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APRESENTACAO

El trabajo “Produccion cientifica en ciencias biolégicas 4”, se encuentra en su cuarto
volumen, se publica en formato e-book, trae al lector ocho articulos de gran importancia
en el area de las ciencias biolégicas. Las Ciencias Biologicas es una vasta area de estudio
con alta complejidad que abarca el estudio de los seres vivos y sus relaciones, ademas
de su interaccion con el medio ambiente. Es una ciencia que interactia y sirve de base a
varias areas del conocimiento como la educacion, la biotecnologia, la salud, la ecologia,
entre otras.

El foco principal de este trabajo es discutir la produccién de conocimiento, la
actualizacion sobre el tipo de investigacion que se realiza actualmente en el area, la
discusion cientifica y la difusién de la investigacion internacional, abarcando diferentes
areas afines.

Actualmente se evidencian avances cientificos en esta area, lo que aumenta la
importancia y la necesidad de actualizar y consolidar conceptos, técnicas, procedimientos
y temas.

Las investigaciones cientificas producidas en diferentes paises, como México, Chile
y Colombia, se publican en forma de articulos originales y revisiones que abarcan diferentes
campos dentro del area de las Ciencias Biologicas y sus conexiones.

El trabajo fue disefiado principalmente con un enfoque en profesionales,
investigadores y estudiantes del area de Ciencias Biolégicas y sus interfaces o areas
afines. Sin embargo, es una lectura interesante para todos aquellos que de alguna manera
estén interesados en el area.

Cada capitulo fue elaborado con el propésito de transmitir informaciéon cientifica
de manera clara y eficaz, en idioma espafiol, accesible, conciso y didactico, atrayendo la
atencioén del lector, sin importar si su interés es académico o profesional.

Los capitulos de este trabajo explican: control biolégico, bioeconomia, desarrollo
sostenible, grupos tréficos funcionales, habitos alimentarios, sostenibilidad de los recursos
marinos, controles bioldgicos y riqueza bioldgica.

El libro “Produccion cientifica en ciencias biologicas 4”, trae publicaciones actuales y
Atena Editora trae una plataforma que ofrece una estructura adecuada, propicia y confiable
para la divulgacion cientifica de varias areas de investigacion.

iUna gran lectura para todos!

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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MUERDAGO

RESUMEN: En el sureste del Estado de Coahuila
los arboles forestales se estan viendo afectados
por muérdagos del género Phoradendron. En el
presente trabajo se llevaron a cabo bioensayos
para saber si los hongos asociados a los
muérdagos pueden servir como control biolégico
de los mismos. A través de una suspension de
esporas de 1X107 esporas/ml de los hongos:
Alternaria tenuissima, Curvularia hawaiiensis,
Alternaria  alternata,  Alternaria  infectoria,
Nigrospora sphaerica y Hyalodendron se
inocularon en hojas de Phoradendron densum, P.
lancolatum y P. tomentosumy en sus respectivos
hospederos forestales (Prosopis glandulosa,
Quercus pringlei, Quercus microphylla vy
Juniperus angosturana). La necrosis se midio
en milimetros hasta que se llené la hoja. Se
realiz6 un andlisis de varianza encontrando
que no hubo diferencias significativas entre los
hongos con P < 0.05. Por lo que se hicieron
pruebas de permutacién, para comparar las
trayectorias de crecimiento de cada uno y resulté
que Hyalodendron y Alternaria infectoria sobre
P. tomentosum presentaron mayor rapidez de
crecimiento siendo no diferentes entre si (Ambas
con P=0.01), pero si diferentes de todas las
demas (P=0.73, 0.53 y 0.15).

PALABRAS CLAVE: Alternaria infectoria,
Hyalodendron sp, Muérdagos, Control biolégico.

