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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018 076

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Alternativas de control biolégico para Phoradendron spp. en arboles forestales de los 65,000
municipios de General Cepeda y Arteaga, Coahuila.

2.- Introduccion

México es uno de los cinco paises con mayor diversidad biologica en arboles forestales, junto con Brasil, Colombia e
Indonesia y a causa de los muérdagos hay pérdidas de madera por 2 millones de metros cubicos al afio. En los
bosques, los muérdagos son el segundo agente bioldgico de perturbacién después de los descortezadores
(CONAFOR, 2010; SEMARNAT, 2012). Los géneroe mds importantes de muérdagos en Mexico son de la Familia
Viscaceae (Arceuthobium sp. y Phoradendron sp.) y de la Familia Loranthaceae (Psittacanthus sp., Cladocolea sp. y
Struthantus sp.) (Cibrian et al., 2007), y los principales efectos que causa el muérdago en el arbol hospedero son:
deformacion del tallo infectado, pérdida de crecimiento, aumento en la susceptibilidad a otras enfermedades e insectos
y reduccion de su longevidad. La presencia del muérdago y la mortalidad causada por eéstos tiene efectos ecologicos
y economicos significantes en bosques y areas de recreacion severamente infestados (Geils y Vazquez, 2002). En
Coahuila, las principales localidades que han sido reportadas con arboles severamente infestados con muérdago del
género Phoradendron son: la Presa el Tulillo, en el municipio de General Cepeda; la sierra de Huachichil y Los Lirios,
ambos en el municipio de Arteaga. Los arboles hospedantes son principalmente Prosopis glandulosa, Quercus
striatula, Juniperus spp. y Cupressus arizonica (Amaro, 2013).

Actualmente, la Unica medida de control de muérdago autorizada en arboles forestales es la poda, ya que el uso de
herbicidas y otros tipos de productos quimicos no son apropiados debido a su impacto ambiental, social y economico
(Arriola-Padilla et al., 2012). En cuanto al desarrollo de un meétodo de control biologico para Phoradendron, las
escasas investigaciones solo han reportado algunos hongos patégenos de muérdago como candidatos a usarse como
biocontroles (Paz et al., 2013; Vazquez et al., 2006), por lo que se hace necesaria una investigacion destinada a
probar estos posibles candidatos tanto en laboratorio como en campo, asi como proponer una opcion alternativa
probando algunos metabolitos secundarios derivados de los hongos fitopatogenos detectados en las diferentes
especies de Phoradendron que afectan al arbolado forestal dentro del estado de Coahuila.

Objetivos

1. Verificar morfoldgica y molecularmente las especies de Phoradendron que parasitan los arboles de Prosopis
glandulosa en la Presa El Tulillo, en el municipio de General Cepeda; y los arboles de Quercus striatula y
Juniperus spp. en la sierra de Huachichil, en el municipio de Arteaga, Coahuila.

2. Determinar los hongos asociados a las especies de Phoradendron que parasitan los arboles de Prosopis
glandulosa, Quercus striatula y Juniperus spp. en las localidades bajo estudio.

3. Determinar la selectividad de los hongos asociados a las especies de Phoradendron tanto en el muérdago
como en las especies forestales in vitro.

4. Extraer metabolitos secundarios de los hongos que resulten con mayor patogenicidad y especificidad para los
muérdagos y evaluar su desempefio como control biolégico in vitro y en campo.

Hipdtesis
Por lo menos un metabolito secundario de los hongos asociados a muérdago reducird significativamente las
poblaciones de Phoradendron spp. en las poblaciones de arboles forestales bajo estudio.

3.-Revision de Literatura

El control de los muérdagos es un problema muy serio para la sanidad forestal, ya que desde el punto de vista
normativo su control esta sujeto a la NOM-045- SSA-1993 y al Manual de Sanidad Forestal (CONAFOR 2010)
debiendo utilizarse solo los métodos y productos quimicos que indiquen estos documentos. El control quimico a base
de herbicidas como el Ethephon y el Esteron 47*M matan |a parte aérea del muérdago pero no es recomendable su
aplicacion por el grado de fitotoxicidad al hospedero y a las plantas asociadas (Quick, 1963 y Adams et al., 1993). Los
métodos culturales discutidos por Franquel y Adams (1989), Hawksworth y Scharpf (1981) y Hernandez (1991) se
refieren a la poda del muérdago, pero este vuelve a retofiar después de seis meses a un afio, ya que solo se elimina la
parte aérea pero no sus haustorios.

