alcanzar las semillas, pudiendo manifestarse los deterioros
desde una reduccién en la capacidad de la germinacion hasta la completa
reduccién de las estructuras de las vemillas

Chi -Chang et al. (1964) reportaron algunos datos experimentales sobre
estudios de efectos del ambiente, concentracién del fon hidrégeno, temperaturas
y tratamientos quimicos realizados en el aislamiento de microorganismos
asociados con semillas de Pinur elliottii, P. luchuensizy P. thunbergii. Estos
autores mencionan la presencia de algunos géneros de hongos como:
Aspergilius, Diplodia, Penidliium, Mucor, Curvularia, Rhigopus, Fusarium
y Glomerella, ademés comprobaron que pars realizar aislamientos de los
microorganismos presentes en las capas superficiales de la semilla (tests), se
requiere que sean tratadas con hipoclorito de sodio al 4% y pma los
microorganismos desarrollados en la paste interna de la semilla se requiere del
tratamiento con bicloruro de mercurio al 0.5%, para este estudio utilizaron el
medio de Papa-dextrosa-agar (PDA) e incubaron a temperstura de 28°C. Estos
mismos autores al realizar un estudio sobre la interuccién de microorganismos
del suelo y semillas de coniferas relacionndos con la enfermedad del mal del
semillero, determinaron un descenso en la germindcién de las plintulas
sembradas en suelos previamente esterilizados, esto se debio a que los
microorganismos internos en la semilla se activaron al desaparecer la micobiota
de las capas superficiales de la semilla y del suelo. Observaron que las
pudriciones de los cotiledones fieron causadas por hongos internos de la
semilla, Diplodia principalmente y Cylindrocladium; en el tallo se presentaron
los hongos: Aspergillus Fusarium, Vertidllium Penidllium y
Cylindrodadium, siendo algunos de los microorganismos causantes del mal de
semilleros en las pléantulas.

Timonin (1964) report6 algunos efectos de Ia micobiota desarrollada en
el estudo de preemergencia y postemergencia de Pinus banksiang P. contortay
Picea glauca, llevindose acabo pruecbas sobre semillas desinfectadas y no
desinfectadas, los resultados indicaron que Pinus banksiana 'y Picea glauce,
fireron significativamente afoctadas por microorganismos en la emergencia de las
pléntulas, en tanto que P. contorta mostré ciesta selectividad.
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Salisbury (1965) en un estudio de hongos patégenos de semillas
obtenidos de Psendotsuga taxifolla, encontrd que de 108 semillas obtenidas de
conos completamente corrados, 93 estuvieron libres de hongos, lus semillas
restantes presentaron infeccién por Penddllium y Pullularia.

Bloomberg (1966) detectd que un 80% de las pléntulas sanas de
Pyeudotmiga mengiesii presentaron hongos, siendo los més frecuentes:
Fusarium sp., Cylindrocarpon dymum y Mycdllium radida atrovirens. En
las pléntulas enfermas determiné la presencia de los siguientes géneros de
hongos: Alternaria, Phoma, Monilla, Pullularia Rhigoctemia, Trickoderma,
Trickodadium y Stemphyllum. Se aislaron un meyor nimero de hongos de las
partes del tallo de las pléntulas que de la rafz, en los lotes de semilla con mayor
capacidad de germinacién se aislé Trichoderma viride y en los de menor grado
de germinacién a Aspergillus y Rhigopus.

Chi-Chang gt al. (1966) determinaron la micobiota de 7 especies de
coniferas en Taiwan, empleando dos desinfoctantes, deo las semillas sometidas al
tratamiento con hipoclorito de sodio al 4% fileron aislados representantes de los
viguientes17 géneros de hongos: Aspergilius,Cephalosporium, Chactomium,
Curvularia, Fusarium, Diplodia, H edminthosporlum, Graphium, Mucor,
Penicillium, Phoms, Pestolotia, Rhigoctonia- Rhigepus, Verticillium,
Chactomella y Sphaeropsis, este Gltimo género se ha reportado como causante
del tizén de las yemas en Pinus e/liotii. De las semillas sometidas al tratamiento
con bicloruro de mercurio al 0.5% fueron sislados 11 géneros de hongos:
Aspergillus, Phoma, Chactomium, Diplodia, Fusarium Pestalotia

Verticillium, de las partes internas de la semilla encontraron a: Fusicoccum,

Phomapsis, Gloesporium 'y Stemphylium, influyendo algunos de ellos en la
capacidad de germinacion de las semillas,

Bloomberg (1969), determiné que las semillas do conos que habian sido
cortados longitudinalmente no mostraron signos de enfermedad, pero después de
ser exiraidas para probar la capacidad de germinacién fheron afectados por
hongos como: ITrickoderma, Trichoteclum, Cephalosporium y Pullularia,
variando 1a infeccién con el periodo de almacenamiento de semillas. Algunos de
los hongos mds frecuentemente aislados en conos fueron: Gliedadium,
Penicillium, Spicaria 'y Trickoderma, se indicé que la baja capacided de las

semillas fué debida a los hongos facultativos sislados y también a Ia inmadurez
de la semilla.
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Mujal ot al (1976) m un estudio de micoflors de semilles de Pinus
rexburghti, P. wallichians y Coedvus deodera, roportarcn la presoncia de 40
hongos de los cuales 21 faeron commmes en todas les especies de pinos y son los
signiontes: Altenaria tennuis, Aspergilius flovus, A. humicela, A. nigm,
Cephalssperium sp., Chastomium bestrychedes, Ch. glebesum, Ch. spiali,
Coprinus sp, Curvularia sp., Fuserium bestriceides, F. moniliforms, F.
nivals Peniclilium sp, Pestaletisa sp, Mucer globesus M. Rhiemalis
Serdaria fimicola, Rhigopus arrhigns, Trichederma viride, Stemphylium
Datryesum y Stigmells nanum. En un 4% del endospermo de la semilla de
Pinus rexburghii, se determiné la pressncia de Penici//ium y en algmas de las
semillas malformadas, delgadss y pastosas se identificé 8 Chaastemuim spiali.
Estos mismos sutores realizaron prusbes sobre el marchitsmiento de pléntulas en
el estado do preemergencia y postemergencia de Pinus rexburghil y P
wallickiana. ;determinaron que hongos identificados como: Aspergi/ius flavus,
A. niger, Curvularia sp, Hedminthegporium sp, Phema sp, Stemphylium
betryosum, causaron grandes pérdides en las pléntulas en el estado de
preemergencia y los hongos como: Mucer s, Cephalosperium sp., Fusarium
s y Trichederma virids, firon los que cawaron pérdidas en el estado de
postemergencia de las plintulss y solo Aspergllius Aumicela y Stysanus
medius, fueron los hongos que tuvieron efecto en la germizacién de las pléntulas,
ya que laredujeron enun 11% y 13%.

