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BIOLOGIA DE TIZON SUIZO Y SU RELACION CON EL SILICIO Y LA NUTRICION
DE ARBOLES DE NAVIDAD
Oscar Javier Salgado Feregrino
Colegio de Postgraduados, 2013

En México, el Tizén Suizo, Phaeocryptopus gaeumannii, reduce la calidad y produccion de
arboles de navidad, poco se conoce del ciclo biologico. Esta investigacion se dividid en tres
partes. La primera tuvo como objetivo conocer la biologia del hongo a través de un afio, para ello
se identificd, secuencid, evalud incidencia, severidad, defoliacion, porcentaje de aislamientos,
ascosporas en pseudotecios y aerotransportadas. En la segunda parte se estudi6 in vitro la relacion
del hongo con el silicio y nutrimentos, se registrd peso humedo y seco. En la tercera parte se
estudio in situ la relacion con la dosis nutritiva y evalué porcentaje de defoliacion y
concentracion nutrimental en aciculas. En la primera parte se encontrd hasta tres periodos de
incremento de incidencia y severidad en los arboles evaluados, la defoliacion fue severa y
directamente proporcional con la edad de las aciculas. En primavera fue la mayor actividad
biologica del hongo con el mayor nimero de aislamientos, cantidad de ascosporas en
pseudotecios, y uno de los dos periodos de ascosporas aerotransportadas. En la segunda parte el
exceso de macronutrimentos en el medio de cultivo favorecio el crecimiento de P. gaeumannii, y
los micronutrimentos Cu, Mn y Zn en dosis doble lo redujeron. En la tercera parte no hubo
diferencias significativas entre tratamientos en relacion a la defoliacion. En aciculas se encontro
deficiencia de P y K, el resto de los nutrimentos se mostraron con niveles normales. El haber
determinado actividad continua del hongo en todas las edades de acicula a través del afio, y la
concentracion y balance de la solucion nutritiva in vitro e in situ empleada, pueden ser la base
para una estrategia de control integrado que cause inhibicion al hongo y permita un crecimiento
aceptable del arbol. Palabras clave: Ascosporas aerotransportadas, incidencia, Phaeocryptopus

gaeumannii, severidad, Pseudotsuga menziesii.



SWISS NEEDLE CAST BIOLOGY AND ITS RELATIONSHIP WITH SILICON AND
NUTRITION OF CHRISTMAS TREES
Oscar Javier Salgado Feregrino
Colegio de Postgraduados, 2013
In Mexico, the Swiss Needle Cast, Phaeocryptopus gaeumannii, reduces the quality and
production of Christmas trees, a little is know about its biology cycle. This research was divided
on three parts. The first one had the objective to know the biology of the fungus, for this purpose,
it was identified, sequenced, to assess incidence, severity and defoliation, the isolates percentage,
and ascospore on pseudothecia and airborne were recorded. On the second part the relationship
between the fungus with the silicon and nutriments was studied in vitro, the fresh and dry weight
was recorded. On the third part the relationship with the nutritious dose was studied in situ, and
the defoliation percentage and nutritious concentration on needles was evaluated. On the first part
was found that until three increments of incidence and severity on the evaluated trees. The
defoliation was severe and directly proportional with the age of the needles. In spring was the
higher biological activity fungus with the higher isolates number, quantity of ascospore on
pseudothecia and airborne. On the second part the excess of macronutrients on the medium
favored the growth of P. gaeumannii, and the micronutrients Cu, Mn and Zn on double dose
reduced it. On the third part there was not significant difference among treatments. P and K
deficiency was found, the level of the rest of nutriments was normal. Having determined
continuos activity of the fungus in all needles age through the year and the concentration and
balance of the nutritive solution used, can be the base for a strategy of integrated control to cause
inhibition to the fungus and allow an acceptable growth of the tree. Keywords: Airborne

ascospore, incidence, Phaeocryptopus gaeumannii, Pseudotsuga menziesii, severity.



CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL
La importacion de arboles de navidad a México tiene decenas de afios, en las décadas de los 70 y
80’s fueron cantidades cercanas a los 100,000 arboles, de forma progresiva la tendencia de
importacion aumentd hasta alcanzar la cifra de 1,248,363 arboles en 2008, en 2009 disminuy6 a
934,230 arboles y en 2010 tuvo un ligero incremento con 956,724 arboles importados
(SENASICA, 2011). Esta situacion posiblemente fue originada por la entrada en vigor de la
NOM-EM-158-SEMARNAT-2009 y la NOM-013-SEMARNAT-2010 que regulan
sanitariamente la importacion y restringe el ingreso de arboles de navidad vivos con o sin
sustrato de las especies de los géneros Abies, Pinus y Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco para
prevenir la introduccion al pais de plagas asociadas a éstos (PROFEPA, 2010) y a la vez proteger
el incremento en la produccion, oferta y diversidad de arboles de navidad por productores

mexicanos (CONAFOR, 2009).

Las plantaciones forestales para produccion comercial de arbol de navidad en México, son
proyectos con desarrollo a largo plazo y de alta inversion econémica, hasta $300,000 ha/turno
(Zarate L, comunicacion personal, 2010)™". En la actualidad, cultivo de P. menziesii como arbol
de navidad incrementa paulatinamente y de igual manera la presencia de Phaeocryptopus
gaeumannii (Rhode) Petrak, Tizon Suizo, lo cual pone en riesgo su rentabilidad, dado que se
registran dafos hasta en un 25 % de la superficie plantada, ademéas de reducir beneficios, como
ecologicos: captura de carbono, produccion de oxigeno, infiltracion de agua a mantos freaticos,
proteccion a fauna silvestre, control de erosion; sociales: generacion de 270,000 jornales/afio

directos  permanentes 'y 6,000  jornales/afo  temporales en  areas  rurales

(] Zarate L. Director General de Agros Navidad S. A. de C. V. (zaratedl@gmail.com)



(Zarate L, comunicacién personal, 2010)!"! y de alta marginacion, fomento al desarrollo de
infraestructura en las comunidades donde se establecen plantaciones; y econdmicos: derrama

economica en el area de influencia, fomento al desarrollo del mercado de servicios.

El control quimico de Tizén Suizo es con el ingrediente activo Clorotalonil, en plantaciones de
P. menziesii, para produccion de madera se recomiendan dos aplicaciones al afio, la primera en el
mes de mayo y la segunda en agosto, mediante aspersion aérea con dosis de 6.4 L/ha (Johnson,
2003; Stone, 2007a), 6 1.1 kg/ha (Chastagner, 1983b), la dosis empleada en plantaciones de P.
menziesii para arboles de navidad del Estado de México es de 1.5 g/L con equipo de aspersion
manual, aplicaciones cada mes durante el periodo de junio a octubre, lo cual involucra una gran
cantidad de agroquimicos (hasta 400 kg por temporada), mano de obra (3000 jornales) e insumos,
equipo y su mantenimiento (Zarate L. comunicacion personal, 2010). En las aplicaciones iniciales
se empled, ademas, aceite mineral Saf-T-Side™ para facilitar el desprendimiento de pseudotecios
de las aciculas, si bien se obtuvo una respuesta favorable, se descontinuo el uso por su elevado
costo, ademds de que se observaron reacciones alérgicas a nivel de piel en los trabajadores que
realizaban las fumigaciones. Otras labores culturales que se realizan son la poda para conservar
la arquitectura del arbol y eliminacién de malezas durante la temporada de lluvias. Por lo anterior

se hace necesario desarrollar alternativas de control a la enfermedad del hongo Tiz6n Suizo.

El presente proyecto busca al futuro, fundamentar investigaciones aplicadas que generen
alternativas integrales de control, en base a los aspectos del ciclo biologico del patogeno, disenar
dosis y fuentes de nutrimentos en su concentracion Optima para el arbol y que a la vez inhiban el

desarrollo del hongo.

(] Zarate L. Director General de Agros Navidad S. A. de C. V. (zaratedl@gmail.com)



OBJETIVO GENERAL

Iniciar el estudio de la biologia del Tizon Suizo en plantaciones forestales comerciales de arboles

de navidad en México.

Objetivos Especificos

e Conocer la actividad biologica anual de Phaeocryptopus gaeumannii (Rhode) Petrak en

las condiciones ambientales de México.

e Desarrollar una dosis nutrimental dptima para el cultivo, que controle al patégeno.

Hipotesis

e Phaeocryptopus gaeumannii en arboles de navidad (P. menziesii) presenta ciclos

reproductivos sexuales durante todo el afio y no solamente en temporada de lluvias.

e El control del patogeno se realiza con nutricion adecuada del cultivo.



CAPITULO 2
REVISION DE LITERATURA

2.1 Tizon Suizo del Follaje Phaeocryptopus gaeumannii (Rhode) Petrak

a) Sintomas y morfologia del teleomorfo

El Tizén Suizo (Swiss Needle Cast), patdgeno de Douglas Fir (P. menziesii), es originado por el
hongo Ascomycota P. gaeumannii; el cual presenta cuerpos fructiferos de color negro
pseudotecios, de hasta 80 um de diametro, en su interior contiene numerosas ascas ovoides a
piriformes, bitunicadas de 40 x 15 pum. Estas ascas contienen en su interior ocho ascosporas

fusiformes, hialinas, didymosporas, de 10 - 15 x 3.5 - 5 pum (Dennis, 1978).

Los sintomas que presentan los arboles infectados son aciculas cloréticas, pobre retencion de
aciculas y reduccion en el crecimiento, en plantaciones severamente afectadas los arboles pueden
perder todo el follaje de afos anteriores, conservando solo las aciculas con crecimiento del afio en
curso, y los signos caracteristicos es la presencia de pseudotecios que se localizan en el envés de

las aciculas (Kimberley, 2011)

El ciclo bioldgico de tizon suizo ha sido estudiado por varios autores principalmente para las
condiciones de la Costa de Oregon en Estados Unidos en el hemisferio norte (Capitano, 1999;
Chastagner, 1983a, Hansen et al., 2000; Manter, 2000; Shaw et al., 2011), y en el hemisferio sur

en Chile (Osorio, 2007) y en Nueva Zelanda (Stone, 2007b).



b) Anamorfo

Stone (1985) colecto aciculas de Douglas-fir ubicados en la costa oeste de Estados Unidos, en el
mes de octubre, sefala la presencia de fialides no proyectadas mas alld del estoma y que al
observarlos son facilmente ignorados, que implican una conidiogenesis detenida y que sugieren la
existencia del estado anamorfo del hongo. Sutton (1980) consider6 al género Rhizosphaera spp.
como el anamorfo de P. gaeumannii; Winton (2007) en su estudio para determinar la posicion
sistematica de P. gaeumannii emple6 analisis filogenéticos de las pequefias (SSU) y largas (LSU)
subunidades y regiones espaciadoras internas ITS de las secuencias de genes nucleares
ribosomales (rDNA) y determina que Rhizosphaera spp. y P. gaeumannii no estan relacionados.
Por similitud morfologica y de sintomas, P. gaeumannii puede ser confundido con el género

Rabdocline (Myren, 1984). Por lo anterior no se conoce el anamorfo de P. gaeumannii.

c) Distribucién

En 1925 P. gaeumannii fue detectado en Suiza, se dispersé hacia Alemania, Dinamarca,
Inglaterra e Irlanda (Boyce, 1940), posteriormente en 1940 se descubrio en seis estados de
Estados Unidos: Connecticut, Maine, Massachusetts, New Hampshire, Rhode Island y Vermont,
(Boyce, 1940); en 1959 se encontr6 por primera vez en plantaciones de Nueva Zelanda; en 1970
el patdégeno se detectd en plantaciones de arboles de navidad de los estados de Oregon y
Washington en Estados Unidos pero no se determiné la magnitud del problema; en 1996 la Swiss
Needle Cast Cooperative de Oregon, EE. UU., reportd 53,050 ha con sintomas de Tizén Suizo y
para 2010 un total de 159,415 ha infectadas el cual es el dafio mas severo (Kanaskie, 2010).
Actualmente se conoce al hongo en Chile, Espafia, Francia, Italia, México y Turquia (Cibrian,
2009; Osorio, 2007; Stone, 2007b; Temel, 2003; Temel, 2004). No existe claridad en el

mecanismo por el cual P. gaeumannii se hizo presente en México. Cibrian (2007) ubica la



presencia de la especie en bosques naturales de P. menziesii en Chihuahua, Durango, Coahuila,
Nuevo Leon, Querétaro, Puebla, Tlaxcala, Veracruz; ademas del Distrito Federal y el Estado de
México; en éste ultimo se reportd también para plantaciones de arboles de navidad que emplean

como especie principal a P. menziesii (Cruz, 2007).