El control biolégico se plantea como una alternativa ecologica y socialmente sustentable. Al respecto, el producto
conocido como “Muérdago Killer” es un_producto formulado a base de Algas diatomeas y recomendado por la

2

Subdireccion de Programacion y Evaluacion PYE-01




CONAFOR para que fuera utilizado por algin tiempo, resultando muy efectivo para dar muerte al muérdago pero
inaccesible econémicamente para controlar grandes areas de arboles forestales. Las alternativas de control biologico
con insectos o microorganismos han sido poco exploradas aun, quedandose en el reporte de los insectos u hongos
asociados a diferentes especies de muérdago (Arriola-Padilla et al., 2012; Baranyay y Khutson, 1978; Cardenas et al.
2014: Mark et al. 1976; Vazquez et al. 2006). Para el caso de Coahuila, Paz et al., (2013) encontraron que Afternaria
alternata, A. infectoria y Fusarium oxysporum causan necrosis en las hojas de Phoradendron macrophyllum en el
municipio de Saltillo. Este mismo autor reporta una incidencia de P. macrophylium en Prosopis glandulosa de 82.5%,
en la presa El Tulillo, municipio de General Cepeda, en Coahuila, mientras que P. bolleanum tiene una incidencia de
93.3% en Cupressus arizonica en el cafidn de los Lirios (Amaro, et al., 2013) y P. tomentosum tiene una incidencia de
57% en Quercus striatula en el cafion de Huachichil (Ocafa, et al., 2010), ambas localidades en el municipio de
Artega, Coahuila.

4 .- Procedimiento Experimental

Identificacion de las especies de muérdago que parasitan los arboles forestales en las zonas de estudio

Muestreos

Se realizaran colectas de muérdago del género Phoradendron que parasitan los arboles de Prosopis glandulosa en la
Presa El Tulillo, en el municipio de General Cepeda; y los arboles de Quercus striatula y Juniperus spp. en la sierra de
Huachichil, en el municipio de Arteaga, Coahuila.

Identificacion morfologica

El material colectado se herborizara y se llevara al herbario de la UAAAN donde se solicitara el apoyo del personal
especializado en taxonomia vegetal para determinar el género y la especie a la que pertenecen. Se usaran las claves
de Kuij (2003), Marroquin (1976), Rzedowski (2006) y Cibrian et al. (2007).

Identificacion molecular

E| material colectado se procesara en el Laboratorio de Parasitologia Molecular para extraer ADN por el metodo de
CTAB (Posso et al., 2009). Se obtendra un producto de PCR utilizando los primers 18S rDNA (Murray y Thompson
1980) el cual se mandara secuenciar y las secuencias se compararan con la base de datos en el Gen Bank.

Determinacion de hongos asociados a las especies de muérdago bajo estudio

Muestreos

Se realizaran colectas de hojas de muérdago (que presenten sintomas y signos de enfermedad causada
potenciaimente por hongos) del género Phoradendron que parasitan los arboles de Prosopis glandulosa en la Presa El
Tulillo, en el municipio de General Cepeda; y los arboles de Quercus striatula y Juniperus spp. en la sierra de
Huachichil, en el municipio de Arteaga, Coahuila, en los meses de junio, agosto y octubre del presente ano.

Crecimiento de hongos asociados y purificacién de cepas

Las hojas colectadas de desinfestaran superficialmente y se sembraran en cajas Petri usando medio Papa-Dextrosa-
Agar (PDA). Las cajas Petri se incubaran a 25°C por 20 dias. Los hongos obtenidos mediante esta técnica se
purificaran por punta de hifa y por cultivo monosporico en el laboratorio de Fitopatologia del Departamento de

Parasitologia

Identificacion morfolégica y molecular de hongos asociados

Los hongos se identificaran por medio de las claves de Abad (2002); Neergaard (1977) y Barnett (1998). Para la
identificacién molecular, se hara una extraccién de ADN por el método de CTAB (Posso et al., 2009) y se amplificara
mediante PCR usando los primers ITS4 e ITS5. El producto de la PCR se mandara secuenciar y se comparara la

secuencia con el Gen Bank.
Determinacion de selectividad de los hongos asociados

Los hongos asociados se creceran en cajas Petri con medio PDA para incrementar el inéculo. Las concentraciones de
esporas a usar en los bioensayos seran de 1X108, 1X107 y 1X10° esporas por mL.

Para cada bioensayo se colectaran previamente hojas aparentemente sanas de los muérdagos bajo estudio asi como
de los arboles hospedantes. Las hojas se desinfestaran con hipoclorito de sodio_al 2% durante 3 minutos, se
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enjuagaran en agua destilada estéril y se colocaron en papel secante esterilizado. Se acomodaran individualmente con
el envés hacia abajo en cajas Petri que contendran papel filtro estéril humedecido con agua destilada estéril. En el haz
de la hoja se asperjara la dilucién de esporas del hongo correspondiente con una aspersora manual. Cabe mencionar
que esto se llevara a cabo con las tres especies de muérdagos y sus hospederos con sus respectivos testigos, en los
que solo se asperjara agua destilada estéril.