Whittle (1977) ai realizar algunss pruebas sobre la presencia de hongos
en las semillas y conos de Pinus gyl estris, observé que todos los conos
maduros y los que permanecieron sobre los éboles fieron invadidos por
Sderophoma pythiphila y los hongos que caracterizaron Iz micobiota de
almacenamiento fueron Mucor y Penicllium.

Garland. (1978) realiz6 61 aislumientos de hongos a partir de conos y
semillas y pléintulas de Pinss tedes y algmos de los hongos sislados
correspondieron a los géneros: Altemaria Aspergillus Chastemium
Cladosporium, Penicillium, Rhigepus 'y Trichetheclum.

Salinas (1978), mencions que wns alta proporcién do semillas forestales,
particulsrmente las vanss portan gran cantidad de inéculo superficial o interno
adquirido en la floracién, en ol desmrolio de los fiwtos o dwmate Is
manipulacién de estos firutos y de sus semillaes, sisndo asi ransportado a locales
0 recipientes de almacenamiento, donde of las condiciones de himeded,
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temperstura ¢ iluminacién resultan favorsbles, los hongos son capaces de
desarrollarse y crear problemes de deterioro de las semillas.

Baez (1986), trabaj6 con semillas do Pinus qyacakuite var. Veitchii
Shaw., en donde las testas y los embriones fieron sometidos al tratamiento con
hipoclorito de sodio al 4%, identificindose los siguientes géneros de hongos:
Alternaria, Aspergillus, Heiminthosporium, Hormodendron, Manilia,
Penidllium, Trickoderma, Mucor, Rhigopus y Stemphylium; Asi mismo
fieron determinados algmos defios en embriones (adelgazamientos,
maiformaciones, reblandecimientos) asocindos con Ia presencia de Aspergilius
y Penidllium, micromicetos cuys incidencia probablemente fié decisiva en ol
hallazgo de embriones no desarrollados (semillas vanas).

Es importante mencionsr que existen pocos estudios (Andresen &
Beaman 1961, Beamsn & Andresen 1966, Capé-Arteaga 1972, Riskind y
Paterson 1975, Sénchez of al. 1987, Nepamuceno y Camacho 1989, Sénchez ot
al 1990), que se puedmn comsidersr como mmtecedentes sobre mspectos
biol6gicos de Pinus aw/minicela, y ninguno sobre Ia micobiota asociada & sus
semillas que pudieran alterar el desmrollo de la especie en el bosque o causar
dafios durante su almacensmiento. Aunque en México existe poca informacién
sobre contaminantes de semillas forestales, se ha determinado que los
micromicetos degradadores pueden destruir totalmente el cono y su contenido
(Reséndiz y Rosales, 1990), de lo snterior se justifica la necesidad de realizar
varios trabajos incluyendo los de micromicetos asociados.

En México el interés principal sobre micromicetos contaminantes de
semillas, se ha enfocado a granos y semillas de plantas de cultivo (Christensen,
C. y Lépez L, 1962, Rangel, S.J., 1972, Christensen y Kufinann, 1976, Moreno,
1988), por lo que |a mayoria del germpoplasma forestal no ba recibido la debida
atencién. Los estudios realizados con semillas se concretan a: Determinacién de
pureza, himedad, porciento de germinacién, pruebas de viabilidad (Patifio y
Garza 1983), lo anterior con |a finalidad de detorminar la calidad de 1a semills,
pero no se incluye el andlisis fitossnitario que debiera considerarse prioritario,
para conocer los dafios csusados y prevenir los posibles riesgos faturos, en
planta reproducida en viveros y propagads en plantaciones, pars ser utilizades
como recurso natural de gran importancia en la economfa de México.




MATERIALES Y METODO

A) Descripcién dol Area do Procedencia do las Semillas do Pinus cu/minicola

LOCALIZACION. El Corro del Potosi, esté ubicado en o] estado de
Nuevo Leén en Ia porcién de la Siera Madre Oriental, entre los paralelos
25°52' de Iatitud norte y los meridianos 100°14’ longitud oeste.(ver figura No. 1
y 2 Perry, 1991),

MUNICIPIO. Galeana.

TOPOGRAFIA. Montafioss que va de 3200 a 3600 m.(ver Fotografia
No.l1).

SUELQO. En estas condiciones los suelos son con escaso desarrollo, se
les puede ubicar de acuerdo a la clasificacién de los Orthents y en los Rendolls;
Estos Gltimos mis evolucionados que los primeros, on las fases iniciales de su
desarrollo son delgados, con débil diferenciacién de horizontes y presentan un
alto contenido de materia orgénica en descomposicion.

GEOLOGIA. Geolégicamente ests formado por rocas sedimentarias del
cretdcico inferior mmque la Sierra Madre Oriontal, on general es del plioceno
(Chaplin, 1949; in Beaman & Andresen, 1966).

CLIMA. Segin la clasificacién de Koppen modificado por Garcla
(1980). Corresponde a un clima: BSohw”(e): Seco estepario, con uma
temperatura media anual superior a los 18°C (cdlido) y uns tempersturs media
mensual menor a los 18°C (frio), con lluvias en verano y una oscilacitn térmica
exiremosa entre 7 y 14°C.

VEGETACION. Boumsn & Andresen (1966) identifican 4 tipos de
vegetacién desde el punto de vista fisondmico que son los sigaientes:

a) Pradera alpina: Con 38 especies, donde Patentil//s /senina o3 |a més
frecuente, también se encuentrs s Aranaria sp. y Bidens mudleri. Las graminess
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Figura 1. Localizacion de Pinus cuiminicola en 1a Repablica Mexicana.
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Figura 2. Distribucion de Pinus cuiminicols en Nuevo Ledn y Coahuils. .




Fotografia1 Habitat de Pinus culminicola.

Fotografia 2 Ejemplar de Pinus cuiminicola.




son de menor importancia entre ollas se mencionmn: Festuca hephaestaphila,
Trisatum spicatum, Blepharoneuron trichalepls, Poa mulleri y Phlcum

alpinum.

b) Pradera subalpina: Se presents bajo el limite arbéreo, con especies
de crecimiento mayor, destacando: Adkil/ea lanulosa, Astranthium beamandi,
Cirsium mbcoriaceum, Deiphinium valens, Helenium integrifelium
Hymenaxys insignis 'y Senedo carnerensis.

¢) Comunidad de Pinus cuiminicola: Constituye matorrales densos y
practicamente impenetrables, formando un estrecho cinturén entre la pradera
alpina y el bosque de Pinus hartwegii, sin perder su caracter arbustivo.(ver
fotografia No. 2).