El Tizon Suizo es un patdgeno que no se ha estudiado ampliamente en México pero es de gran
importancia en plantaciones mexicanas de arboles de navidad al generar perdidas del 25% de la
superficie plantada. (Zarate L.)'"!. Su incidencia en los 4rboles requiere de una inversién alta en
agroquimicos como un método de control, por lo cual es importante desarrollar alternativas que
permitan reducir el costo econdmico y ambiental. En el afio 2003 se reconocid la presencia de
tizén suizo en plantaciones de arboles de navidad en el Estado de México, particularmente el lote
“Ladera”, y para 2005 se identificO un aumento notable en la tasa de infeccion en el lote
“Leafios”, para finales de 2006 y principios de 2007 se presentd un evento de defoliacion en 12
ha, con densidad de 3500 arboles/ha, 42,000 arboles con un costo en el mercado de
$9°240,000.00, tuvieron defoliaciones de medias a severas, por los niveles de dafio que se
observaron, la plantacion comercial estuvo en riesgo de supervivencia (Zarate L, comunicacion
personal, 2010). Se efectiio un primer estudio del tizon suizo que abarcé de marzo a septiembre
de 2006 (Cruz, 2007) y fue la base para el disefio de medidas de control quimico que reducen
temporalmente la poblacion del patdgeno, sin embargo, se hace presente afio con afio en
diferentes grados de incidencia (Zarate L, comunicacion personal, 2010). Es posible que el
desconocer las fases de desarrollo del patogeno durante el periodo de octubre a febrero
contribuye a expandir la infeccion al efectuar labores culturales o al distribuir y vender arboles

infectados.

(] Zarate L. Director General de Agros Navidad S. A. de C. V. (zaratedl@gmail.com)



2.2 Arbol de Navidad Douglas-fir: Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco

El cultivo en vivero inicia con la siembra de semilla, abarca la esterilizacion de contenedores,
preparacion de sustratos, riegos y fertilizaciones con dosis total anual de 40-50-20 con fuentes de
nutrimentos sulfato de amonio, superfosfato de calcio simple y cloruro de potasio. Posterior a
¢ésta, se realizan transplantes a contenedores de mayor volumen y se contintian los riegos y
fertilizaciones con la misma dosis a lo largo de otro afio, al término del cual las plantas estan en
condiciones de ser enviadas a plantacion. En la etapa de vivero las enfermedades mas comunes
son las generadas por el complejo “Damping off” y Botrytis spp. en escala menor, e incluso rara
vez, es posible encontrar Fusarium spp. o Phythopthora spp. las cuales son controladas con

fungicidas quimicos comerciales (Zarate L, comunicacion personal, 2010).

El cultivo en plantacion es factible de dividirlo en tres fases: establecimiento de la plantacion,

mantenimiento de la plantacion y cosecha.

El establecimiento de la plantacion comprende la preparacion del terreno, el cual consiste en
un subsoleo, paso de arado y rastreo, para ofrecer mejores condiciones al enraizamiento; continua
con el trazo de la plantacion seguida de la apertura de cepa y trasplante con fertilizacion de fondo
y empleo de insecticida granulado, para evitar la incidencia de plagas del suelo en la raiz;

posterior a ello, se efectlian uno o dos riegos de auxilio.

El mantenimiento de la plantacion incluye la fertilizacion edéfica anual en el mes de agosto
con dosis 250-90-60 con fuentes de nutrimentos urea, superfosfato de calcio triple y cloruro de
potasio y foliar con dosis 40-50-20 con fuentes nutrimentales sulfato de amonio, superfosfato de

calcio simple y cloruro de potasio, monitoreo mensual para el control de plagas y enfermedades,



control de malezas durante los meses de junio a septiembre, en el mes de junio se realiza cajeteo
para favorecer el acumulamiento de agua, una poda de formacioén durante los meses de mayo a
agosto y poda de afinacién en los meses de septiembre y octubre, el mantenimiento a brechas
cortafuego se realiza en el mes de enero. La cosecha y comercializacion engloba toda una serie de
actividades de oferta y promocion de los productos a lo largo del afio, que por la naturaleza de

consumo se divide en menudeo y mayoreo (Zarate, L. comunicacion personal, 2010).

Los insectos y enfermedades pueden tener efectos importantes sobre el crecimiento de los
arboles de navidad, su apariencia y valor. Follaje faltante o muerto, un tallo torcido o pequefias

escamas blancas en el follaje reduciran el valor del arbol o inclusive pueden hacerlo invendible.

Las primeras plantaciones para la produccion de arboles de Navidad en México se
establecieron en la década de los setenta, aunque la mayor parte de este agronegocio se desarrolld
a finales de la década de los noventa. En la actualidad existen en nuestro pais un poco més de 500
proyectos de plantaciones forestales comerciales especializadas en el cultivo de arboles de
Navidad, de los cuales 22 % ya estd en produccion. La superficie plantada actualmente es de
aproximadamente 1,750 ha en 14 estados, destacando el Estado de México con 800 ha; el Distrito
Federal con 220 ha; Guanajuato con 210 ha, Veracruz con 195 ha; Michoacén 130 ha y Puebla
con 100 ha, el resto se distribuyen en Hidalgo, Morelos, Nuevo Ledn, Querétaro, Tamaulipas y
otras entidades (CONAFOR, 2009). Las especies que mas comunmente se cultivan en México
como arboles de navidad en plantaciones especializadas son Pino ayacahuite (Pinus ayacahuite
var. veitchii), Abeto Douglas (Pseudotsuga menziesii; sin. P. macrolepis), Pino pifionero (Pinus
cembroides), Oyamel (Abies religiosa), Pino alepo (Pinus halepensis) y su ciclo de produccion

varia entre cinco y ocho afios.
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2.3 Silicio

El silicio esta presente en todas las plantas en cantidades equivalentes a los macronutrientes pero
no es considerado un elemento esencial por lo que es omitido de muchas formulaciones nutritivas
(Epstein, 1999) sin embargo, en ausencia de silicio las plantas vasculares son mas vulnerables a

patogenos, insectos fitofagos y herbivoros (Aguirre, 2007).

El silicio en las plantas les proporciona resistencia mecanica al ataque de enfermedades,
disminuye la transpiracion del cultivo, atenua o elimina los efectos adversos provocados por el

exceso de fosforo, metales pesados, o la salinidad del medio (Epstein, 1999).

Osnaya (1994), menciona que el uso de una solucion de silicio en dosis de 100 ppm aplicada
de manera foliar en cultivo de rosa contra la germinacion de conidios de Sphaerotheca pannosa
(Wallr. Ex Fr.) Lév. disminuy¢ el desarrollo del tubo germinativo en proporcion directa con la

disminucion en la germinacion de conidios.
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CAPITULO 3
ALGUNOS AVANCES EN LA BIOLOGIA DE TI1ZON SUIZO EN MEXICO
RESUMEN
En México el Tizéon Suizo, Phaeocryptopus gaeumannii, reduce la calidad y produccion de
arboles de navidad de Pseudotsuga menziesii con dafios significativos observados desde 2005 y
poco se ha hecho para conocer su ciclo bioldgico que permitan desarrollar adecuadas medidas de
control. Por ello el objetivo del estudio fue iniciar a conocer el ciclo bioldgico del hongo a través
de las estaciones de un afno. De verano, 2011 a primavera, 2012 en Valle de Bravo, Edo. de
México se establecio un area experimental en dos lotes con arboles de navidad de nueve afios de
edad. En 49 arboles, a través de siete muestreos y en diferentes edades de aciculas se identifico al
hongo y secuencid; y ademas se evalu6 incidencia, severidad y defoliacion. Para la biologia se
registrd porcentaje de aislamientos, ascosporas en pseudotecios y ascosporas aerotransportadas.
Se identifico a P. gaeumannii y sus secuencias se alinearon con P. gaeumannii en NCBI. Los
porcentajes de incidencia y severidad mostraron ciclos de hasta tres periodos de incrementos. La
defoliacion fue severa y directamente proporcional con la edad de las aciculas. En primavera fue
la mayor actividad bioldgica del hongo con el mayor niimero de aislamientos, cantidad de
ascosporas en pseudotecios y un periodo de ascosporas aerotransportadas. En general, la biologia
del hongo fue activa en todas las edades de aciculas y a través del afio. La informacion es ttil

para redisefiar estrategias de control de la enfermedad.

Palabras clave: Ascosporas aerotransportadas, incidencia, Phaeocryptopus gaeumannii,

severidad, Pseudotsuga menziesii.
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3.1 INTRODUCCION
El Tizon Suizo (Swiss Needle Cast) es una enfermedad especifica del follaje en Douglas-fir,
Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco, causada por Phaeocryptopus gaeumannii (Rohde) Petrak.
Este Ascomycota fue descrito por primera vez en Suiza en 1925 (Boyce, 1940) en plantaciones
para la produccion de madera y donde redujo el volumen de corta. Skilling (1981) reportd la
enfermedad por primera vez en arboles de navidad, también de P. menziesii, y en los que indujo
defoliacion de aciculas y demerito de la calidad. Estudios parciales sobre su biologia en relacion
con las condiciones ambientales se han enfocado para conocer periodos de infeccion de aciculas
(Chastagner y Byther, 1983a), crecimiento intercelular (Capitano, 1999; Manter et al., 2003;
Stone et al., 2008) y la formacion de pseudotecios (Michaels y Chastagner, 1984). El sintoma
de Tizon Suizo se presenta aproximadamente al afio de la infeccion por un amarillamiento de
aciculas y posterior defoliacion; y los signos del hongo se forman en el envés de las aciculas,
donde los pseudotecios globosos y negros se observan superficiales y alineados sobre los

estomas (Shaw et al., 2011).

La presencia en México de P. gaeumannii se reporta en bosques naturales de P. menziesii
(Cibrian et al., 2007) en 10 estados: Chihuahua, Coahuila, Durango, Estado de México, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz. En el Estado de México ademas en
plantaciones de arboles de navidad de P. menziesii, se observd en 2003 la presencia de tizon
suizo. En 2005 se tuvo un aumento notable en la tasa de infeccion, para finales de 2006 y en
principios de 2007 se relaciond la enfermedad con defoliacion severa en 12 ha que puso en riesgo

la supervivencia de la plantacion (Zarate L, comunicacién personal, 2010)!"

(] Zarate L. Director General de Agros Navidad S. A. de C. V. (zaratedl@gmail.com)
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El primer estudio del Tizon Suizo en México fue en 2006 sobre el analisis de ascosporas
aerotransportadas (Cruz-Juarez, 2007) para hacer eficiente el uso del control quimico con
clorotalonil tal como lo hacen en EE. UU., en arboles de navidad (Chastagner y Byther, 1983a;
Chastagner y Byther, 1983b) y aun asi la enfermedad esta presente en algunos afios y los dafos
son economicamente importantes (Zarate L, comunicacién personal, 2010). En México no
existen estudios del ciclo bioldgico de P. gaeumannii y conocerlo permitiria definir estrategias de
control adecuadas. Asi el objetivo del presente estudio fue iniciar a conocer el ciclo bioldgico del
Tiz6n Suizo en plantaciones de arboles de navidad de Valle de Bravo, Estado de México, y con
la hipotesis de que el hongo se reproduce sexualmente durante todo el afio y no solo en

temporada de lluvias.

17



3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Area de estudio
La zona de estudio se ubico en Valle de Bravo, Estado de México a una altitud de 2550 m, clima
templado humedo [C (W2) (w) b (i) g] (Garcia, 1988), suelo ligeramente acido (pH 6.5) y de
origen volcanico (andosol). Para la toma de muestras, en un lote de produccion de arboles de

navidad de nueve afios de edad, pendiente del 10 %, una incidencia de la enfermedad del 25 % y

severidad del 30 %, se selecciond una parcela de 108 x 20 m (19°09°40” LN y 99°58°51” LO).

3.2.2 Muestreos

Aciculas en ramas. En total se hicieron siete muestreos destructivos. El primero fue un muestreo
preliminar en otofio (diciembre, 2010) y donde se tomaron muestras de ramas seleccionadas de
dos arboles al azar. Para la toma de muestras, cada arbol se dividid en tres tercios (superior,
medio e inferior) y por tercio se tomé una rama al azar y ésta se subdividid en cinco segmentos
segun la edad: brotes apicales (= de seis meses) y aciculas de 1, 2, 3 y 4 afios de edad y que se

determind por la posicion (nimero) de entrenudos de afuera hacia la base de la rama.