ABSTRACT: Southeastern State of Coahuila the
forest tree is being affected by mistletoes of genus
Phoradendron. In the present work 4 bioassays
were carried out to know if the fungi associated
to the mistletoe can serve as biological control of
the same. Through a spore suspension of 1X10”

Capitulo 1



spores / ml of the fungi: Alternaria tenuissima, Curvularia hawaiiensis, Alternaria alternata,
Alternaria infectoria, Nigrospora sphaerica and Hyalodendron were inoculated in leaves of
Phoradendron densum, P. lanceolatum and P. tomentosum and in their (Prosopis glandulosa,
Quercus pringlei, Quercus microphylla and Juniperus angosturana). Necrosis was measured
in millimeters until the leaf was filled. An analysis of variance was performed, finding that there
were no significant differences between the fungi with P < 0.05. So permutation tests were
performed to compare the growth trajectories of each one and it was found that Hyalodendron
and Alternaria infectoria on P. tomentosum showed a higher growth rate being not different
from each other (both with P = 0.01), but if different from all (P = 0.73, 0.53 and 0.15)
KEYWORDS: Alternaria infectoria, Hyalodendron sp, Mistletoe, Biological control.

INTRODUCCION

En los bosques de México a causa de los muérdagos hay pérdidas de madera por
2 millones de metros cubicos, siendo éstos el segundo agente bioldégico de perturbacion
(SEMARNAT, 2011). El muérdago es una planta paréasita que ataca directamente a otra
planta, por medio de una raiz modificada, formando un sistema radicular llamado endofitico.
(KUIJT 1969, WATSON, 2001). Los métodos de control usados para erradicarlos han ido
desde el control cultural por medio de la poda del muérdago hasta el control quimico a
base de herbicidas como el Etephon y el Esteron 47 los cuales matan la parte aérea del
muérdago pero queda su sistema endofitico en el arbol hospedero, ademés los herbicidas
por su fitotoxicidad no son recomendables (QUICK, 1963; ADAMS et al., 1993). Existen
varias investigaciones orientadas a buscar hongos fitopatdgenos como potenciales agentes
de control biolégico, pero escasas para el género Phoradendron. CARDENAS et al., (2014)
muestran que Fusarium poae y F. equiseti causan necrosis a los muérdagos Cladocolea
ioniceroides y Struthanthus interruptus. Colletotrichum gloeosporioides provoca marchitez
en tallos; Cylindrocarpon gilli causa antracnosis; Aureobasidium pullulans y Alternaria
alternata, causan marchitez y muerte de los tallos de muérdagos (RODRiGUEZ, 1983).
En Coahuila, PAZ et al., (2013) encontraron en un bioensayo a nivel laboratorio que
Alternaria alternata, A. infectoria y Fusarium oxysporum causan necrosis en las hojas de
Phoradendron macrophyllum. El objetivo del presente trabajo es determinar los hongos
asociados a los muérdagos y la patogenicidad de éstos para con estas plantas parasitas
y sus hospederos forestales in vitro en dos localidades del Sureste de Coahuila: la presa
“El Tulillo” (101° 26’ 08.1” de longitud Oeste y 25° 40’ 14.8” de latitud Norte, 1123msnm)
Municipio de General Cepeda y en la Sierra de Zapalinamé (100° 94’ 10” de longitud Oeste
y 25 © 24°85.5” de latitud Norte, 2025 msnm) Municipio de Arteaga.
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MATERIALES Y METODOS

Identificaciéon morfolégica del material vegetal y fungico

La identificacion morfolégica de los muérdagos y arboles forestales hospedantes se
hizo por medio de las claves de KUIJ (2003), MARROQUIN (1976), RZEDOWSKI (2006)
y CIBRIAN, et al., (2007). Se solicitd el apoyo de un especialista en Botanica del herbario
ANSM de la UAAAN, donde se mandaron las muestras colectadas y herborizadas para su
identificacion.
Identificacién molecular de material vegetal y fingico

Para la identificacion molecular de los hongos y muérdagos, se hizo una extraccion
de ADN por el método de CTAB (Posso et al., 2008) y se amplificé mediante PCR (Murray
y Thompson 1980) usando los primers ITS4 e ITS5. El producto de la PCR se mandé

secuenciar y se comparé la secuencia con el Gen Bank.