@) Bosque de Pinus hartwegli: Se localiza inmediatamente sbajo de la

‘comunidad de Pinus culminicola a una altitud entre los 3000 y 3450 m., con

orientacién norte, y en ocasiones asciende hasta los 3700 m., con individuos que
muestran deformaciones debidas a las condiciones ambientales extremas en que
se desarrollan estos individuos.

B) Actividades de Lahoratorio.
1.- Seleccion de muestras:

Para realizar el cumplimiento del objetwo trazado se procedié a realizar
las siguientes actividades:

La semilla empleada en el presente estudio correspondio a la especie
Pinus culminicola proporcionadas por el Centro de Germoplasma Forestal del
CIFAP-D:F: Campo Experimental Coyoacén, procedentes de 2 lotes (04BA y
04BC) colectadas en el mes de Octubre de 1988, en el Cerro del Potosf,
Municipio Galeana Nuevo Leén. (ver Cuadro No. 1. Certificado de
Procedencia).

De los 2 lotes anteriores se tomaron al azar 300 semillas de cada uno, las cuales
ge sumergieron en un recipiente de vidrio perfectamente limpio conteniendo agua
destilada durante 24 brs. para reblandecer las testas y embriones con la finalidad
de analizar estas estructuras. (ver.Fotografia No. 3).




CUADRO Nao. 1 Certificado de Procedencia del pifion enano.

INSTITUTO NACIONAL DF. INVESTIGACIONES FORESTALES Y
PECUARIAS

CENTRO DE INVESTIGACIONES FORESTALES Y AGROPECUARIAS
DEL DISTRITO FEDERAL.

PROYECTO DE GERMOPLASMA FORESTAL.
CERTIFICADO DE PROCEDENCIA.
Certificado No. 20
Especie: Plnus culminicola Andresen & Beaman.

No. de identificacién del lote: 04BA y 04BC

Categoria: Rodal semillero identificado

~ Fecha de recoleccién: Octubre 1988 ~, |

Procedencia: Cerro del Potosf, Galeana, N. L.

t Altitud Longitud Latitud
‘ 3600 mts, 100°04' 24°49

No. de semillakG.  No. de semillavisbles /Kg.  Pureza (%)
| 4845 100

Germinacién en Laboratorio (%) y Fecha de Andlisis:
50% Febrero de 1989.

Informacion Adicional: Alta presencia de hongos en semillas germi-
nantes on Laboratorio. No se aplica ningén fimgicida u otra sustancia
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Uns vez eliminads el agua fiieron abiertas las semillas utilizando el
aparsto triturador de semillas (marca Portlock, F. y Dought, T.,1979) con el
objeto de separar las testas y de esta forma obtener embriones para sembrarios
posteriormente en el medio de cultivo PDA.

2.- Preparacién de las muestras.

De esta forma tenemos que a los embriones obtenidos de el lote 04BA se
les aplicaron a saber: Hipoclorito de sodio y agua oxigenada

Para el primero se determinaron S concentraciones las cuales fueron:
24,710 y 15% (las primeras tres concentraciones se eligieron con base a otros
estudios (Chen ¢f al., 1965. Moreno, 1988) relacionados con este tema y las -
restantes se seleccionaron de acuerdo al criterio del autor de esta tesis) cada una
de estas concentraciones se preparo colocando en un matraz Erlenmeyer el
aseptizante y se aforé a 250 ml. con agna destilads, forméndose asi $
tratamientos a intervalos de tiempo de 3 y 5 minutos, (las concentraciones y
tiempos de exposicién pueden variar de acuerdo & las experiencia del analista,
pero hay que tomar en cuenta que se desea eliminar solamente los contaminantes,
Moreno, 1988), después de desinfectar los embriones en cada una de estas
conceniraciones se enjuagaron mediante tres cambios con agua destilada
esterilizada, posteriormente el material fué colocado en cajas de Pefri provistas
de papel filtro para secarlo, cabe sefialar que este procedimiento es la
explicacién general para la utilizacién de hipoclorito de sodio el cual se explica
mds detalladamente en el rubro siembra de muestras

Se utiliz6 el método directo en placs, ya que permite cuantificar los
diversos hongos e identificar un gran nimero de especies.

Las semillas anteriormente desinfectadas fiieron transferidas bajo
condiciones de asepsia a cajas de Petri las cuales con mnterioridad fieron
esterilizades a 200°C durante 120 min., posteriormente se vaci6é en ellas el
medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agsr y se incubaron durante 48 hrs. para su
prueba de esterilidad, se utilizd este medio porque es uno de los més empleados
para el aislamiento de hongos. La preparacién de este medio consistio en
esterilizarlo por calor himedo utilizando In sutoclave & una presién de 15 1b. y
120°C por espacio de 20 min., una vez esterilizado el medio se dej6 enfriar y se
vaciaron 30 ml., en cada caja de Petri cerca de la flama de un mechero.

i?




3.-Siambra de las muesiras a intervales de tiempo.
Lote MBA Hipecierite de sodio a intarvale do Smin.

Se utilizaron las concentraciones al 2,4,7,10 y 15%, enseguida se
preparsron $ cajas con ¢l medio de cultivo Papa-Dextross-Agar para cada una
de estas concentraciones, sumando un total de 25 cajas, ademés se utilizaron
otras 5 cajas con ¢l mismo medio pars el grupo testigo, al cual no se le aplicéd
ningin desinfectante, resultando wn total de 30 cajas por tratamiento
posteriormente mediante pinzas de punta roma esterilizadas se colocaron 5
embriones para cada una do las 25 cajas del grupo experimental y para las S
cajas del grupo testigo.(ver Cuadro No. 2 y Fotografia No. 4).

Hipeclorite de sodie aintarvale de S min.

Por lo que respecta al intervalo de S min se wtilizeron las mismas
conceniraciones (2, 4, 7, 10 y 15%), se empleé el mismo procedimiento
anteriormente descrito, en donde se utilizaron las cinco repeticiones (5 cajas de
Petri) por concentracién (grupo experimental) y S repeticiones (5 cajas de Petri)
peara el grupo testigo

Lote 04BA Agua oxigensda a nervales de 3 y Smin.

Por lo que respecta a este desinfectante se sigufo el mismo
procedimiento que para el hipoclorito de sodio, pero a diferencia de este aqui
las concentraciones fueron de: 5,10,15,20 y 25% con los mismos intervalos de
tiempo de 3 y 5 min. y las cinco repeticiones (S cajas de Petri) por concentracién
(grupo experimental) y 5 repeticiones (S cajas de Petri) para el grupo testigo.

Este lote de semillas se caracterizé por ser un lote de uso continuo que
sirve para realizar ensayos como de: procedencia, visbilidad, germinacién 6
donacién, para trabasjos de investigacién del CENID-COMEF y otras
instituciones como la ENCB del IPN.