Los siguientes seis muestreos fueron principalmente uno por cada estaciéon del afio como
sigue: verano (julio) y otofio (octubre) en 2011; e invierno (febrero) y primavera en 2012. En esta
ultima estacion fueron tres muestreos (marzo, abril y mayo) dado que en esa estacion se reporta
en Nueva Zelanda y EE. UU., la mayor actividad de Tizén Suizo (Stone et al., 2007b; Shaw et
al., 2011). Para cada muestreo fueron 49 arboles al azar y las ramas muestreadas se tomaron s6lo
en los tercios superior y medio (el tercio inferior se elimind en base a que en el muestreo
preliminar se observo severa defoliacion); y cada rama se subdividio en cinco segmentos segun la

edad como ya indicado.
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Aciculas de mantillo. Se hicieron siete muestreos, uno preliminar (dos arboles) y por cada
estacion del afio seis muestreos totales. En cada uno, del dosel de cinco arboles previamente
marcados al azar, se colectaron las aciculas desprendidas, y se tom6 una submuestra de 100
aciculas enteras y al azar para su analisis en el microscopio estereoscopico (American Optical,

StereoStar, USA).

3.2.3 Identificacion

Se hizo en base a la descripcion de sintomas, apariencia de aciculas y signos del hongo. La
descripcion morfologia fue de pseudotecios, ascas y ascosporas segiin Dennis (1978). Por cada
segmento de rama muestreado se seleccionaron al azar dos aciculas con pseudotecios, se hicieron
montajes en acido lactico y midieron en pum cinco pseudotecios por muestra, enseguida se
presionaron y midieron en microscopio compuesto (American Optical, One Ten Microstar, USA)

cinco ascas y cinco ascosporas por pseudotecio.

3.2.4 Actividad bioldgica del hongo

Aislamientos. Para determinar el porcentaje de colonias aisladas del hongo a través de cada
muestreo y seccidon por rama de cinco arboles, se seleccionaron (segun disponibilidad de éstas):
25 aciculas aparentemente sanas y 25 con signos del hongo. Estas fueron desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 1.5 % por 2 min, lavadas tres veces con agua destilada estéril, secadas
(Agrios, 2010) y sembradas en medio de cultivo de Malta Extracto Agar (MEA) al 2 % (Oxoid
LTD, LMO0059, England) mas Agar-Agar (0.5 g por 100 g del medio) (Merck, 101614,
Alemania). Cada acicula se coloco con el envés en contacto con el medio y se incubaron en
oscuridad constante a 21 °C. Las colonias desarrolladas se purificaron por punta de hifa (French y

Hebert, 1980) en MEA al 2 % y se conservaron en tubos inclinados con Papa Dextrosa Agar
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(PDA: dextrosa 14 g, agar agar 16 g, papa blanca sin cascara 200 g, por litro de agua destilada); y

al mes de edad los cultivos se cubrieron con aceite mineral estéril (Quimica Meyer, México).

3.2.5 Caracteristicas culturales

Alicuotas de cinco colonias representativas con tres repeticiones de cada una, se cultivaron por
inoculacion en punto en tres medios de cultivo: Avena Agar (OA: sobrenadante de 12 h de reposo
de 30 g de hojuelas de avena, agar agar 16 g, por litro de agua destilada), MEA 2 % y PDA, se
incubaron en oscuridad constante a 17 °© C por un mes y se caracterizé la morfologia de las

colonias y su didmetro en cm.

3.2.6. Caracterizacion molecular

Con seis cultivos puros del muestreo preliminar y 12 cultivos representativos de los aislamientos
en cada muestreo se extrajo el ADN (Ahrens y Seemiiller, 1992) y por PCR (Reaccion en Cadena
de Polimerasa) se hizo la ampliacion de las regiones internas ITS1 e ITS2 de genes rRNA
(White, 1990); se secuenciaron en dos direcciones (MACROGEN) y analizaron con el programa

DNASTAR vy alinearon en el banco de genes de NCBI.

3.2.7 Microscopia Electronica de Barrido

La forma de estomas en aciculas sanas, posicion y anclaje de pseudotecios y el mecanismo de
abertura de los pseudotecios se observaron con el Microscopio Electronico de Barrido (MEB)
(JEOL, JSM-6390/LGS, Japon) por el método de Bozzola y Russell (1992) en muestras

colectadas en febrero, mayo y julio de 2012.
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3.2.8 Evaluacion de la enfermedad

Dafio. Cada segmento por cada una de las 49 rama en tercio superior y otras 49 en tercio medio
se observaron al microscopio estereoscopico y con base a la ausencia o presencia de pseudotecios
superficiales en el envés de las aciculas, se evaluo: incidencia (porciento de aciculas con al
menos un pseudotecio observado), severidad (porcentaje de area de la acicula con pseudotecios)

y defoliacion (porciento de cicatrices dejadas en tallos).

Ascas y ascosporas en arboles. Para determinar su presencia o ausencia por cada segmento de
ramas de cinco arboles muestreados, se selecciond una acicula con pseudotecios y en cinco de
¢éstos, los de mayor aparente tamafio, se hicieron montajes en acido lactico, se flameo, se

presionaron los pseudotecios y se observaron los montajes al microscopio compuesto a 45X.

Mantillo. Por muestreo, de una acicula con presencia de unos 10 pseudotecios se hicieron
montajes de cinco pseudotecios seleccionados para determinar la presencia de ascas y ascosporas

como arriba descrito.

3.2.9 Ascosporas aerotransportadas

Se elaboraron trampas para capturar ascosporas del aire (Ostry, 1982) con portaobjetos que se
impregnaron de un lado con pegamento de petrolato diluido en hexano (Calderén, 2002). Se
seleccionaron cuatro arboles. Dos de éstos estuvieron ubicados al centro de la parcela de estudio,
denominado Ladera, con pendiente, exposicion al Este, y rodeados de cobertura forestal de una
sierra cercana y que generd un microambiente; y los otros dos arboles se ubicaron fuera del area

de estudio en un predio cercano, denominado Leafios, plano y expuesto a ventilacion.

21



Por tercio de cada arbol se coloco una trampa. En el primer tercio la trampa se colocd en
posicion horizontal con el pegamento hacia arriba, en el segundo en forma vertical con
pegamento orientado hacia el interior del arbol y en el tercero con ubicacion horizontal y
pegamento hacia abajo. Las trampas se colectaron y cambiaron cada semana durante 9.5 meses
(Noviembre 19, 2011 a Agosto 31, 2012). Para el conteo del nimero de ascosporas por trampa,
en cada portaobjetos sobre el area expuesta con pegamento, se agregaron gotas de acido lactico
con azul de algodon, se cubrieron con cubreobjetos y observaron todos los campos con el
microscopio compuesto a 45X. Las observaciones fueron en zigzag y las ascosporas fueron

contadas en base a su forma, presencia de un septo, que fueran hialinas y su tamafio en pm

(Dennis, 1978).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1 Identificacion
El hongo de estudio se identifico como P. gaeumannii. Sintomas. De las aciculas muestreadas a
través del afo, predominaron con coloracion verde (Figura 1A), turgente y aparente tamafio que
se aprecio, no difirié entre aciculas sanas y las enfermas. Estas ultimas solo se diferenciaron por
la presencia de pseudotecios en el envés. En pocas aciculas se observo tenue amarillamiento a

cafesoso tejido del area de acicula con pseudotecios (Figura 1B).

Signos. Solo en el envés se observaron pseudotecios superficiales en hileras y sobre los estomas
de las aciculas, redondos (Figura 1C), de 80 a 100 um de didmetro (Figura 1C, 1D; colectados en
Primavera, 2012), con una pequeia proyeccion (peg) en la base que se ubico en la cavidad del
estoma (Figura 1D, 1E, 1F); y con numerosas ascas de diferentes estados de madurez (Figura
1G), y lo que puede explicar que hubiera diferentes periodos de infeccion por ascosporas. Ascas
claviforme, bitunicadas, ventricose, 40 x 15 um y con ocho ascosporas en arreglo biseriado
(Figura 1H). Ascosporas obovoid cuando maduras, hialinas, didymospora (septo ligeramente

arriba de la parte central) 15 x 6 um (Figura 11).

3.3.2 Caracterizacion molecular

Las 18 secuencias depositadas en NCBI (seis del muestreo preliminar: JN204508-JN204513; y
otras 12 de los muestreos formales y en proceso de deposito), fueron de 498-505 bp y tuvieron
100% de similaridad entre si, y se alinearon en el banco de genes con secuencias de P.
gaeumannii (AY 826766, EU700364, GQ852753, IN408843) con 100 % de maxima identidad y

similaridad.
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Figura 1. A, B, C: Aciculas de Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii) de un ano de edad con
pseudotecios de Tizéon Suizo (Phaeocryptopus gaeumannii) alineados sobre los estomas. D:
Pseudotecios con proyeccion (peg) emergiendo de estomas. E, F: Diferentes formas de aberturas
espontaneas de pseudotecios para exposicion de ascosporas (D-F: en microscopio electronico de
barrido). G, H: Ascas con ascosporas. I: Ascospora (G - I: en contraste de fases). J, K: Colonias
en MEA 2 %. Valle de Bravo, Edo. de México, Méx. Barras de escala: D = 40 um, E = 50 um,

F=80 um, G=30 um, H, [ =10 pum.
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3.3.3 Actividad bioldgica del hongo

Aislamientos. A través de las estaciones del afio se aislaron de una hasta 23 colonias seguin la
estacion y segmento de la rama (Cuadro 1). De los segmentos principalmente de un afio seguido
del de dos afos se aislo el mayor nimero de colonias totales. El menor nimero fue en otofo en
mayoria de edades de aciculas. Es importante hacer notar que en aciculas aparentemente sanas de

9 a 12 meses de edad y sin signos de P. gaeumannii, se aislaron colonias del hongo.

Cuadro 1. Actividad bioldgica de P. gaeumannii sobre aciculas del primer y segundo tercio de

arboles de navidad, P. menziesii.

Parametros 2011 2012 Primavera - 2012
evaluados Verano Otorio Invierno 1 2 3
Cultivos (#)
6 meses 4*[2%* 0/0 Ol 4/4, 2/0 0/0
1 afio 0/10 14 6/9 23/15 9/5 63...
2 1.9.... /0 6 118 118 /.6...v
3 12 /0 12 /0 L3 13
4 /1 /0 /0 /0 /0 /0
Mantillo (#) 0 0 2 0 0 0

*Primer tercio, ** Segundo tercio
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3.3.4 Caracteristicas culturales

Al mes de edad en los tres medios de cultivo las colonias fueron redondeadas, no esporularon y
“umbonate” (superficie levantada al centro). En MEA 2 % de 0.8-1.2 mm de didmetro, margen
lobado, al frente grisaceo a blanco o blanquesino y blanco-rosaceo, con margen delineado gris
oscuro y reverso gris oscuro a negro. En PDA de 1.0-1.4 mm de diametro, margen lobado, al
frente gris claro a rosadceo, margen café olivaceo y reverso gris 6 gris oscuro. En OA de 0.8-1.1
mm de diametro, margen lobado, entero y aserrado (cronate), gris blanco, blanco o gris claro,
margen gris oscuro u olivo y reverso verde negruzco o negro. Los cultivos se depositaron en la
coleccion de cultivos del Laboratorio 128 de Fitosanidad, Colegio de Postgraduados con numeros
de registros CP-A0032 a CP-A049 y el material vegetal en Herbario CMPH (Herbario de

Micologia de Enfermedades de Plantas del Colegio de Postgraduados).

3.3.5 Dafios por la enfermedad

Incidencia. En el tercio superior (linea horizontal sobre los valores a la izquierda de la diagonal
en Cuadro 2) en aciculas de seis meses, hubo un incremento continuo y con baja incidencia final
(0.3-11 %) de otofio a principios de primavera, y una menor incidencia que no progreso a finales
también de primavera; y en el tercio medio (horizontal linea punteada sobre los valores a la
derecha de la diagonal en mismo Cuadro 2) fue un solo incremento de invierno a principios de
primavera y con baja incidencia. En aciculas de un afio en tercio superior, fue un prolongado
incremento de incidencia con hasta 38 % a través de casi todo el afo y decrecid a principios de
primavera; y en tercio medio fueron dos incrementos continuos, uno prolongado de finales de
primavera a otofio y otro corto, € incidencia final menor que en tercio superior (26 y 21 %

respectivamente). En aciculas de dos y tres afios fueron tres continuos incrementos, y con
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maximos porcentajes en mediados de primavera, verano e invierno (14-19 %); y en aciculas de

cuatro afos la incidencia fue la mas baja de finales de primavera a verano (Cuadro 2).