Aislamiento de hongos asociados

Las hojas de los muérdagos colectados que presentaron signos y sintomas de
hongos se desinfestaron en hipoclorito de sodio al 3 % y posteriormente se sembraron en
cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Las cajas Petri se incubaron a 25° C por
5 dias. Después de este tiempo cada muestra de hongo se aisl6 por la técnica de cultivo de
punta de hifa en medio PDA, dejandose incubar nuevamente a 25°C. Una vez purificado, se
hicieron laminillas para identificarlas al microscopio compuesto. Para su identificacion, se
usaron las claves de ABAD (2002); NEERGAARD (1977) y BARNETT Y HUNTER (1998).
Para conservar las cepas aisladas se guardaron en tubos Eppendorf con glicerol.

Incremento del in6éculo. Para cada uno de los hongos aislados de los muérdagos
bajo estudio, se preparé una suspension de esporas para incrementarlos poniendo cinco
explantes de medio PDA con micelio esporulado en 10 ml de agua destilada agitando
manualmente para desprender las esporas e inocular con este preparado el arroz, el cual
se prepard con la técnica reportada por Gutiérrez et al. (1995).

Bioensayos de patogenicidad. Para determinar la especificidad de los hongos
fitopatbgenos al muérdago, se realizaron pruebas de patogenicidad in vitro tanto de los
seis hongos sobre las cuatro especies de muérdago como sobre las cuatro especies de
arboles forestales. Para los tratamientos se hizo una suspensién de esporas para cada uno
de los hongos y se determiné la concentracién de conidias por el método de Alves (1986)
mediante el conteo de esporas en camara de Neubauer ajustandose la concentraciéon a 1
X 107 esporas/ml.

Ademas, a cada suspension de esporas o tratamiento se le adicion6 0.05 % de
surfactante (Bionex) como agente de dispersion. La unidad experimental fue una caja Petri
con papel filtro humedo estéril segun la técnica de Bafuelos (2008) modificada ya que se
inocularon las hojas de muérdago y hospedero con una micropipeta a la cual se le puso
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1 ml de la suspension de esporas de cada hongo. Las cajas Petri se incubaron a 25°C y
diariamente se midi6 la necrosis (en milimetros) causada por el hongo por medio de un
vernier electronico, hasta que la lesion llena completamente la hoja. Se utiliz6 un analisis
estadistico completamente al azar con arreglo factorial de 6X4, donde el factor uno es la
suspension de esporas de cada uno de los hongos y el factor dos es el numero de arboles
hospederos con 15 repeticiones cada uno dando un total de 24 tratamientos mas el testigo,
el cual consistié en la aplicacion de agua solamente. Se hizo la prueba de Tukey con una
significancia (P<0.05) mediante el programa estadistico R.

Para saber cual de los hongos es mas rapido o agresivo sobre los muérdagos se
compararon las curvas de crecimiento de los hongos sobre los muérdagos por medio de
pruebas de permutacion de acuerdo al método de Elso, C. M. et al., 2004, Esto se llevo a
cabo en el programa estadistico R.

RESULTADOS Y DISCUCION

Identificacion morfolégica del material vegetal y fingico. En la Presa “El Tulillo”
se encontré una especie de muérdago Phoradendron parasitando a Prosopis glandulosa
(Mezquite: Fam Fabaceae), mientras que en la Sierra de Zapalinamé se encontraron tres
especies de Phoradendron parasitando cuatro especies forestales, como se puede apreciar
en el Cuadro 1y la Figura 1.