Lete 04BC
Para este lote s utilizaron los mismos desinfoctantes (hipoclorito de

sodio y agus oxigenads) ¢ intervalos de tiempo de 3 y $ mimustos. Para cade una
de las concentraciones también se aplicaron S repeticionss (S cajas de Petri con
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emillas de la especie en estudio,

en cultivo de PDA.

Fotografia3 s

Fotografis 4. Semillas sin testa de pino enano
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medio de cultivo Pape-dextrosa-agar) y 5 repeuclohn (5 cajas de Petri) para el
grupo testigo con S embriones cads wna de las cajes, haciendo un total de 25

cqublﬂoWySq-blmmwMW
Este lote es de conservacién y se encuentra de reserva al cual se le
manticne en condiciones de preservacito.

4.- Distribuclén de las nmestras.

De ol nimero total de embriones empleados (600) se utilizaron 120
cajas, destinéndose 100 cajas para o] material expenw y 20 cajas para el
grupo testigo.

S.- Alsiamiento de la micoblota.

Una vez preparado este msterial fisé llevado a incubacién & una
temperatura de 25 a 27°C (temperatura spropiada para el desarrollo de estos
hoagos), enseguida se realizaron observaciones cada tercer dia, de acuerdo a
(CENICCANDSA cit. en el Taller de Hongos en Semillas y Granos 1993),
menciona que el rango de desarrollo éptimo para los hongos es de seis a siete
diss, ya que las placas deben ser leidas durante esos dias para evitar que los
hongos interfieran unos' con otros por la sbundante esporulacitn, esta incubacién
firé realizada en una estufa (Blue M).

De las cajas de siembra original se contabilizaron los embriones que
mostraron crecimiento fingoso, transferiendo cada uns de las colonis a nuevas
cajas de medio de cultivo con el objeto de obtener cultivos puros.

Cuando se consideré-apropiado se fiieron aislando en tubos inclinados
por duplicado (medio de papa-dextrosa agar) los hongos, Ia inoculacion fué en
punto, mediante asa micolégica e incubacién de 25-27°C en estufa (Blue M)
para cultivo durante un tiempo varisble (5-7 dias) segin el requerimiento, para
obtener cultivos puros. (ver Fotografia No. 5).

6.- Identificacién de honges.

* La determinacién de los hongos aislados se realizaron bajo los siguientes
criterios:
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algunos micromicetos

de Pinus culminicola

Fotografia § Cultivos puros de
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A.- Caractisticas macrescépicas.

Las caracteristicas macroscépicas, se estudiaron de el medio de cultivo
ya mencionado considerdndose: observacién de el tipo de desarrollo y
caracteristicas do la colonia, (forma de crecimiento, aspecto y color de la
colonia, coloracién al reverso, difisién de pigmento en el medio), los cuales
permitieron observar sus diferentes caracteristicas morfolégicas. (Vema y
Hervero, 1952., Baez, 1986., Moreno, 1988., Guarneros, 1989.).

B.- Caracteristicas microscépicas.

Se incluyeron técnicas de observacién en microscopio compuesto para lo
cual en condiciones de asepsia se realizaron:

a) Preparaciones directas con alcoho! al 70%, tomando un poco de
micelio y estructuras reproductoras de cada colonia

b) Preparacién con colorante azul de lactofenol-algodén.

¢) Preparaciones semipermanentes con el medio de montaje de 'mite.

(Tomado de Moreno, 1988), utilizando alcohol al 70% para eliminar burbujas
de aire para afiadir posteriormente el lactofenol. Para limpiar de esporus,

burbujas e impurezas a la preparacion se le realizb un cambio de agua a

lactofenol, para sellar las p.eparaciones se utilizé bamiz o esmalte de ufias con
la finalidad de guardarlas j»or varios meses.

d) La identificacién de las estructuras observadas se realizaron mediante
claves micolégicas para llegar primeramente a nivel de grupo, género y en
ciertos casos a especie (Ellis, 1971, Bamett, 1972, Raper y Fenell 1977,
Domsch et al. 1980, Moreno, 1988, Romero, 1988), y con la valiosa asesoria del
Dr. Mamuel Rosas Romero (commicacién personal). (Director de Inspeccién
Fitosanitaria de Sanidad Vegetal).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis do las Tablas en relacién al ndmere do colonias prosentes con

los Tratamientos de Hipaclerito do Sedie y Agua Oxigennda a inter-
vales de Tiempo de 3 y S min.

Tabla 1. Némero de colenias por especie con tratamiento de
Hipoclorito do Sedio durante 3 minutos.

En ol andlisis de los resultados de la tabla 1, en donde se relaciona la
frecuencia de colonias presentes con el tiempo de exposicién de las semillas en
hipoclorito de sodio a las concentraciones: 2%, 4%, 7%, 10% y 15%, se tiene
que la especie Aspergilius niger se presentd con una mayor incidencia en los
embriones do las semillas de P. cu/minicola , observindose ol desmrollo de
mds colonias a las concentraciones de 2% y 4% con 16 y 11 colonias, mientras
que en las concentraciones de 7% y 15%, se presenté un ndmero menor de
colonias con 6 y 7, y en donde no hubo crecimiento de este hongo fié en la
concentracién al 10%, por lo que el néimero total de colonias de esta omcu m
las concentraciones empleadas fué de 40,

Aspergillus parasiticus se present6 en las concentraciones 2%, 4%, y
10% con solo una colonia y en las concentraciones 7% y 15% se determinaron
dos colonias, obteniéndose asi para esta especie un total de 7 coloniss.

De la especie A restrictus la frecuencin del nimero de colonias fié
golamente wna en las concentraciones del 2% y 15%, v en lm otrws
concentraciones no se observéd desmrollo de esta especie. :

A. terreus no presentd crecimiento en ninguna de Ins concentraciones
probadas,
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Tabla 1. Namerc de Colonias por especie con tratamiento de Hipoclorito de Sodio

durante 3 Minutos

1A, niger
B parasiticus
B A. restrictus

“1A. terreus

Frecuencia (No. de Colonias)

50
40
30
20
10

P by | [ o
EPemclllmm cepa a o™= A 7 10 15 Totales
Cpenicittium cepac ' | || A- parasiticus 1 (v 2 11 12 1 7
. o A. restrictus 1 0 Y 0 1 2

Penicillium cepa d A. terreus 0 0 0 o 0 0
Penicillium cepa a 0 1 3 2 0 6
Penicillium cepa b 1 0 2 1 0 4
Penicillium cepa ¢ 2 0 1 0 1 4
Penicillium cepa d 3 o ] 1 0 4

Concentraciones por tratamiento(%)
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Tabla2. Nimere de colonias por especic con tratamiente de
Hipeclorito de Sedie durants S minntes.