Severidad. A través del afo al igual que en incidencia, hubo continuos periodos de incremento
de severidad (Cuadro 2). En el tercio superior en aciculas de seis meses fue un periodo de otofio a
principios de primavera con baja severidad (7 %) y otro de mayor severidad a finales de
primavera y que no prospero. En aciculas de un afio, en ambos tercios, se apreciaron
principalmente un periodo prolongado de incremento continuo de hasta 45 y 57 % de severidad
alcanzada en otofio. En tercio superior después hubo dos decrementos de severidad en invierno y
principios de primavera; y en tercio medio ademds un periodo corto de incremento de hasta 12 %
de severidad. En aciculas de dos y tres afios fue principalmente un periodo de continuo
incremento de severidad (22 y 16 % respectivamente) de finales de primavera a invierno. En

aciculas de cuatro afos solo en verano hubo registros de severidad.

La informacién anterior indicd que tanto en incidencia como en severidad la enfermedad
estuvo presente todo el afio y en todas las ramas de los tercios del arbol. También, debido a que a
través de algunas estaciones hubo un continuo y ascendente porcentaje de incremento de
presencia de pseudotecios, que fue en que se determind la incidencia y severidad, por esta razon,
esta informacion puede indirectamente ser estimada como un indicativo de varios periodos de
infecciéon (Cuadro 2). La mayor incidencia y severidad en aciculas de uno y dos afios
determinada, fue también observada para severidad en otros estudios en EE. UU. (Hansen et al.,
2000). En general las aciculas infectadas puede ser un foco de inoculo constante por la dispersion
de ascosporas producidas por los pseudotecios y después llevadas por el viento y otros agentes

dispersores y que explicarian varios de los periodos de incremento en incidencia y severidad.
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En EE. UU., algunos estudios han mostrado un periodo de infeccion por P. gaeumannii en
arboles de navidad a principios del verano, y hay indicaciones de dos periodos de infeccion a
finales de primavera y de otofio (Chastagner and Byther, 1983). Lo anterior soporta la
informacion de este estudio de varios periodos de progreso de la enfermedad en diferentes
estaciones del afio. Por consecuencia se puede inferir que las medidas de control quimico serian
en diferentes periodos del afio, también discutido por otros autores (Chastagner and Byther,

1983), y no solo en uno como actualmente se hace en la regioén de estudio y con clorotalonil.

Defoliacién. A través de los muestreos se encontrd que el nimero de aciculas adheridas a tallos
se increment6 en ambos tercios en forma ascendente e inversamente proporcional, desde cuatro
afios de edad (bajo niimero, 6 %) hasta los segmentos apicales de 6 meses (exuberante nimero de
aciculas, 83 %) (Figura 2); segundo tercio y lo mismo para primer tercio, =58 % a un afio y 79 %
a seis meses (Figura 2), y a excepcion durante principios a mediados de primavera en que se
invirtié la proporcion. En cuanto a las cicatrices dejadas por aciculas desprendidas, la relacion fue
directamente proporcional a la edad del segmento de la rama y tercio, y de ahi que los porcientos
de defoliacién lo reflejaron (Figura 2). En cuadro 3, aciculas del tercio superior en ambos
segmentos (seis meses y un afio) la defoliacion fue mayor (2-55 %) en relacion al tercio medio
(1-36 %). En aciculas de seis meses, tal defoliacion podria no solo atribuirse al Tizén Suizo,
dado que en ésta etapa el insecto Pandeleteius sp. se alimenta de las aciculas tiernas y se favorece
la defoliacion o posiblemente también puede ser por deficiencias nutrimentales que las deforman

e inducen su desprendimiento.

En el segundo tercio, la defoliacion se incrementd desde 40 (aciculas de dos afos de edad)

hasta 100 % (aciculas de cuatro afios de edad). Los valores mas altos de defoliacion coincidieron
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con el cambio de estacion verano-otofio e invierno-primavera (Cuadro 3). Sin embargo la
defoliacion no puede ser totalmente atribuible a P. gaeumannii, dado que se observaron aciculas
desprendidas sin signos del hongo pero con una coloracion amarilla, al igual que observado en
Oregon, EE. UU. (Hood et al., 1990; Kimberley et al., 2011; Weiskittel y Maguire, 2007). Como
se observd en Figura 2, la defoliacion no fue directamente proporcional con incidencia y
severidad, ambas decrecieron en aciculas de 2, 3 y 4 afios de edad y por el contrario la

defoliacion continto incrementandose en porcientos muy elevados.

La defoliacion a sido atribuida por diversos autores como una consecuencia de la enfermedad
por P. gaeumannii, en éste estudio la Figura 2 sugirié que tal defoliacion puede, ademas de la
enfermedad, atribuirse a deficientes labores culturales como poda y fertilizacion, factores
ambientales tales como la variacion de temperaturas (Stone et al., 2007b) que en la region de
estudio fluctia de -10 °C a 30 °C y la ausencia de lluvias en invierno. Por otro lado, otra
explicacion es que los pseudotecios que se forman sobre los estomas de aciculas obstruyen y
reducen la asimilacion de CO; lo que induce defoliacion (Manter et al., 2000) aunque en este
estudio solo se evalu6 defoliacion en base a cicatrices en tallos de los segmentos. En general la
defoliacién es muy importante por demeritar la calidad de arboles de navidad para su venta y
entonces se comercializan como de segunda calidad, segin los estdndares nacionales e

internacionales del mercado.
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Cuadro 2. Dafio en porciento de pseudotecios de P. gaeumannii sobre aciculas del primer y

segundo tercio de arboles de navidad, P. menziesii.

Parametros 2011

2012 Primavera - 2012
evaluados Verano Otono Invierno 1 2 3
Incidencia (%0)
6 meses 0*/0** 0.3/0 5.5/0.5 11/3.1 0/0 3.4/0
* * ——e —*
1 afio 23/7.7 27/26 38/2.6 27.5/21 0/0 3.419_._?3_
2 /18 45.6 /14; 47.2 /19 /_Z___v
3 /15 ! /1.5 /0.1 /7.3 /0.5
. o . ° ’ v
4 13 /0 /0 /0 /3 /9__._1____
. v
Mantillo (#) 30 25 0 0 0 0
Severidad (%)
6 meses 0/0 1/0 3/0 Thls 0/0 14/0
\ 4 e ¢ 7
1 afio 15/4\2 ..................... 57/45 36/2 17/12 5/0 201.6..‘,
2 17 117 122 /14 125 .[4___
A - A\
3 /15 /16 /13 /0 /11 116
A - v
4 120 /0 /0 /0 /0 /0
Mantillo (#) 25 6 0 0 0 0

*Primer tercio, ** Segundo tercio
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Cuadro 3. Daio en porciento por defoliacion de aciculas del primer y segundo tercio de arboles

de navidad, P. menziesii.

Parametros 2011 2012 Primavera - 2012
evaluados Verano Otofo Invierno 1 2 3
Defoliacion (%)
6 meses 3*/2** 2/1 6/4 14/2 0/0 5/2
1 afio 33/11 55/36 56/26 43/8 21/8 42/23
2 /29 /79 164 164 /40 [74
3 147 /90 /73 /96 /82 /91
4 /88 /100 /100 /98 /88 /98
*Primer tercio, ** Segundo tercio
100 -
A
90 - _ e
_ 7
80 - }/
7/
70 A VZ 7
* s
S 60 - i
Q /
©
% 50 A , //
§ 40 , ,
30 4 /
/
20 - A
7z
10 4 y) Z
y
0
6 meses 1 afio { 6 meses ‘ 1 afio ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 {
Primer tercio Segundo tercio

Aciculas verdes adheridas — & — Defoliadas

—— Incidencia

—e— Severidad

Figura 2. Comportamiento de la defoliacion P. menziesii en relacion a la incidencia y severidad

de P. gaeumannii en aciculas de diferentes edades.

* Promedio del porcentaje acumulado a través de las estaciones del afio y por edad de la acicula.
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3.3.6 Presencia de ascosporas

Aciculas. En general los pseudotecios produjeron ascosporas a través del afo, excepto en otofio y
en invierno que no, o casi no tuvieron ascosporas (Cuadro 4). La mayoria de los pseudotecios de
mediados de primavera si produjeron de 2-16 ascosporas totales en cinco pseudotecios segun el
segmento de rama. El mayor nimero de ascosporas se obtuvo en aciculas de un afio de edad a

través de las estaciones, 80-327 a principios y finales de primavera respectivamente (Cuadro 4).

Mantillo. Solo hubo incidencia de pseudotecios en verano y otofio (Cuadro 2), con severidad de
25 y 6 % respectivamente (Cuadro 2) y se lograron aislar al menos dos colonias (Cuadro 1). Solo
en pseudotecios de verano se observaron al menos 3 ascosporas (Cuadro 4). En los demas
muestreos el mantillo colectado ya estaba en proceso de degradacion por lo que no fue posible

seleccionar pseudotecios y cuando fue posible, éstos tuvieron hasta 11 ascosporas en invierno

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Presencia de ascosporas en pseudotecios de P. gaeumannii sobre aciculas de arboles de

navidad P. menziesii.

Parametros 2011 2012 Primavera - 2012

evaluados Verano Otofo Invierno 1 2 3

Ascosporas (#)

6 meses 0*/0** 0/0 0/0 0/15 0/0 0/0
1 afio 1/13 0/0 0/0 80/5 2/0 32710
2 /34 /0 B8l /5 /0
3 /0 /0 /0 /0 /12 /0
4 /0 /0 /0 /0 /16 /0
Mantillo (#) 0 3 11 0 0 0

*Primer tercio, ** Segundo tercio. Ascosporas en pseudotecios a través del afio.
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Ascosporas aerotransportadas. En ambos lotes las trampas registraron al menos una ascospora
en dos marcados periodos (Figuras 3 y 4). El primer periodo abarcd de invierno 2011 hasta
principios de primavera en 2012 y en el segundo fue del ultimo mes de primavera hasta mediados

de verano.

La trampa en el tercio superior capturd el mayor nimero de ascosporas en ambos periodos en
lote Ladera, y solo en el segundo periodo en lote Leafos. Esto indico6 que las ascosporas
principalmente arriban a las plantaciones de otros lotes de arboles enfermos, vecinos o lejanos.
En ambos lotes, baja fluctuacién ocurrié en trampas del segundo tercio, aunque fue un indicativo
que otra fuente de ascosporas que son liberadas por pseudotecios entre las ramas y pueden

producir también nuevas infecciones.

En lote Ladera en el primer periodo, una alta fluctuacion de ascosporas se registrd en trampas
del tercio inferior y en el segundo lote fue baja. Lo anterior sugirié que otra fuente de ascosporas
que infectan las aciculas de ramas del tercer tercio dentro del cultivo, probablemente provienen

del mantillo.

En el segundo lote, el bajo nimero registrado posiblemente fue por no contar éste con una
barrera fisica, como si lo hubo en el primer lote, y entonces el viento arrastra las ascosporas a
otras areas y lo mismo puede suceder con el mantillo que lo desplace fuera del area de los

arboles.

En ambos lotes, el segundo periodo del patrén de nimero de ascosporas aerotransportadas

coincidid exactamente con los andlisis de Cruz-Juarez (2007) en la region de estudio.
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Cuantitativamente, en el lote Ladera (Figura 3), las primeras ascosporas fueron trampeadas en
Invierno (Enero 19) en el segundo tercio, una ascospora; una segunda captura se dio en Febrero
11 con siete ascosporas en el segundo tercio y 24 en el tercer tercio; en Febrero 25 se capturaron
19 ascosporas en la trampa del segundo tercio. A finales del invierno, en Marzo 17, se
capturaron: 87 ascosporas en el primer tercio, una en el segundo y 59 en el tercer. Esta etapa de
liberacion coincidid con la presencia de ascosporas en los pseudotecios mostrada anteriormente, y
un mes antes de la emision de nuevos brotes y por consiguiente, antes de la aplicacion del control
quimico (clorotalonil) que se realiza en plantaciones de los alrededores. Este seria un aspecto

importante a considerar en el desarrollo de estrategias de control.

Un segundo periodo de dispersion de ascosporas se tuvo a partir de Mayo 19 hasta Julio 28,
donde las ascosporas trampeadas variaron, y el maximo ocurrié en Junio 23 con 63 ascosporas
capturadas en el primer tercio; éste dato coincidi6 nuevamente con los andlisis de Cruz-Juéarez
(2007). En el lote Leafios (Figura 4), no hubo presencia de ascosporas en invierno como en el
lote Ladera, por lo que la captura de ascosporas se presento a partir de Mayo 12 en los tres tercios
y concluy6 en Julio 21, el pico maximo de captura se presentd en Junio 23 con 98 ascosporas en

el primer tercio.
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. *
Nimero de ascosporas

Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago
2011 2012
*Por trampa en: —e—Tercio 1 —&—Tercio 2 —&— Tercio 3

Figura 3. Ascosporas aerotransportadas en lote Ladera de otofio 2011 a verano 2012.