Sitio de colecta Especie forestal Especie de Género de hongo(s)
hospedera Phoradendron parasita asociado(s) (clave)
Sierra de Quercus P. lanceolatum Hyalodendron (B2)
Zapalinamé microphylla
Juniperus P. densum Alternaria alternataia
angosturana (Aa)

Alternaria infectoria (Ab)
Alternaria tenuissima (A1)

Quercus pringlei P. tomentosum Curvularia hawaiiensis
(A3)
Presa “El Tulillo” Prosopis glandulosa P. tomentosum Nigrospora sphaerica (B1)

Cuadro 1. Nombre cientifico de cada una de las especies de hongos asociados a los muérdagos y sus
hospederos forestales.

Produccién cientifica en ciencias biologicas 4 Capitulo 1 _



Figura 1.- Especies forestales parasitadas por Phoradendron spp en Coahuila. Para la Sierra de
Zapalinamé se encuentra: A.- Phoradendron lanceolatum parasitando Quercus microphylla B.-
Phoradendron densum parasitando Juniperus angosturana C.- Phoradendron tomentosum parasitando
Quercus pringlei en la Sierra de Zapalinamé. D.- Phoradendron tomentosum parasitando Prosopis
glandulosa en la presa “El Tulillo”.

Los hongos asociados a las especies de muérdago bajo estudio fueron en total seis,
los cuales se muestran también en el Cuadro 1 y Figura 2.

Figura 2.- Hongos asociados a los muérdagos; A: Hongo Alternaria tenuissima (A1) de P. densum sobre
Juniperus angosturana; B: Hongo Hyalodendron sp (A3) en P. tomentosum sobre Quercus pringlei;
C.- Hongo Alternaria alternata (Aa) de P. densum sobre Juniperus angosturana; D: Hongo Alternaria
infectoria (Ab) de P. densum sobre Juniperus angosturana; E: Hongo Nigrospora sphaerica (B1) de
P. tomentosum sobre Prosopis glandulosa; F: Hongo Hyalodendron sp (B2) de P. lanceolatum sobre
Quercus microphylla.

Identificacion molecular del material vegetal y fangico. De acuerdo a la
secuenciacion los hongos que se corroboraron son: Curvularia hawaiiensis y Nigrospora
sphaerica. Y de los muérdagos resultaron Phoradendron tomentosum'y P. villosum, éste
ultimo es un grupo o especie inactiva o en desuso, ahora es Phoradendron leucarpum
tomentosum (En este trabajo se tomara como P. fomentosum). El resto de las especies der
este trabajo se estan identificando.
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Pruebas de patogenicidad. — Se encontr6 que no hubo diferencias significativas
entre hongos (Tukey. P<0.05) donde el hongo A1 comparado con el hongo Aa tuvo una
P=0.72, el hongo B1 comparado con el hongo Ab tiene un valor de P=0.99, el hongo A3
comparado con el hongo Aa tiene una P=0.61 y el hongo B2 comparado con el hongo Aa
obtuvo una P=0.06. Por lo que no hubo diferencias significativas entre los hongos que
atacan a las diferentes especies forestales. Esto lo podemos corroborar en el diagrama de
interacciones (Grafica 1). Sin embargo en forma general ningin hongo le hizo dafio a los
arboles forestales, lo que nos indica especificidad (Figura 3 y 4).
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Gréfica 1.- Interacciones de los hongos con los muérdagos.

Figura 3.- Hojas de las especies forestales hospederas a los 4 dias después de la inoculacion sin
dafo alguno. A: Quercus pringlei; B: Prosopis glandulosa; C: Juniperus angosturanay D: Quercus
microphylla.
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Figura 4.- Hojas de los muérdagos necrosados a los 4 dias después de la inoculacién. A: P.
tomentosum de Quercus pringlei; B.- P. tomentosum de Prosopis glandulosa; C: P. lanceolatum de Q.
microphyllay D: P. densum de Juniperus angosturana.