Por lo que respecta s la tabla 2 tenemos que Is especie A: niger también
se presenté con mayor frecuencia en los embriones de lns semillas de P.
culminicola desinfectadss con hipoclorito de sodio durante 5 minutos
encontrindose ests especie en todss las concentraciones empleadss,
observéndose el desarollo de més colonins al 2% y 7% con un nimero de 12y
19, en cambio en las concentraciones de 10% y 15% se presenté un nimero
menor de colonias S y 6 respectivamente; obteniéndose un total de colonias para
todas las concentraciones de 49.

Por lo que respecta a la especie A. parasiticus se presentaron solamente
2 colonias en la concentracion al 2%, mientras que en las restantes
concentraciones no se observé crecimiento de este hongo.

~ Enrelacion a las especies A. restricdus y A. terreus, cabe mencionar que
no se observé crecimiento micelial de estas especies.

Para el género Penidllium, se encontré un mayor nimero de colonias
(12) de esta forma para la cepa a, se registraron S colonias a la concentracién
del 10%, en la concentracién del 2% 3 colonias en las concentraciénes del 4% y
7% con 2 colonias, y ningiin crecimiento en la concentracién del 15%.

La cepa b tuvo un registro de 4 colonias al 7%, 3 colonias al 15% 2
colonias en las concentraciones 7% y 10% y ninguna al 2%, con un total de 11
colonias.

En la cepa ¢ se registré la presencia de 7 colonias a la concentracion del
10%, 2 colonias al 2%, una colonia en las concentraciones del 7% y 15%y
ninglin crecimiento en la concentracién del 4%, para hacer un total de 11
colonias.

En cuanto a la cepa d fié la que presenté un menor registro de colonias

(4), 3 colonias en la concentracién de 12%, una al 15% y ninglin registro en las
concentraciones del 4%,7% y 10%.
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Con respecto al género Penidllium csbe mencionar que no se llogé a la
determinacién hasta especie, debido & que né se contd con los reactivos
necesarios para la preparacion de los medios de cultivo, pero se realizé una
descripcion morfolégica de estos micromicetos y de esa forma se llegé a la
descripcion de 4 tipos de cepas diferentes de este género, de las cuales se tiene
que: En la copa a de la concentracién del 7% se presenté una frecuencia de 3
colonias, en la concentracién 10% se obtuvo 2 colonias, mientras que al 4% solo
se registré una coloniz y en las concentraciénes del 2% y 15% no presentaron
ningéin crecimiento, por lo que el niimero total de colonias de este copa fué de 6
colonias.

En la cepa b se presentaron 2 colonias a la concentracién del 7%, una
colonia al 2% y 10% respectivamente y ningln crecimiento en les
concentraciones del 4% y 15% haciendo un total de 4 colonias

Por lo que respecta a la cepa ¢ se determiné el crecimiento de 2 colonias
en la concentracién del 2%,una colonia se registré en la concentracién del 7% y
15% y ninguna en |a concentracién del 4%y 10%.

Cepa d, en esta cepa se registré 3 colonias en la concentracion del

2%,una colonia a la concentracién del 10% y ninguns en las concentraciones del
4%, 7% y 15%, haciendo un total también de 4 colonias.
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Tabla 2. Nimero de Colonias por especie de Micromicetos con tratamiento de Hipoclorito de Sodio

durante 5 Minutos

2 60
5
B 50 e e e e e r .....
o 40
. o 40|
LA, niger O
B A. parasiticus 3 s | N
B A. restrictus .g 20 - e
c
LIA. terreus o 100
0
B renicitlium cepaa o 0
. L 2 4 7 10 15 Totales
.Penicllllum cepab
' A. niger 12 7 19 5 6 49
[ penicillium cepa c A. parasiticus 2 0 0 0 0 2
P nicilli cepa d A. restrictus 0 1 0 1 0 2
e lium cepa A. terreus 0 1 0 0 0 1
Penicillium cepa a 3 2 2 5 | 0 12
Penicillium cepa b 0 4 2 2 3 11
Penicillium cepac | 2 0 1 7 1 1
Penicillium cepa d 3 0 0 0 1 4

Concentraciones por tratamiento (%)

it i i s e i




A s A s L S A

Table 3. Namere de colonins por especie con tratamients do
Agns exigenada dwante 3 minmtes.

En Ia tabla 3 se presenta la frecuencia de colonias de hongos
desarrolindss en semillss tratadss con agna oxigenads durante 3 min. a I
concentraciones de: 5%, 10%, 15%, 20% y 25%, de esta forma tenemos que la
especie de A niger o0 prosentd con mayor mémero de colonias en les
concentraciones anteriormente sefialadas, determinando asf: 21, 15, 18, 16, 8
colonias respectivamente, sumando en total 78 colonias.

A. parasiticus se presentd en las concentraciones de 10%, 15% y 25%
con una colonia y 4 colonins en la concentracién al 20%, sumando un total de 7
colonias.

En cuanto a A. restricus no se presenté desmrrollo micelial en ninguna
concentracion.

A. terreus registr6 solo una colonia a la concentracién del 10%.

Para el género Penidllium se estimé una incidencia de 26 colonias
correspondfendole a la cepa a, 8 colonias en las concentraciones del 5% y 20%,
5 colonias en la concentracién del 10%; 3 colonias al 25% y 2 colonias al 15%.

Para la cepa b se obtuvieron 4 colonias en la concentracién del 4%, 2
colonias al 5% y 20%, ningfin crecimiento micelial al 10% y 15%, sumando un
total de 8 colonias.

En la cepa ¢ se registré 4 colonins al 10%, 2 colonies al 5%,una colonia

al 15% y ninguna presencia de este hongo en las concentraciones del 20% y
25%.

La cepa d presenté 6 colonias al 20%, S colonias al 25%,4 coloni;t o

la concentracién del 10%y ningin crecimiento al 15%,sumando untotal de
colonias en esta cepa de 16.




Tabla 3. Numero de Colonias por especie de Micromicetos con tratamiento de Agua oxigenada

durante 3 Minutos

B
g 100
o
8 BO - oo e R
S
Ela. niger S 60! - e 1---
.A. parasiticus < ’ :
] .‘! 40 ................................ -
BA. restrictus =
]
Z4A. terreus 2 0
@
B penicillium cepa a w 0 .
o 5 20 25
B penicillum cepab
A. niger 21 15 | 18 | 16 8 78
L Penicillum cepa c A. parasiticus 0 1 1 4 1 7
. I d A. restrictus 0 0 0 0 0 0
Penicillium cepa A. terreus 0 1 0 0 0 1
Penicillium cepa a 8 5 2 8 3 26
Penicillum cepa b 2 0 0 2 4 8
Penicillum cepa c 2 4 1 0 0 7
Penicillium cepa d 1 4 0 6 5 16

Concentraciones por tratamiento (%)




Tabla 4. Namere do colonics per especie con tratamimte de
Agua exigenada durante S minntes.