100
90 1
80
70 A
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/- *
Numero de ascosporas
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Figura 4. Ascosporas aerotransportadas en el lote Leafios de otofio 2011 a verano 2012.
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Al sobreponer el nimero de ascosporas trampeadas y acumuladas en porciento por estacion
del afio y en relacién a los porcentajes del progreso de incidencia y severidad (Figura 5), se
observa que se relacionan. Segun varios autores, después de la infeccion por la ascospora, la
presencia de pseudotecios serd un afio después, entonces, la cantidad de ascosporas trampeadas
serian un indicativo de los porcentajes de incidencia y severidad a predecir para el proximo afo.

Aunque esto seria también en funcion de las condiciones ambientales que hubiera.
De manera general se infiere que P. gaeumannii esta presente durante todo el afio en las

aciculas de P. menziesii, con dos predecibles periodos de infeccidbn por ascosporas

aerotransportadas (Figura 5), y hasta tres periodos de ciclos de progresos de incidencia y

severidad (Cuadro 2).

50 1

25 A

Porcentaje (%)

Primavera 1 Primavera 2 Primavera 3 Verano Otofio Invierno Primavera 1

— + —Incidencia —#— Severidad Ascosporas trampeadas

Figura 5. Comportamiento de P. gaumannii en aciculas de P. menziesii a lo largo del afio.
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3.4 CONCLUSIONES
Con la informacion obtenida se tuvieron varios periodos de incidencia y severidad a través del
afo y varias etapas de ascospora aerotransportadas y la actividad bioldgica del hongo es
principalmente alta en segmentos de uno y dos afios de edad. También, los resultados explican
porqué la tunica aplicacion que actualmente el productor hace en la region de estudio, no es
suficiente. Informacion que ayudaria para mejorar las estrategias de manejo de la enfermedad del

Tizoén Suizo en México, y que se espera sean con el menor efecto negativo al ambiente.
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CAPITULO 4
NUTRIMENTOS Y CRECIMIENTO in vitro DE TIZON SUIZO

RESUMEN
El desarrollo de Phaeocryptopus gaeumannii, patogeno del follaje de Douglas-fir, se afecta por la
composicion nutrimental de las aciculas de Douglas-fir, por lo que el objetivo del presente
estudio fue examinar el efecto de diferentes nutrimentos sobre el crecimiento in vitro del
patdégeno. Se establecieron dos experimentos completamente al azar, el primero involucr6 la
siembra de inoculo del patdogeno en 10 tratamientos con diferentes nutrimentos y MEA,
incubados 42 d a 21 °C y oscuridad total, se midi6 el crecimiento y calcul6 la tasa de crecimiento
relativo instantaneo; el segundo consté de 21 tratamientos con nutrimentos en medio liquido
(extracto de papa) incubados 35 d a 23 °C con agitacion a 250 ¢, se midid peso en himedo y
seco. El exceso de macronutrimentos en el medio de cultivo favorecio el crecimiento de P.
gaeumannii, los micronutrimentos lo restringieron; cobre, zinc y manganeso en dosis normal
contribuyeron a reducir el crecimiento del patéogeno. Una dosis balanceada de nutrimentos y
silicio en dosis alta redujo el crecimiento del patdgeno en condiciones controladas. Los resultados
obtenidos constituyen la base para disefiar una formula de fertilizacion para Douglas-fir, que le
permita ofrecer mayor resistencia a los efectos del patdgeno e inhibir parcialmente el desarrollo
de éste.

Palabras clave: Phaeocryptopus gaeumannii, Pseudotsuga menziesii, silicio.
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4.1 INTRODUCCION

El suministro y absorcion de componentes quimicos necesarios para el crecimiento y
metabolismo de un ser vivo puede ser definido como nutricion y los componentes quimicos
requeridos se denominan nutrimentos. La falta o el exceso de un nutrimento genera problemas en
el crecimiento normal de una planta, entre ellos es que la hace susceptible al ataque de
fitopatdgenos. Los mecanismos primarios de resistencia a fitopatdogenos en los que la nutricién
mineral puede afectar, son la formacion de barreras mecanicas, principalmente, a través del
desarrollo de paredes celulares mas gruesas (Mengel y Kirkby, 1987), la sintesis de compuestos
naturales de defensa como fitoalexinas, antioxidantes y flavonoides que proveen proteccion
contra patdgenos, y la activacion de los mecanismos sistémicos de defensa de la planta (Agrios,
2010).

En plantaciones forestales, para la produccion de arbol de navidad, con Douglas-fir
(Pseudotsuga menziesii), ubicadas en Valle de Bravo, Estado de México, anualmente se realiza
una fertilizacion edafica con dosis NPK ha™ de 250-90-60 (urea, superfosfato de calcio triple y
cloruro de potasio) y foliar con dosis NPK ha™ de 40-50-20 (sulfato de amonio, superfosfato
simple y cloruro de potasio) (Rivera, 2010)"®), para favorecer el crecimiento de los nuevos brotes;
sin embargo, éstos brotes son susceptibles a la infeccion del patégeno Tizén Suizo. Este es una
enfermedad del follaje de P. menziesii, causado por el hongo Ascomycota Phaeocryptopus
gaeumannii (Rhode) Petrak, con crecimiento intercelular en el interior de las aciculas y su
sindrome se presenta aproximadamente al afio posterior a la infeccion, mediante un
amarillamiento de aciculas y posterior defoliacion; los signos se observan en el envés de las

aciculas, son pseudotecios globosos y negros, alineados sobre los estomas (Dennis, 1978).

BJ Rivera-Lozano C. Gerente de Produccion. Agros Navidad S. A. de C. V. claudioriveral @hotmail.com
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El-Hajj et al. (2004) llevo a cabo un estudio en Idaho, EE. UU. en el que en un suelo franco-
limoso aplicaron urea como fertilizante en plantas de Douglas-fir de 10 afios de edad, encontro
que P. gaeumannii respondio positivamente al estado nutrimental del arbol hospedero, y que el
incremento de N disponible dentro de las aciculas de Douglas-fir estuvo ligado al incremento de
la severidad de la enfermedad de Tizén Suizo; Kavanagh (2013)* recomendé aplicar fertilizantes
nitrogenados, Unicamente si los niveles de nitrogeno en el follaje eran inferiores a 0.8 %; en
contraste Mulvey et al. (2013) en suelos profundos, de textura fina, alto contenido de N organico
y pH acido (4.5-5.5) fertilizaron arboles de Douglas-fir de entre 10 y 30 afios de edad, con urea,
carbonato de calcio, cloruro de calcio, fosfato monosddico y fosfato monoamoénico y determind
que la fertilizacion, en particular, incrementd la concentracion de nitrégeno en las aciculas de
Douglas-fir y no incrementd los indices de severidad de P. gaeumannii; sin embargo, si
disminuyo la concentracion de P, otros autores han mencionado resultados similares (Mohren et
al., 1986; Gijsman, 1990a; Gijsman, 1990b; Zas, 2003). El objetivo del presente trabajo fue
observar el efecto de algunos fertilizantes comerciales sobre el crecimiento in vitro de P.
gaeumannii y estudiar la relacion de los nutrimentos aplicados a las plantaciones de P. menziesii

sobre los procesos de infeccion y posible control de la enfermedad.

I Kathleen Kavanagh. Forest Resources Department, University of Idaho, Moscow, USA; katyk@uidaho.edu.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Fuente de inoculo
Un cultivo puro de P. gaeumannii (Numero de Accesion NCBI: JN204508), se multiplico
por el método de estriado de la colonia en medio de cultivo Malta Extracto Agar (MEA) al 2 %
(Oxoid LTD, LMO0059, Inglaterra) mas Agar-Agar (Merck, 101614, Alemania), a una
temperatura constante de 21 °C y en oscuridad total durante 30 d, para ser utilizado en los

experimentos.

4.2.2 Crecimiento en MEA y Agar

La concentracion de macro y macronutrimentos de la solucion nutritiva de Hewitt y Smith
(1975), y dos dosis de silicio: 0, 250 y 1000 ppm, fueron usadas para explorar sus efectos en el
crecimiento de P. gaeumannii. Se disefid6 un experimento factorial 3X3 con los factores
nutrimentos y dosis de Si, cada uno con tres niveles, mas el testigo que consistié s6lo en MEA al
2 % (Cuadro 1), con cinco repeticiones, lo que origind un total de 50 unidades experimentales.
Los fertilizantes empleados fueron fosfato monoamonico, sulfato de potasio, sulfato de magnesio,
nitrato de calcio, metasilicato de sodio, sulfato de manganeso, sulfato de zinc, sulfato de cobre,
acido bdrico, molibdato de amonio y solucion de fierro preparada segin la solucion nutritiva
propuesta por Hewitt y Smith (1975). A las soluciones se les adiciond Malta Extracto Agar
(MEA) al 2 % (Oxoid LTD, LMO0059, Inglaterra) mas Agar-Agar (Merck, 101614, Alemania), se
esterilizaron a 120 °C durante 20 min, se les midié6 pH y en su caso se ajustd a 5.5 con acido
sulfarico 0.01 N previamente esterilizado y vaciaron en caja de Petri de 5 cm de diametro. Se
sembraron fragmentos de 1 mm de diametro del indculo de P. gaeumannii en cada una de las
cajas Petri, e incubaron a temperatura constante de 21 °C y oscuridad total durante 42 d, cada 7 d

se registro el crecimiento mediante el incremento en didmetro de la colonia.
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Cuadro 1. Nutrimentos utilizados en el experimento de Phaeocryptopus gaeumannii, in vitro

en MEA al 2 %.

No. Tratamiento Nutrimento Dosis Si

(ppm)
T1 N P K Ca Mg S (macronutrimentos) 0
T2 NPKCaMgS 250
T3 NPKCaMgS 1000
T4 Fe Cu B Mo Zn Mn (micronutrimentos) 0
TS Fe Cu B Mo Zn Mn 250
T6 Fe Cu B Mo Zn Mn 1000
T7 N P K Ca Mg S Fe Cu B Mo Zn Mn (solucién completa) 0
T8 NP K CaMgS Fe CuB Mo Zn Mn 250
T9 NP K CaMgS Fe CuB Mo Zn Mn 1000
TT Malta Extracto Agar al 2% (testigo)

Los datos de crecimiento en diametro se analizaron con la técnica de analisis de crecimiento
(Fisher, 1921), para ello se convirtieron a logaritmo natural (Ln) y posteriormente se realizo una
regresion lineal. Con ello se obtuvo la tasa de crecimiento relativo instantaneo con el siguiente
modelo:

Ln a = b+R (DDIE)
donde: a = variable evaluada, b = valor donde la recta cruza la ordenada, R = Tasa de crecimiento

relativo instantaneo, DDIE = Dias después de iniciado el experimento.

4.2.3 Crecimiento en extracto de papa y medio liquido
La concentracion de macro y micronutrimentos de la solucion nutritiva de Hewitt y Smith
(1975), y dos dosis de silicio: 0, 250 y 1000 ppm, fueron usadas para explorar sus efectos en el

crecimiento de P. gaeumannii. Se disefi® un experimento completamente al azar con 20
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tratamientos y un tratamiento testigo que consistid sélo en extracto de papa (Cuadro 2), con cinco
repeticiones, lo que origind un total de 110 unidades experimentales. Los fertilizantes empleados
fueron fosfato monoamonico, sulfato de potasio, sulfato de magnesio, nitrato de calcio,
metasilicato de sodio, sulfato de manganeso, sulfato de zinc, sulfato de cobre, acido borico,
molibdato de amonio y solucidon de fierro preparada segun la solucién nutritiva propuesta por
Hewitt y Smith (1975). En funcion del tratamiento correspondiente, los fertilizantes se agregaron
a 100 mL de extracto de papa y se les adicion6 1.4 g de dextrosa (J.T. Baker, 1916-01, México)
para obtener un medio liquido por tratamiento, que se esteriliz6 a 120 °C durante 20 min. En
condiciones asépticas de una camara de flujo laminar (Mod. 1839, Thermo Electron Corporation;
Marietta, Ohio, EE. UU.), se midi6 pH del medio liquido y en su caso se ajust6 a 5.5 con acido
sulfarico 0.01N estéril, por cada tratamiento se vertieron 5 mL del medio de cultivo en tubo tipo
Falcon (Becton Dickinson, New Jersey, EE. UU.) de 12 mL de capacidad, con cinco repeticiones
por tratamiento, fragmentos de aproximadamente 1mm (0.002g) de didmetro del indculo de P.
gaeumannii se sembraron en cada uno de los tubos Falcon, los tubos se colocaron en un agitador
(SHKA4000-7, Thermo Scientific, Dubuque, lowa, EE. UU.) a 23 °C y 250 g durante 35 dias. La
colonia se extrajo del medio liquido, se registr6 peso himedo en una balanza electronica con
aproximacion de 0.001 g (AP210-O, Ohaus, New Jersey, EE. UU.) y se colocaron en cajas Petri
de 10 cm estériles para deshidratarlas en estufa de cultivo (Craft Instrumentos Cientificos,

México) a 35 °C durante 48 h, finalmente se registrd peso seco.
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Cuadro 2. Nutrimentos utilizados por tratamiento en el experimento en medio liquido con

extracto de papa y dextrosa.