Se medira diariamente |a longitud de las lesiones provocadas por el hongo por medio de un vernier electronico, hasta
que se llene la hoja con el hongo. La unidad experimental sera una hoja de muérdago en una caja Petri.

El disefio experimental serd un completamente al azar con arreglo factorial de NX3X7, donde el primer factor sera el
numero de hongos asociados encontrados, el segundo factor seran las concentraciones de esporas y el tercer factor
seran las 7 repeticiones, mas el testigo. El andlisis estadistico se hara mediante Diferencia Minima Significativa (DMS)
y prueba de Tukey con una significancia de P=0.05.

Extraccion de metabolitos secundarios y pruebas in vitro y en campo

Extraccion e identificacion de metabolitos secundarios

De los resultados obtenidos de las pruebas de patogenicidad in vitro se seleccionaran las especies de hongos
patdgenos con mayor potencial como control biolégico, minimo una especie por muérdago y maximo dos.

A las especies de hongos seleccionadas se les hara un andlisis de acidos fendlicos y triterpenos por HPCL segun las
técnicas de Luczkiewicz, et al. (2001) y Onyebuchi et al. (2013). La extraccion, separacion, purificacion y cuantificacion
de los metabolitos encontrados se realizara de acuerdo a los mismos autores. Esta parte del trabajo se realizara en la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma de Coahuila.

Pruebas de patogenicidad de los metabolitos secundarios

El bioensayo sera similar al descrito para los hongos asociados, solo que aplicando diferentes concentraciones de
metabolitos secundarios. Los metabolitos y sus concentraciones se definiran de acuerdo a los resultados obtenidos en
el paso del procedimiento experimental anterior. Se plantea que se lleve a cabo mediante un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial, y que el analisis estadistico se realice mediante Diferencia Minima
Significativa (DMS) y prueba de Tukey con una significancia de P= 0.05.

Evaluacién de metabolitos secundarios en campo

De acuerdo a los resultados obtenidos en el paso del procedimiento experimental anterior, se seleccionara el
metabolito que haya presentado la mayor patogenicidad sobre el muérdago para ser evaluado en campo. Esta parte
del estudio se realizara en los mismos sitios donde se realizaron las colectas iniciales de muérdagos (la presa El
Tulillo, en el municipio de General Cepeda y la sierra de Huachichil, en el municipio de Arteaga, Coahuila). Las
aplicaciones de los metabolitos secundarios seran directas a los muérdagos con una mochila de aspersion a punto de
goteo. Se dara seguimiento a los efectos de estas aplicaciones tanto en el muerdago como en el arbol hospedante
durante al menos cuatro meses. Para evaluar los efectos de los metabolitos secundarios en el muérdago se utilizara la
escala de grado de afectacién de acuerdo a Balcazar et al. (2013), siendo las variables a medir tres: necrosis,
amarillamiento y defoliacion. Se realizara un andlisis estadistico no parametrico, con un disefio completamente al azar
usando una extension de la Prueba de Kruskal-Wallis.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar E

Envio del primer articulo cientifico para su publicacion

Determinacion de acidos fendlicos y triterpenos de los | X
hongos patégenos seleccionados por HPLC

x| O X[X|™m
>
=

Identificacion de metabolitos en los hongos patogenos
seleccionados

Pruebas de patogenicidad de metabolitos in vitro X X X

Analisis de resultados de las pruebas de X X
patogenicidad de metabolitos secundarios in vitro y
seleccion de aquellos con mayor potencial como
control biologico

Preparacién de soluciones de los metabolitos X 1%
secundarios para las pruebas de campo
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Presentacién de resultados en congreso X
Evaluacion en campo de metabolitos secundarios X X IR
Analisis de resultados X X
Redaccion del segundo articulo cientifico para su X | X
publicacidn
Obtencion de grado de la estudiante de doctorado X

Cronograma de distribucién de presupuesto para el 2018.
Actividad por realizar E F M A M |J J A 8 e 4N 1B

Determinacion de é&cidos fendlicos vy | 20.000
triterpenos de los hongos patogenos
seleccionados por HPLC

Identificacion de metabolitos en los hongos a0
patégenos seleccionados

Pruebas de patogenicidad de metabolitos in
vitro

Presentacion de resultados en congreso
Evaluacion en campo de metabolitos
secundarios

Obtencion de grado de la estudiante de
doctorado

5,000

5,000

20,000

5,000

Duracién total del proyecto
| Afio de Inicio | 2016 [ Afio estimado de conclusién {2018 i

5 -Productos Esperados
¢ Publicacion de dos articulos cientificos en revistas arbitradas.
e Graduacién de una estudiante como Doctora en Ciencias en Parasitologia Agricola.
e Graduacion de una estudiante como Ingeniero Agronomo Parasitélogo
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