Del mdlisis de resultados para el tiempo de exposicién de las semillas
en agua oxigenada durante S min. se determinaron las siguientes 3 especies.

A. niger so manifestd on todas las concentraciones (5%, 10%, 15%, 20%
y 25%) con una frecuencia de 2, 12, 11, 7, 4 colonias respectivamente, sumando
asf un total de 36 colonias, comparando esta tabla con la anterior (3 minutos),
tenemos que ol mimero de colonias fiié menor aqui, en casi un 50% (36 colonias)
mientras que en ls anterior (3 minutos) se presentaron 78 colonias.

Para A. parasiticus se tiene que en la concentracion al 25% se presentd
un crecimiento de 13 colonias; al 15% se present6 2; Al 20% se contabilizé una,
para las restantes concentraciones no se observé crecimiento alguno, de esta
forma hubo un total de 16 colonias.

Comparando el tiempo de exposicién anterior de 3 mimtos y el de esta

" “""tabla, s tien¢ una mayor frecuencia de colonias en este tiempo de exposicién

(16) mientras que en la anterior (3 minutos) hubo 7 colonias.

_ Por lo que toca al desarrollo de colonias para Ins especies A. restrictus
y A. terreus cabe mencionar que no se observé crecimiento micelial de estas
especies.

Del género Penicillium se obtuvo el siguiente nimero de colonias, en la
cepa a 6 colonias a la concentracién de 25%, 4 al 20%, 3 al 10%, 2 al 15%, y
ning(in crecimiento al 2% haciendo un total de 15 colonias.

En cuznto 8 la cepa b solo se registré 4 colonias en la concentracion del
15%.

En la copa ¢ aparecieron 3 colonias al 20%, 2 colonins al 5% y 10% y
ninguna en las concentraciones del 15% y 25% sumando un total de 7 colonias.




Por Gltimo en la cepa d se obtuvo el siguiente nimero de colonias, 4 al

5%y 25%, 3 al 20% ,2 al 15%y ninglin crecimiento al 10%,teniendo un total de
13 colonias.

Relacionando ambos tiempos de exposicién (3'y 5') tenemos que para el

primer tiempo se contabiliz6 S7 colonias, en tanto que para el segundo tiempo
disminuyeron las colonias con un total de 39.
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Tabla 4. Numero de Colonias por especie de Micromicetos con tratamiento de Agua oxigenada
durante 5 Minutos

g 40
&
[}
'$) 30 . e R
()]
D kol
, A. niger o e
- u 9 - < 20
A. parasiticus e
s . (]
B A. restrictus =
. S
' [IA. terreus o
B penicillium cepa a u 5 20
B pencillium cepa b | [ A niger 2 [ 12 [ 11| 7 | a3
DPe icilli A. parasiticus 0 0 2 1 13 16
nicillium cepa ¢ A. restrictus 0 0 0 0 0 0
B penicillium cepa d | J|_A. terreus 0 o o 0 o o
Penicillium cepa a 0 3 2 4 6 15
Pencillium cepab 0 0 4 0 0 4
Penicillium cepa ¢ 2 2 0 3 0 7
Penicillium cepa d 4 0 2 3 4 13

Concentraciones por tratamiento (%)
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Tebla 8.  Celonias totales en el tratamiento con hipeciorite de sodlo

En cuanto s esta tabla cabe aclarar que la columna horizontal representa
el nGmero de cajas que se emple6 pars cada concentracién, asf se tiene como
ejemplo que para la primera concentracién (2%) se utilizaron 3 cajas de Petri
con PDA, conteniendo cada una 5 embriones, por lo que cads csjs representa

una repeticion. La columna vertical indica las cinco concentraciones ensayadas y
el grupo testigo. -

Del andlisis de los resultados de esta tabla en el tiempo de exposicién de
3 min.,, se pone de manifiesto que en la concentracién del 2% se desmrollé
mayor mimero de colonias (19), mientras que en las concentraciones que
presentaron menor nimero de colonias fueron al 10% y 15% con 4 colonius, y en
las concentraciones 4% y 7% se obtuvieron 8 y 13 colonias respectivamente.

Del grupo testigo se puede citar que se observd un comportamiento
similar al de la concentracibn al 2%.

En cuanto a los resultados en la exposicién de tiempo de S min. se
observa mayor crecimiento de colonias (22) en la concentracion del 7%, en
donde se presenté un menor nimero de colonias (9) fué = la concentracion del

15% y en las concentraciones del 2%, 4% y 10% se registraron 19, 11 y 14
colonias respectivamente.

Del grupo testigo se puede mencionar que se observé un desasrollo
micelial de 15 colonias,
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Tabla 5. Colonias totales con tratamiento de Hipoclorito de Sodio

Minutos

25
§ ...............................................
= 20 L/
=]
s Il
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g 15 /A
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-~ 10
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[ S S S I I N O O E I DO
&
. (7
2 DAL
u
2 4 7 10 15Testigo2 4 7 1D 15Testigo
3 Minutos | 19 13[4 4|19 5] [
5 Minutos ' 19131221141 9 | 15

Concentraciones por tratamiento (%)
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Tabla 6. Colenias Totales en ol tratamiente de Agns oxigmada

Del andlisis de resultados y representados en la grifica 6 cabe mencionar
que las varisbles on ¢l eje cartesimno son iguales a las concentraciones descritas,
pars o} tratamiento con hipoclorito de sodio en los tiempos de exposicién de 3 y
S minutos.

At se tiene que para el tiempo de 3 mimutos, la frecuencia de colonias de
micromicetos presentes en todas las concentraciones es alts, se pone de
manifiesto que en la concentracién al 5% se desmrollé mayor nimero de
colonias (30), mientras que pars las concentraciones 10%, 15%, 20% se
obtuvieron 25, 22 y 27 colonias respectivamente, y en donde se desarrollé menor
nGmero de coloniss, fué en la concentracién del 25% con un regisiro.de 19
colonias. _

Del grupo testigo se puede mencionar que se observé un crecimiento
micelial de 23 colonias.

En cuanto a los resultados en la expowsicion de tiempo de 5 min. se
observé una disminucién en el némero de colonias en relacién con el tiempo de
3 min. de un 40% sproximadamente, Is concentracién en donde se desasrolléd
mayor nimero de colonias (25) fué al 25%, ¢l menor nimero de colonias fué Ia

- concentracién del 5% con 8 colonias, en cusnto s las concentraciones 10%,

15%, 20% se obtuvieron 14, 21 y 15 colonias respectivamente.
Del grupo testigo se observé un desmsrollo micelial de 9 colonias.
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Tabla 6. Colonias totales con tratamiento de Agua oxigenada
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Antllsls Cuslitative de los desinfestantes utilizndes.