Tratamient Condiciones
0s
T1 NPKCaMgS
T2 Fe Cu B Mo Zn Mn
T3 NP K CaMgS Fe CuB Mo Zn Mn
T4 NP K CaMgS + 250 ppm Si
T5 NP K CaMgS + 1000 ppm Si
T6 Fe Cu B Mo Zn Mn + 250 ppm Si
T7 Fe Cu B Mo Zn Mn + 1000 ppm Si
T8 N P K CaMgS Fe CuB Mo Zn Mn + 250 ppm Si
T9 N P K CaMgS Fe CuB Mo Zn Mn + 1000 ppm Si
T10 N P K Ca Mg S en dosis doble
T11 Fe Cu B Mo Zn Mn en dosis doble
T12 N P K CaMg S Fe CuB Mo Zn Mn en dosis doble
TI13 CuZn Mn
T14 Cu Zn Mn en dosis doble
T15 N P K Ca Mg S en dosis doble + 250 ppm Si
T16 Fe Cu B Mo Zn Mn en dosis doble + 250 ppm Si
T17 N P K CaMg S Fe CuB Mo Zn Mn en dosis doble + 250 ppm
T18 SlCu Zn Mn + 250 ppm Si
T19 250 ppm Si
T20 1000 ppm Si
T21 Tratamiento testigo: extracto de papa mas dextrosa.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1 Crecimiento en MEA y Agar
La Figura 1 muestra que en todos los tratamientos se present6 el crecimiento de la colonia de
P. gaeumannii, pero sus tasas de crecimiento relativo instantineo (TCRi) se afectaron con
relacion a la TCRi del tratamiento testigo, de éste modo los tratamientos que mostraron la menor
TCRi fueron el TS y T3, seguidos por los T9, T6, T8, T4 y T2 cuya TCRi fue muy similar,

mientras que se favorecio la TCRien los T7 y T1.

Tasa de crecimiento relativo instantaneo

0.4

0.2

|l

TCRI
S
N

T1 T2 T3 T4 5 T6 T7 T8 T9 T

Figura 1. Tasa de Crecimiento Relativo Instantaneo de P. gaeumannii en MEA.

Estos datos sugieren que la adicion de s6lo macronutrimentos en el medio de cultivo, asi
como la combinacion balanceada de macro y micronutrimentos, favorecié la TCRi del hongo en
condiciones controladas; es posible que los micronutrimentos por si solos tengan influencia

negativa en la TCRi, pero su efecto es mayor al adicionar silicio en dosis intermedia (250 ppm
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Si), al incrementar la concentracion de silicio a dosis alta (1000 ppm Si) el efecto sobre la TCRi
se redujo.
Como ya se mencion0, la combinacion de macro y micronutrimentos favoreci6 la TCRi del

patogeno, pero disminuyé conforme aumentd la dosis de silicio.

La respuesta de la TCRi del patégeno a la presencia de silicio, llevo a la inquietud de plantear el

experimento en medio de cultivo liquido.

4.3.2 Crecimiento en extracto de papa y medio liquido

En la figura 2 se observa que los tratamientos que registraron el mayor peso de P.
gaeumannii fueron aquellos con macronutrimentos en dosis doble (T10, T15), seguidos por los
tratamientos con la dosis nutritiva completa (T12 y T17) y el tratamiento con dosis alta de Si
(1000 ppm), es de notar el T4 que sugiere que Si en dosis baja (250 ppm) en combinacion con los
macronutrimentos regula el crecimiento de la colonia. El resto de los tratamientos mostraron un
efecto negativo en el crecimiento del hongo con respecto al tratamiento testigo, pero aquellos
tratamientos con macronutrimentos (T2, T8) son los que mayor influencia negativa tuvieron en el
crecimiento del patogeno; sin embargo, se observd que el Si en dosis alta (1000 ppm Si)
promovi6 el desarrollo del hongo, mientras la dosis baja (250 ppm Si) lo inhibi6o. Los
tratamientos donde se empled Cu, Mn y Zn en dosis normal (T13 y T18) no mostraron diferencia
respecto al testigo, solo en el tratamiento en el que se utilizd dosis doble (T14) se observo una

disminucién en el peso del hongo.

En el segundo experimento, de forma similar al experimento en medio de cultivo in vitro, se

observo que el exceso de macronutrimentos y de Si en el medio de cultivo favorecio el
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crecimiento de P. gaeumannii, mientras que los micronutrimentos y una dosis intermedia de Si lo
restringieron. Los datos del peso en seco no manifestaron ninguna diferencia en relacion a su

peso humedo, el comportamiento fue el mismo.

El N se reconoce como un componente esencial para la vida en general, el P es constituyente
del ATP, DNA y RNA, esta puede ser una de las razones por las que los tratamientos que
incluyeron N y P con dosis doble en su formulaciéon manifestaron la mayor TCRi y mayor peso

hamedo y seco de las colonias de P. gaeumannii.
Peso himedo

0.04 -
0.035 -
0.03 1
0.025 -
0.02 1
0.015
0.01

Peso (mg)

0.005 -

-0.005
-0.01 4

'0.015 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T1l1l T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21

Tratamientos

Figura 2. Peso humedo P. gaeumannii después de 42 dias en extracto de papa y dextrosa en
medio liquido y el efecto negativo de los tratamientos sobre su crecimiento, en relacion al

tratamiento Testigo.
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Los datos del tratamiento que incluyé Cu, Mn y Zn en dosis normal, sugieren que estos
elementos contribuyen a regular el crecimiento del patogeno. Los resultados de los experimentos
in vitro son semejantes con los de El-Hajj et al. (2004) pero contrastan con los de Mulvey et al.
(2013) con relacion a la respuesta del hongo al N, es importante considerar que ambos emplearon
urea en sus experimentos de fertilizacion en Douglas-fir, la diferencia puede deberse a las
caracteristicas de suelo existentes en ambos experimentos. La respuesta en el crecimiento de las
colonias que se obtuvo en los tratamientos que involucraron Si, supone que es un elemento que
debe incluirse en la formula fertilizante de Douglas-fir en Valle de Bravo, debido a que balancea
el contenido nutrimental de la planta (Hodson y Sangster, 1999) lo que se manifiesta con mayor
resistencia a factores abioticos (Epstein, 1999), ademas induce la produccion de fitoalexinas con
actividad antifungica (Epstein, 2001) que podrian reducir la severidad de infeccion de P.
gaeumannii y al traslocarse en la epidermis de las hojas ofrece proteccion contra el ataque de

insectos fitofagos (Epstein, 1999).

La influencia de la fertilizacion en la severidad de las enfermedades es desconocida en la
mayoria de los patosistemas forestales por lo que los datos obtenidos invitan a que el experimento
debe realizarse con todos los nutrimentos por separado para determinar si sdlo N es el que
favorece el crecimiento de P. gaeumannii, y por otro lado determinar al micronutrimento (B, Cu,
Fe, Mn, Mo, Zn) y la concentracion optima de Si que lo restringe, pues en dosis alta, la respuesta

podria atribuirse al sodio presente en la formulacion aplicada.
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4.4 CONCLUSIONES
Se infiere que el hongo fue susceptible al abastecimiento de silicio, particularmente a la
dosis de 250 ppm, ademas, los micronutrimentos en forma conjunta y en particular Cu, Mn y Zn
inhibieron significativamente el crecimiento del hongo. Se sugiere continuar la investigacion para
determinar la dosis necesaria de Cu, Mn y Zn que mejor inhibe la poblacion del patogeno. La
concentracion y balance de la solucion nutritiva empleada puede ser utilizada como base para el
desarrollo de una formula de fertilizacion para Douglas-fir que cause inhibicion al hongo y

permita un crecimiento aceptable del arbol, y considerar incluir al silicio.
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CAPITULO5
TI1ZON SUIZO, SILICIO Y NUTRICION EN ARBOLES DE NAVIDAD
RESUMEN
El Tiz6n Suizo Phaeocryptopus gaeumannii, infecta a Pseudotsuga menziesii que se cultiva como
arbol de navidad, causandole defoliaciones severas y dafios estimados del 20% en el Edo. de
Meéxico. El silicio proporciona a las plantas resistencia mecanica al ataque de enfermedades, por
ello el objetivo del presente estudio fue explorar el posible efecto del uso de nutricion balanceada
complementada con silicio, que inhiba el desarrollo del hongo y favorezca el crecimiento del
arbol. Se empled un experimento factorial 2x2x3 con un diseflo experimental en bloques al azar y
cuatro repeticiones, la unidad experimental fue de un arbol. Tres factores de variacion: fuente de
silicio con dos niveles, método de aplicacion con dos niveles, y dosis de Si con tres niveles, que
generaron 12 tratamientos que se adicionaron con una dosis nutritiva, la variable a medir fue el
porcentaje de defoliacion en segmentos de uno y dos anos de edad, para ello a inicios de invierno
y cada mes; durante primavera se realizaron muestreos de follaje en el primer y segundo tercio
del arbol; en las parcelas testigo se colectd follaje del segundo tercio y se determiné el contenido
nutrimental de las aciculas. No hubo diferencias significativas entre tratamientos para la variable
porcentaje de defoliacion. Se determind deficiencia de fosforo y potasio durante el periodo de
estudio, el resto de los macro y micronutrimentos estudiados se mostraron con niveles normales.
Los sintomas severos de P. gaeumannii sobre Douglas-fir pueden aminorarse al existir un

programa de nutricion balanceada.

Palabras clave: Phaeocryptopus gaeumannii, Pseudotsuga menziesii.
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5.1 INTRODUCCION
El sindrome de Tizéon Suizo (Phaeocryptopus gaeumannii (Rhode) Petrak) se presenta
aproximadamente al afo posterior a la infeccion, mediante un amarillamiento de aciculas y
posterior defoliacion; los signos se encuentran en el envés de las aciculas, donde los pseudotecios

globosos y negros, aparecen alineados sobre los estomas (Dennis, 1978).

El silicio esta presente en todas las plantas en cantidades equivalentes a los macronutrimentos,
pero al no ser considerado un elemento esencial, es omitido de muchas formulaciones nutritivas
(Epstein, 1999) sin embargo, en ausencia de silicio las plantas vasculares son mas vulnerables a
patdgenos, insectos fitofagos y herbivoros (Aguirre, 2007). La presencia de silicio en las plantas,
les proporciona resistencia mecanica al ataque de enfermedades, disminuye la transpiracion del
cultivo, atenua o elimina los efectos adversos provocados por el exceso de fosforo, metales

pesados o la salinidad del medio (Epstein, 1999).

Douglas-Fir (Pseudotsuga menziesii) es una de las especies forestales con contenido de silicio
por arriba del 1%, la deposicion de fitolitos de silicio se realiza en las células de la epidermis y el
mesofilo de la acicula (Hodson y Sangster, 1999), lo que contribuye al ciclo biogeoquimico del
silicio en suelos (Gerard, et al., 2008), no obstante poco se sabe de los beneficios que de ello se
pueden obtener. Por ello el objetivo del presente trabajo fue realizar una exploracion del posible
efecto del uso de la nutricion balanceada complementada con silicio, para reducir la defoliacion

por efecto de Tizon Suizo en el cultivo de arboles de navidad en el Estado de México.
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5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Area de estudio

La zona de estudio se ubico en Valle de Bravo, Estado de México a una altitud de 2660 msnm,
con clima templado humedo (C (W2) (w) b (i) g) (Garcia, 1988) y suelo ligeramente acido (pH
6.5) de origen volcanico (andosol). En un lote de produccion de arboles de navidad de 9 afios de
edad, que present6 una pendiente del 10% y una incidencia de la enfermedad del 25% y severidad
del 30%, se trazo una parcela de investigacion de 108x20m (19°09°40” LN y 99°58°51” LO), que
se dividié en 4 bloques de 27x15m, cada bloque conformado por 12 parcelas de 9x5m, con un
total de 48 parcelas y una parcela externa que correspondi6 al testigo; por cuestiones de manejo
agronomico de la plantacion, en promedio hubo 10 arboles por parcela, con un total de 515
arboles. Es importante mencionar que a excepcion de la eliminacién manual de malezas y poda
de formacion de los arboles, el productor no realiz6 ninguna otra labor de cultivo en el afio previo
y durante el tiempo que dur6 el experimento. En todas las parcelas se aplico la fertilizacion,
Optima balanceada NPK para el género Abies (Flores, 2011). La aplicacion se realizé en el mes
de febrero de 2012, por lo que previo a ella se hizo muestreo de aciculas para determinar el

contenido nutrimental.