Para saber cuél hongo es méas patogénico de entre todos, se compararon las curvas
de crecimiento de cada hongo para saber la distancia que los separaba y asi darnos cuenta
cual hongo era el mas rapido en llenar de necrosis la hoja del hospedero y por lo tanto el
mas agresivo.

En la comparacién de curvas de crecimiento de hongos se obtuvieron toda una
gama de curvas representantes de todas las combinaciones posibles de hongos y
muérdagos y al despejar a las curvas mas sobresalientes podemos observar que el hongo
Alternaria infectoria (Ab) comparada con Nigrospora sphaerica (B1) de P. tomentosum
en Prosopis glandulosa obtuvieron una diferencia altamente significativa (0.02 y 0.14=
0.12) y el hongo Hyalodendron sp (B2) comparado con el hongo Alternaria tenuissima
(A1) tuvieron una diferencia significativa con una P=0.09 y 0.01= 0.08 respectivamente
resultando ser los hongos mas agresivos en crecimiento necrético contra los muérdagos
(Cuadro 4 y Grafica 3).

Hongos encontrados en Phoradendron tomentosum sobre Prosopis glandulosa (Pt3-Pg)
de la Presa “EL Tulillo” de General Cepeda, Coahuila.

HONGO HONGO DIFERENCIA
A3=0.15 Ab=0.75 0.6

Ab=0.02 B1=0.14 0.12

B1=0.00 B2=0.00 0.00

B2=0.09 A1=0.01 0.08

Cuadro 4.- Comparacion de permutaciones entre los hongos y muérdagos.
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Gréfica 3.- Crecimiento promedio de los mejores hongos.

Los muérdagos y sus arboles hospederos descritos aqui ya habian sido reportados
en literatura y se tienen en el herbario ANSM de la UAAAN como depoésito de especimenes
vegetales y son fuente de informacion sobre flora y vegetacion del area. (Cibrian et al.,
2007).

Los hongos encontrados no han sido reportados para las especies de Phoradendron
que nosotros estudiamos. Solo coincidimos con Paz et al., 2013 (Datos no publicados)
en donde del muérdago Phoradendron macrophyllum resultaron 3 hongos: Alternaria
alternata, Alternaria infectoriay Fusarium oxysporum, nosotros encontramos todos, menos
Fusarium oxysporum, ademas Alternaria tenuissima, Curvularia hawaiiensis, Hyalodendron
sp y Nigrospora sphaerica.

Pormediode las pruebas de permutacion pudimosllegar alos hongos mas patogénicos
para el muérdago: Hyalodendron spy Alternaria infectoria. En cuanto a Alternaria infectoria
se tienen el reporte de Motlagh, Mohammad Reza Safari y Mohammadian Saber, 2017,
donde ellos demostraron que A. infectoria junto a T. harzianum, T. virens, A. tenuissima,
A. citri, Preussia sp y F. verticillioides atacaron el micelio de Bipolaris oryzae, causante de
la enfermedad de la mancha marrén del arroz en Iran y otras partes del mundo, quedando
como buenos biocontroles todos los hongos mencionados. Y, por otro lado, aunque a
Hyalodendon no lo mencionan creemos firmemente en que es también un potencial agente
de biocontrol para los muérdagos por los resultados que obtuvimos. De acuerdo a estos
resultados preliminares, los hongos son especificos al muérdago y no a los hospedantes
forestales, pero también se debe de tomar en cuenta a la flora asociada, por lo que se
recomienda hacer nuevos bioensayos inoculando también hojas no solo del muérdago y

sus hospederos, sino también de las especies de flora asociada.
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CONCLUSIONES

Los mejores hongos como potenciales agentes de biocontrol para los muérdagos
del género Phoradendron son Hyalodendron sp y Alternaria infectoria por su capacidad de
crecimiento micelial rapido y efectivo sobre las hojas de éstos.
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