Durante Ia realizacién de este trabgjo se recabé informacién tanto
bibliogréfica como de datos originales obtenidos por observaciones y pruebas
de Iaboratorio, con base & lo anterior se tiene que:

Se cumplieron nuestros objetivos sobre el conocimiento de la micobiota
asociada a semilles do P. cu/minicola, mestros resultados fiseron satisfactorios
en lo concerniente a la comparacién de los resultados con hipoclorito de sodio y
agua oxigenada bajo un enfoque cualitativo y cusntitativo.

Se determiné que los 2 desinfectantes empleados no influyeron por igual
on los diferentes tiempos de exposicién.

Del tratamiento con el desinfectante de hipoclorito de sodio s los
tiempos de exposicién de 3 y S min. se observé mayor frecuencia de colonias en
el Gltimo periodo de tiempo, mientras que al tiempo de 3 min. se detecté menor
frecuencia de colonias en los embriones (sproximadamente 30% de inhibicién
de desarrollo de hongos) (ver Tabla $).

En relacién con el otro desinfectante empleado que fué agua oxigenada,
se observé una mayor frecuencia de colonias al tismpo de exposicién de 3 min. y
al tiempo de exposicién de 5 min. hubo menor nimero de contaminantes en
embriones de casi un 40% (ver Tabla 6).

Comparando los resultados de este estudio con los encontrados por Chen
y Chung (1965). Se tiene que estos mitores mencionan que ¢l agua oxigenads es
mis efectiva para desinfectar embriones que el hipoclorito de sodio, esta
opinién coincide con los resultados de este estudio ya que se detecté mayor
efoctividad del agua oxigenads, por lo que se propone utilizar mejor este
desinfectante que el hipoclorito de sodio para desinfoctar embriones, opinién
reforzada con estudios relacionados sobre micobiota presente en semillas de
especies agricoles y forestales realizados por Neal ot al. (1967) y Edgren y
Trappe (1970).
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En otros estudios realizados (Salinas 1978), sobre otras especies de
Aspergilius observaron una disminucitn en su crecimiento ante la aplicacién de
hipoclorito de sodio al 10%. En nuestro estudio se determiné que este mismo
desinfectante también disminuy6 la presencia de esta especio a mayor tiempo de
exposicién (S min.).
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Les exémenes micoligices do las semillas do P. cuiminicela
emploadas srrojan los signientes dates:

Por lo que toca a la identificacion se determind a Ia Clase
Deuteromycetes con el grupo "Aspergilius’ obteniéndose desmrollo micelial de
3 2.4 colonias por cajay al grupo ""Penicillium’ con un desasrollo micelial de 2
8 3 colonias por caja en los tratamientos anteriormente mencionados.

En cuanto a los hongos determinados destacan 4 especies del género
Aspergillus presentindose con una mayor frecuencia e incidencia en las cajas de
cultivo a: Aspergilius niger I cual representd 90%del total do contaminantes
en embriones; Ia presencia de este bongo fixé en los 2 tratamientos y a todas las

* concentraciones empleadas, excepto en el tratamiento con hipoclorito de sodio al -
10% & 3 min. (ver Tabla 1).

Por referencias bibliogréficas (Moreno, 1988), este hongo en las
semillas hace pensar en la posibilidad de un deterioro de estas estructuras, ya
que coloniza productos en estado svanzado de deterioro. En granos agricolas
estos hongos son comunes durante su almacenamiento por 1o que es probable que
también deterioren a semillas forestales ya que también se encuentran
almacenadas y sus condiciones ambientales de almacenamionto en la mayoria de
loa bancos de germoplasma son precarios

Aspergillus parasiticus: Este micromiceto se presenté con un mayor
niimero de colonias en el tratmmiento con agua oxigenads mientras que con
hipoclorito de sodio se observé uns reduccién de colonins.

La presencia del grupo A. flevs en donde estd incluido A. parasiticus
indica una mala conservacién de granos, pero no es determinsnte para decir que
lmmummmmmﬂoluowblaﬂﬁnmldo ya que para
pwwuamwlummMMnmmmn
necesario confirmaria con un biosnsayo. En semillas forestales no se ha
determinado.
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Aspergillus restrictus: Se presentd solamente en el tratamiento de
hipoclorito de sodio con 4 colonias & los 2 tiempos do exposicién (3 y 5 min)
(ver Tabla 1 y 2). Su crecimiento de esta especio os lenta y se ha reportado en
cereales, cacshuate y copra, no se ha reportado en semillas forestales.

Aspergillus terreus: Su frecuencia fué de 2 colonias, una en el
aseptizante de hipoclorito de sodio al 4% en 5 min. y la otra en agua oxigenada
al 10% en 3 min., no se ha reportado en especies forestales.

Del género Penicillium se han registrado més de 60 especies aisladas en granos
y sus derivados (Wallace, 1973). También se ha reportudo que Penilllium spp.
asislado en embriones reduce el poder germinativo y se asocia también con
deterioro de semillas almacenadas y especies productoras de micotoxinas
(Christensen y Kaufinan, 1969, cit. Moreno, 1988); (Baez, 1986).

La presencia de Rhigopus sp. fué solo en S cajas, el crecimionto de su
micelio es répido y se dispersa por toda la caja, enmascarando el desarrollo de
otros hongos de crecimiento més lento, se ha aislado en granos de maiz en estado
avanzado de deterioro, caba sefialar que a este hongo se le considera como
saprobio.

Se observaron también la presencia de algunas bacterias de color crems
brillante en ¢l medio, pero no se llegé & su determinacién, ya que se les
consideré como contaminantes.

De la experiencia adquirida se ha motivado el planteamiento de algunas
ideas acerca de la forma en que se podria continuar con la investigacién sobre
este trabajo, de esta forma se tiene que: Los pinos pifioneros han sido
recomendados como especies para reforestacion urbana en ol D. F. (Benavides,
1990), por sus caracteristicas este drbol se puede Wtilizar en la jardineria en
maceta en la técnica denominada "Bonsai” (Bradley, 1976),como se le considers
a este pino en peligro de extincién se necesita realizar més estudios para que no
desaparesca de esa zons como: La conservacion de los recursos genéticos de los
pinos pifioneros para proteger las especies y poblaciones mmenazadas por
incendios y también incluyendo los de micromicetos, por otro lado se
recomienda realizar estudios con los tratmmientos y las concentraciones
empleadas en el mismo dia para aplicarles andlisis estadisticos que sean
significativos.
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Descripcion microscopica de los hongos que se encontraron en las
semillas de Pinus cu/minicola,

Aspergillus niger van Tieghem.