Se empled un experimento factorial 2x2x3 con un disefio experimental en bloques al azar y
cuatro repeticiones, la unidad experimental fue de un arbol. Los tres factores de variacion: fuente
de silicio con dos niveles: silifertidol (fertilizante comercial) y metasilicato de sodio; método de
aplicacion con dos niveles: edafico y foliar, y dosis de Si con tres niveles: 100, 550 y 1000 ppm,

se combinaron segiin el método de Yates, lo que produjo 12 tratamientos (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Tratamientos del experimento factorial 2x2x3 en arboles de navidad.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Tratamiento Fuente de silicio Método de Aplicacion Dosis (ppm Si)
T1 Silifertidol Ultra (Si: 42-45%) Foliar 100
T2 “ “ 550
T3 “ “ 1000
T4 “ Edafica 100
T5 «“ “ 550
T6 “ “ 1000
T7 Metalisicato de sodio (Si: 44%) Foliar 100
T8 «“ “ 550
T9 “ “ 1000
T10 “ Edafica 100
T11 “ “ 550
T12 “ “ 1000

ppm Si: partes por millon de silicio en la solucion.

La variable porcentaje de defoliacion se calculo en unidades porcentuales, por lo que mediante
la funcién arcoseno (Y/100)”, se realizé una transformacion previa al analisis estadistico, de éste
modo los datos tienen una distribucion normal y no una distribucion binomial (Little y Hills,

1983).
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5.2.2 Muestreos

En diciembre de 2011 se realizd un muestreo, en las parcelas testigo se tomaron muestras de dos
arboles seleccionados al azar; posterior a la aplicacion de los tratamientos se realizaron muestreos
en cada parcela en los meses de marzo, abril y mayo de 2012. Cada arbol se dividi6 en tres
tercios (superior, medio e inferior), s6lo en los tercios superior y medio se muestred una rama,
¢ésta se subdividio en segmentos por edad que fueron: brotes apicales (£ de seis meses) y aciculas

de 1, 2, 3 y 4 afios de edad.

5.2.3 Evaluacion de la enfermedad

Cada segmento se observo en el microscopio estereoscopico (American Optical, StereoStar, EE.
UU.) y en base a la presencia de aciculas y cicatrices dejadas en el tallo del segmento se evaluo
el porcentaje de defoliacion. En el primer tercio se evalu6 la defoliacion en segmentos de un afo
de edad y en el segundo tercio los segmentos de uno y dos afios de edad, los datos obtenidos se
sistematizaron y posteriormente se hizo andlisis de varianza con el programa estadistico SAS

Version 9.

5.2.4 Analisis vegetal

En las fechas de muestreo mencionadas anteriormente y adicional a las muestras para evaluacion
de la enfermedad, de las parcelas testigo en el segundo tercio del arbol se tomaron muestras de
follaje, aciculas de un afio de edad y brotes recientes, se colocaron en bolsas de polietileno
previamente etiquetadas para su identificacion y se colocaron en un contenedor (5 °C) para ser
trasladadas a laboratorio para determinacion cuantitativa, una vez ahi, se lavaron con agua
destilada y se colocaron en una estufa con conveccion de aire a 75 °C durante 72 horas hasta

alcanzar peso constante. Se realizd analisis vegetal, los nutrimentos analizados fueron N, P, K,
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Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, B y Mn. Para N la matriz organica se mineralizo mediante digestion
hiimeda con una mezcla de acido sulftrico-salicilico y posterior destilacion, por arrastre de vapor,
por el procedimiento semimicrokjeldahl. Se realizd6 una digestion en una mezcla de acido
perclorico-nitrico (1:2), para determinar el resto de los nutrimentos por espectrofotometria de

emision.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Evaluacion de la enfermedad

La wvariable estudiada, porcentaje de defoliacién, no presentd efectos estadisticamente
significativos en todos los muestreos realizados (Cuadro 2), debido posiblemente al corto periodo
de estudio y a que se realizo una sola aplicacion, lo que contrasta con ¢l largo ciclo de vida de P.
gaeumannii y que ya estaba presente en las aciculas al momento de la aplicacion de los
tratamientos; sin embargo, éste estudio es la base para futuras investigaciones, por lo que se
propone realizar el mismo experimento durante mayor tiempo y con mayor numero de

aplicaciones.

5.3.2. Analisis vegetal

Se presentaron factores que no permitieron realizar andlisis de silicio, pero se hicieron
determinaciones de los macro y micronutrimentos presentes en las aciculas para explorar su
comportamiento durante la fase de crecimiento del arbol. En relacion a la concentracion de
nitrégeno (CN) en las aciculas que se presentd en diciembre de 2011 (1.62%) y posterior a la
aplicacion de la solucion fertilizante, se observo una reduccion paulatina en la CN en marzo y
abril de 2012 (1.49%) y en mayo (1.3%) fue inferior al 6ptimo (1.45%) reportado por Ballard y

Carter (1986) (Figura 1).

La concentracion de fosforo (CF) en las aciculas que se presentd en diciembre (0.08%) fue
baja en comparacion con el valor 6ptimo (0.15%); posterior a la aplicacion de la solucion
fertilizante, la CF se mantuvo baja y constante entre diciembre y marzo (0.08%), y en abril

(0.07%) mostro6 reduccion, misma que no vari6 en el mes de mayo de 2012. (Figura 1).
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Cuadro 2. Valores medios transformados de la variable “porcentaje de defoliacion”.

Primavera 1 Primavera 2 Primavera 3
1T 2T 1T 2T 1T 2T
Trat 1A 1A 2A 1A 1A 2A 1A 1A 2A

T1 1.019 0.995 0.673 1.257 1.271 0.775 0.938 1.012 0.604
T2 0.942 1.164 0.422 1.259 1.330 0.433 0.810 0.852 0.510
T3 0.976 1.031 0.729 1.166 1.230 0.774 0.948 0.939 0.361
T4 0.801 1.341 0.857 1.186 1.222 0.785 0.992 1.110 0.677
T5 1.009 1.132 0.737 1.233 1.287 0.949 0.840 0.826 0.290
T6 0.917 1.251 0.641 1.219 1.186 0.579 0.871 1.022 0.267
T7 0912 1.377 1.012 1.140 1.242 0.965 0.605 1.008 0.450
T8 0.722 1.308 0.760 1.252 1.305 0.779 0.849 1.178 0.941
T9 1.078 1.204 0.783 1.142 1.395 0.859 0.643 0.920 0.621
T10 1.019 1.121 0.804 1.400 1.280 0.693 0.939 1.183 0.291
T11 0.945 1.087 0.646 1.180 1.293 00911 0.990 1.031 0.460
T12 0.909 1.150 0.510 1.231 1.346 0.885 0.696 0.944 0.487

Trat: nimero de tratamiento, (ver Cuadro 1.), 1T: primer tercio del arbol, 2T: segundo tercio del
arbol, 1A: un afio de edad del segmento donde se midi6 la variable “porcentaje de defoliacion”,

2A: dos afios de edad del segmento donde se midi6 la variable “porcentaje de defoliacién”.

La concentracion de potasio (CK) en diciembre (0.8%) fue ligeramente mayor al optimo
(0.75%), se mostro una ligera reduccion en el mes de marzo (0.74%), y la tendencia se mantuvo

en abril (0.67%) y obtuvo su valor mas bajo en mayo (0.54%) (Figura 1).

La concentracion de calcio (CCa) en las aciculas tuvo fluctuaciones, pero siempre se mantuvo
por arriba del valor 6ptimo (0.25%); de diciembre a marzo la CCa mostr6 una leve reduccion de
la concentracion en el mes de marzo (0.48%), inici6 la tendencia a incrementar en abril (0.49%)

y el valor maximo se obtuvo en mayo (0.61%) (Figura 1).
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La concentracion de magnesio (CMg) en diciembre fue alta (0.29%) en relacion al valor
optimo (0.12%), se observo una reduccion en marzo (0.08%), con un ligero incremento en abril y

mayo (0.11%) (Figura 1).

El valor 6ptimo de concentracion de manganeso (CMn) reportado por Ballard y Carter (1986)
es de 25 ppm, los valores encontrados fueron superiores, sin embargo, se observé fluctuacion en
las CMn, hubo un descenso en la CMn en marzo (84 ppm), se increment6 en abril (95 ppm), y en

mayo (146 ppm) tuvo su valor méximo (Figura 2).

La concentracion de hierro (CFe) reportada por Ballard y Carter (1986) es de 50 ppm de
hierro, en las aciculas colectadas en diciembre se encontr6 una CFe de 119 ppm, en marzo (53
ppm) se encontrd una disminucién en la CFe, y creci6 de manera gradual en abril (83 ppm) y en

mayo se obtuvo un incremento que lleg6 hasta 297 ppm (Figura 2).

La concentracion 6ptima de Zn es de 15 ppm, se mantuvo en un valor constante de 14 ppm,
durante los meses de marzo a mayo (Figura 2). En comparacion con el valor de la concentracion
de Cu que se obtuvo en diciembre (4 ppm), se presentaron fluctuaciones de concentracion, con
una media aritmética de 3.4 ppm de Cu, ligeramente abajo del valor 6ptimo que es de 4 ppm de

Cu (Figura 2).
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Figura 1. Contenido de macronutrimentos en aciculas de P. menziesii durante el periodo de
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Figura 2. Contenido de micronutrimentos en aciculas de P. menziesii durante el periodo de

estudio.
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5.4 DISCUSION
Las concentraciones mas altas de nutrimentos se presentaron en diciembre, lo que supone que los
arboles absorben y acumulan nutrimentos durante el verano u otofio, para ser utilizadas en
primavera y cubrir las necesidades de nutrimentos durante las fases fenoldgicas de brotacion de
yemas y alargamiento del arbol, que se presentan a partir del mes de marzo y concluyen en mayo.
Sin embargo, ésta reserva es insuficiente para cubrir las necesidades del arbol, la concentracion
de nitrogeno que a inicios de primavera estaba proxima al 6ptimo segun lo reportado por Ballard
y Carter (1986), se redujo conforme avanzo la demanda por los brotes en crecimiento debido a la
alta movilidad del N (Mengel y Kirkby, 1987) y que puede interpretarse como un
comportamiento normal. Esta situacion pudo deberse a que en éste periodo se presenta la fase
fenoldgica de brotacion de yemas y crecimiento, por lo que la demanda de N incrementa y al ser
un nutrimento movil se trasloca hacia los centros de demanda fisiologica. Ademas, este
comportamiento es normal cuando la hoja estd en proceso de crecimiento y aun no esta
metabolicamente madura, por lo que la tasa de acumulacion de biomasa seca es mayor a la tasa
de acumulaciéon del N, lo que produce una dilucién; es decir, menor concentraciéon. La
concentracion de P mostré un comportamiento similar al nitrdgeno, sin embargo, su deficiencia
fue mas notoria debido a que se determind casi al 50% del valor 6ptimo reportado por Ballard y
Carter (1986) para Douglas-fir. La concentracion de K siguid una tendencia similar a los
nutrimentos mencionados anteriormente, se encontraron valores por debajo del dptimo, el balance
de nutrimentos sugirid que éste comportamiento esta dado por el exceso de N, y produjo una leve
deficiencia de K. El exceso de N puede estimular enfermedades por hongos, y dichas
enfermedades son especialmente severas si la disponibilidad de K y P en los cultivos es baja
(Mengel y Kirkby, 1987). El resto de los nutrimentos no manifestd deficiencia en el analisis

foliar, pero si se observé fluctuacion conforme avanza la demanda nutrimental.
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Es importante considerar que para dar la forma conica caracteristica de los arboles de navidad,
el crecimiento de primavera (marzo — abril) del arbol, recibe un proceso de poda que se realiza
entre los meses de junio a agosto y representa perdida de nutrimentos (Cline et al., 2009), que el
productor busca corregir aplicando urea o sulfato de amonio y fosfato diamonico; sin embargo, su
asimilacion por el arbol puede ser limitada, por un lado por al proceso de nitrificacion del
compuesto amoniaco y el cambio en el pH del suelo (Mengel y Kirkby, 1987) por la adicion de
fertilizantes, y por el otro la intensa precipitacion: 404 mm promedio maxima mensual (SMN,
2013), presente entre junio y agosto en el area de estudio, que favorece la lixiviacion de los

nutrimentos y acidificacion del suelo.