Colonias: En cultivos de PDA, el crecimiento fué abundante con anillds
concéntricos de color café obscuro, el reverso incoloro.

Conidios: Formdndose cadenas usualmente globosos ¢ equinulados de
color café obscuro, cabezuela grande y globosa en tono también de café obscuro.

Conidiéforos: Lisos, incoloros, de didmetro variable.

Fotografia ¢ Cultive de Aspergillus niger.




Aspergillus parasiticus Speare

Colonias: Se realizaron aislamientos en PDA y algunos en agar de

Czapek y su crecimiento de las colonids fueron en los dos medios de cultivo de
cojor verde amariilentas

Conidies: Equinulados, cabezuelas radindas a globosas, esclerocios
ausentes.

Conidiéforos: Lisos, rugosos, fillides en una serie color verde-amasrillo
brillante,

Fotografia 7 Cuitive de Aspergillus parasiticus.




Aspergillus restrictus G. Sm.

Colonias: Se realizaron aislamientos en PDA y algunos en MSA, se
observd que su crecimiento es muy lento, en los dos medios de cultivo, las
colonias son muy pequeftas de color verde obscuro a verde olivo, en la parte

externa presenta un anillo de color blanco, este hongo a simple vista se pueden
confundir con Penicillium.

Conidios: Son en cadenas, elipsoidales 6 equinulados, las cabezas

conidiales son largas 6 delgadas con columnas sueltas o compactas, sin
cleistotecios.

Conidiéforos: De pared lisa, hialinos con una vesfcula semiesférica.

Fotografia8 Cuitive de Aspergilius restricius.




Aspergillus terreus Thom

Colonias: Con un crecimiento aterciopelado, de color canela 6 came de
forma fragmentada de diferentes tamafios, el reverso presenta un tono pélido.

Conidios: En cadenas elfpticas a globosas, color canela 6 came, sin
cleistotecios.

Conidiéforos: Lisos, hialinos, simples 6 septados, vesicula semiesfirica
fidlides biseriados.

Fotografia9 Cultive de Aspergillus terrens.
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Penicillium spp.

En las observaciones microscépicas se observaron los conidios en forms
de cadens y globosos, los conidiéforos son largos que se ramifican en forma de
escoba 6 cepillo,

De lns 4 copas que se obtuvieron se describen las caracteristicas
macroscépicas siguientes: ‘

Cepaa:

Presenta un micelio de color verde-agua claro con un snillo alrededor
blanco, su crecimiento es rdpido sobre las semillas, en forma de manchones de
tamafio similar, no difinde pigmento en la coloracién del medio.

Cepab:

El micelio es de color verde-agua de sspecto polvoso que con el tiempo
el medio cambia a verde més obscuro, de crecimiento lento y uniforme, pars
resembrar o realizar preparaciones cuesta trabsjo sacario de la caja, no difinde
una coloracién en el medio.

Cepac:
El micelio es de color verde-grisiceo on forma de manchones no
presenta un crecimiento répido, no difunde coloracién en ol medio.

Cepad:

El micelio se dispersa por toda la caja presentando un color verde-agus,
después de4 6 5 dias se observé una coloracién verde-limén
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Cepa a de Peniciilium spp.

Fotograia 19

Fatograia 11 Cepa b de Peniclllium spp.

it o g . st



R |

S i il L e
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Microfotomna de cabezas conidiales

de Aspergilius lerreus,

Fotografia 14
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CONCLUSIONES

Se determind que los desinfectantes empleados no tuvieron el mismo
efecto en los diferentes intervalos de tiempo utilizados para desinfoctar
superficialmente las semillas.

En el tratamiento con hipoclorito de sodio se presenté una mayor
frecuencia de colonias de hongos en el tiempo de exposicién de 5 min y una
menor frecuencia de colonias en el tiempo de exposicién de 3 min.

Con el tratamiento de agua oxigenada se obtuvo una mayor frecuencia de
colonias a los 3 min. y una menor frecuencia de colonias al tiempo de exposicién
de S min..

Comparando los resultados con los encontrados por Chen y Chung
(1965), la desinfeccién del embrién con agua oxigenada fié ligeramente mejor
que con hipoclorito de sodio. '

Con respecto al aislamiento, identificacion y determinacién de los
micromicetos obtenidos, se identificaron los géneros Aspergillus y Peniclllium
inclufdos en la Clase Deuteromycetes.

Del género Aspergillus se determinaron las especies:

a) A. niger

b) A. parasiticus
¢) A restrictus
d) A terreus

En cuanto a ofros microorganismos encontrados cabe citar al hongo
Rhizopus sp.y un solo tipo de bacterias , los cuales se les considera como
saprobios.

Las caracteristicas anotadas para loe hongos aqui determinados servirén
de base para otros estudios similares a este.
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GLOSARIO

Almacensmiento. Es la conservacion de semillas viables desde el
momento de larecoleccion hasta que se necesitan para la siembra.

Desinfeccion de 1a semilla. Implica la erradicacién de un patégeno que

se encuentra en el interior de la semilla,

Desinfestacion de la semilla. Implica la eliminacién de hongos que se
encuentran superficialmente en la semilla

Endémico. En botdnica se dice de la planta que se considera oriunda del
pais en que vive, propio exclusivamente de determinado pais, de una

coordillera, de una isla.

Micobiota (del gr.mykes, myketos, hongo y Mos, vids): vida fingica,
conjunto de hongos indigenas de un lugar o hébitat.(Ulloa, 1991).

Micoflora. Habitante de la semilla que indica la asociacién de bacterias,

hongos y nemétodos que pueden o no tener potencial de causar deterioro a la

semilla 6 planta.




Nl e e S b e i
B 1

ESTA TESIS N DEBE

iR BE LA BIBLIOTEGK
Micremicetes (del lat. micromycetes, y éste del gr. mikrds, pequefio y
my'katos, hongos): hongos de tamafio muy pequefios, con estructuras esporiferas

microscépicas o casi microscopicas.(Ulloa, 1991).

Pinus culminicola. Llamado pifionero enano, pino enano, pifion amarillo
especie endémica del norte de la Sierra Madre Oriental.

Procedencia. Es la zona 6 lugar donde crecen los drboles originarios de

la semilla

Semilla. En términos agronémicos y comerciales se conoce como semilla
a toda clase de granos, fiutos y estructuras mds complejas que se emplean en las

siembras agricolas.
Viabilidad. Se refiere a que individualmente una semilla esté viva, en un

sentido amplio e la porcién de individuos en la poblacién de semillas (Patifio et
al, 1983).
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