Cline et al., (2009) encontraron que Douglas-fir no presenta respuesta a la disponibilidad de
nutrimentos y auxinas posterior a la poda del primer crecimiento, pero si fue altamente sensible
ante la poda del segundo crecimiento; En México, un segundo proceso de poda denominado
“poda de afinacion” se realiza entre los meses de septiembre y octubre, su finalidad es
acondicionar a los arboles con altura comercial, para su cosecha durante noviembre y diciembre,
razon por la cual el productor no considera importante el realizar fertilizacion posterior a la poda
de afinacion, sin embargo, al no reunir los requisitos de calidad que exige el mercado, no todos
los arboles de una misma parcela son cosechados y obliga al productor a realizar entresacas; los
arboles que se quedan en la plantacion no reciben fertilizacion, lo cual explicaria las bajas
reservas de nutrimentos y es un proceso de acumulacion de deficiencias de nutrimentos de al

menos tres o cuatro afios, de los ocho afios en promedio que dura el proceso de produccion.

Por otro lado, Manter et al., (2000) encontr6 que el intercambio gaseoso en las aciculas de

Douglas-fir infectadas por P. gaeumannii y durante su desarrollo como endofitico, se comporta
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de manera normal, pero se ve afectado con la emergencia de los pseudotecios del hongo sobre los
estomas de las aciculas, debido a que una vez que los pseudotecios han emergido, el intervalo de
asimilacion de CO; es inversamente proporcional a la presencia de los pseudotecios, que aunado
a la deficiencia de fosforo, debe influir drasticamente en el proceso de fotosintesis, al tener el
fosforo una activa participacion en la formacioén de las membranas de los cloroplastos (Alcantar-
Gonzalez et al., 2009), efecto que se ve reflejado en clorosis y una severa defoliacion de aciculas.
El presente estudid involucrd la aplicacion de silicio, sin embargo, no se tuvo diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos. Esto debido posiblemente a las reducidas ocasiones
de aplicacion, al breve periodo de estudio y al proceso avanzado de infeccion de aciculas por P.
gaeumannii, sin embargo, los efectos benéficos del silicio reportados por diversos autores en
cultivos basicos (Datnoff, 2011) podrian contribuir a mantener estables los niveles de nutrimentos
en Douglas-Fir, ademas de reducir los efectos del estrés del arbol causados por factores
ambientales y al manejo de la produccién de arboles de navidad por parte del productor, por lo

que se recomienda efectuar esta investigacion durante al menos dos anos mas.
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5.5 CONCLUSIONES

Los arboles presentaron deficiencia de fosforo durante la primavera, la cual se acentia en verano
por la movilidad del elemento hacia las hojas nuevas, lo que generé amarillamiento en las hojas
mas viejas y su posterior defoliacion. Se cuantificé una deficiencia latente de potasio. La
fertilizacion contribuyo al crecimiento del arbol, sin embargo la escasa fertilizacion durante el
manejo del arbol en el ciclo anterior inhibi6 el crecimiento del arbol dado al desbalance N:P:K
que presento en el ciclo de crecimiento del estudio, esto es el balance dptimo de la bibliografia es
9.7-1-5 y el del estudio fue 19.7-1-9.1 lo que acrecento la susceptibilidad del arbol al hongo.

Los sintomas severos de P. gaeumannii sobre Douglas-fir pueden aminorarse al existir un
programa de nutricion balanceada, desarrollado en funcion del andlisis nutrimental realizado cada

seis meses como minimo.
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CAPITULO 6
DISCUSION GENERAL
En relacion a la biologia de P. gaeumannii sobre P. menziesii, de las aciculas muestreadas a
través del ano, predominaron con coloracion verde y turgente, que se aprecid no difirié entre
aciculas sanas y las enfermas. Estas ultimas solo se diferenciaron por la presencia de
pseudotecios en el envés. En pocas aciculas se observo tejido con un tenue amarillamiento a
cafesoso, aunque los sintomas reportados para P. gaeumannii son amarillamiento de aciculas y
una intensa defoliacion (Hood et al., 1990; Kimberley et al., 2011). Defoliacion fue evidente en
el area de estudio en dos estaciones del afio, el primero en el cambio de estacion verano-otofio, y
el segundo en invierno-primavera, en ambas ocasiones las aciculas defoliadas no mostraban
signos de la enfermedad y cuando los presentaban los porcentajes de severidad eran bajos y en
desproporcion a la defoliacion, lo cual sugiere que ademas de la incidencia de P. gaeumannii
sobre el arbol, existen factores que influyen en los indices de defoliacion, como pueden ser el
efecto del control quimico con clorotalonil (Stone et al., 2007a), climaticos como la temperatura
(Stone et al., 2007b), y labores culturales principalmente poda y fertilizacion, otro efecto del
patégeno es que los pseudotecios se forman sobre los estomas y obstruyen y reducen la
asimilacion de CO, (Manter et al., 2000). La posible abscision espontanea de aciculas verdes es

otro aspecto a investigar y los factores relacionados.

Indirectamente se encontré que alta incidencia y severidad de la enfermedad se tuvo en tres
ocasiones a lo largo del afio, por lo que se infiere que P. gaeumannii esta presente durante todo el
afio en las aciculas de P. menziesii, y que los procesos de infeccion se dan no soélo por la
dispersion de ascosporas aerotransportadas, también influye la presencia de pseudotecios con

ascosporas presentes en las aciculas y que infectan a las aciculas con las que entran en contacto.
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Se registraron dos periodos de captura de ascosporas aerotransportadas, con picos maximos en
principios de primavera (marzo) y verano (junio); Michaels y Chastagner (1984) también
reportaron dos periodos de dispersion de ascosporas, el primero en primavera y el segundo en
otofio. Cruz-Juarez (2007) reporté un solo pico de captura de ascosporas aerotransportadas en
verano, el cual coincide con nuestros datos, su periodo de estudio abarco de abril a septiembre de
2006, posiblemente por ello no detectd el periodo de liberacion en primavera, y tal informacion
fue la base para el disefio de medidas de control quimico por parte del productor, sin embargo los
datos de éste estudio sugieren que dichas medidas se realizan de manera incompleta y deben
modificarse. Durante la dispersion de ascosporas de primavera se inicia la poda de formacion de
arboles, actividad que es una potencial fuente de dispersion del indculo, pues las herramientas
usadas entran en contacto con aciculas con signos de la enfermedad y los métodos de
desinfestacion de herramientas pudieran no ser efectivos, ademés de que no se desinfestan cada

vez que se poda un arbol, sino hasta que el podador lleva cierta cantidad de arboles podados.

En lo que respecta a los estudios in vitro de el desarrollo de P. gaeumannii, el crecimiento del
hongo a las dosis altas de los macronutrimentos disminuy0, lo que se atribuy6 a que el 70% del N
total usado en el experimento fue nitrato y el resto en amonio, por lo que se infiere que el hongo
fue susceptible a la fuente de N amoniacal. Se determind también que la dosis alta de
micronutrimentos y en forma conjunta de Cu, Mn y Zn decrecid el desarrollo del hongo, por lo
que se infiere que éstos nutrimentos inhiben el desarrollo del hongo y se sugiere continuar la
investigacion para determinar la dosis necesaria de Cu, Mn y Zn que mejor inhibe la poblacion

del patdgeno.
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La concentracion y balance de la solucion nutritiva empleada puede ser utilizada como base
para el desarrollo de una férmula de fertilizacion para Douglas-fir que cause inhibicion al hongo
y permita un crecimiento aceptable del arbol. La respuesta en el crecimiento de las colonias que
se obtuvo en los tratamientos que involucraron silicio, supone que es un elemento que debe
incluirse en la formula fertilizante de Douglas-fir en Valle de Bravo, debido a que balancea el
contenido nutrimental de la planta (Hodson y Sangster, 1999) lo que se manifiesta con mayor
resistencia a factores abioticos (Epstein, 1999), ademas induce la produccion de fitoalexinas con
actividad antifungica (Epstein, 2001) que podrian reducir la severidad de infeccion de P.
gaeumannii y al traslocarse en la epidermis de las hojas ofrece proteccion contra el ataque de

insectos fitofagos (Epstein, 1999).

En el experimento desarrollado en campo, las mas altas concentraciones de nutrimentos se
presentaron en diciembre, lo que supone que los arboles generan reservas de nutrimentos durante
el verano u otofo, para ser utilizadas en primavera y cubrir las necesidades de nutrimentos
durante las fases fenolodgicas de brotacion de yemas y elongacion del arbol, que se presentan a
partir del mes de marzo y concluyen en mayo. Sin embargo, ésta reserva es insuficiente para
cubrir las necesidades de arbol, la concentracion de N que a inicios de primavera estaba proxima
al optimo segun lo reportado por Ballard y Carter (1986), se redujo conforme avanza la demanda
por los brotes en crecimiento debido a la alta movilidad del N (Mengel y Kirkby, 1987) y que
puede interpretarse como un comportamiento normal. La concentracion de P y K mostré un
comportamiento similar al N. El balance de nutrimentos sugirié6 que éste comportamiento esta

dado por el exceso de N, y produjo una deficiencia latente de K.
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El exceso de N puede estimular enfermedades por hongos, y dichas enfermedades son
especialmente severas si la disponibilidad de K y P en los cultivos es baja (Mengel y Kirkby,
1987). El resto de los nutrimentos no manifestd deficiencia en el andlisis foliar, pero si se

observo fluctuacion conforme avanza la demanda nutrimental.

Es importante considerar que la poda realizada para dar la forma conica caracteristica de los
arboles de navidad, representa perdida de nutrientes (Cline et al., 2009), que el productor busca
corregir aplicando urea o sulfato de amonio y fosfato diamonico; sin embargo, su asimilacion por
el arbol puede ser limitada, por un lado por al proceso de nitrificacion del compuesto amoniaco y
el cambio en el pH del suelo (Mengel y Kirkby, 1987) por la adicion de fertilizantes, y por el otro
la intensa precipitacion: 404 mm promedio maxima mensual (SMN, 2013), presente entre junio y

agosto en el area de estudio, que favorece la lixiviacion de los nutrimentos.

No se tuvo diferencia significativa a la aplicacion de silicio entre los diferentes tratamientos,
debido posiblemente a las reducidas ocasiones de aplicacion, al breve periodo de estudio y al
proceso avanzado de infeccion de aciculas por P. gaeumannii, sin embargo, los efectos benéficos
del silicio reportados por diversos autores en cultivos basicos (Datnoff, 2011) podrian contribuir
a mantener estables los niveles de nutrimentos en Douglas-Fir, ademds de reducir los efectos del
estrés del arbol causados por factores ambientales y al manejo de la produccion de arboles de
navidad por parte del productor, por lo que se recomienda efectuar esta investigacion durante al

menos dos afios mas.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES GENERALES
Con la informacién obtenida se mostrd6 que hay varios periodos de ciclos de incidencia y
severidad a través del afio y varias etapas de ascospora aerotransportadas y la actividad bioldgica
del hongo es principalmente alta en segmentos de uno y dos afios de edad. También que la

defoliacion fue alta y a través de todo el ano.

El crecimiento del hongo a las dosis altas de los macronutrimentos disminuy6 con la aplicacion

de nitrato, y se infiere que el hongo es susceptible a la aplicacion de N amoniacal.

Se determin6 también que una dosis alta de micronutrimentos en forma conjunta de Cu, Mn y Zn
decreci6 el desarrollo del hongo, por lo que se infiere que €stos nutrimentos inhiben el desarrollo
del hongo y se sugiere continuar la investigacion para determinar la dosis necesaria de Cu, Mn y

Zn que mejor inhibe la poblacion del patdogeno.

Los arboles presentan deficiencia de P y K durante la primavera.

Los avances generados de la biologia de la enfermedad y la fertilizacion balanceada pueden ser

empleados como parte de una estrategia de control integrado, que cause inhibicion al hongo y no

afecte la fisiologia del arbol.
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