Revista Mexicana de Ciencias Forestales Vol. 10 (56)
Noviembre -Diciembre (2019)

' DOLI: https://doi.org/10.29298/rmcf.v10i56.616
Articulo
Caracterizacion y control de la caida foliar en pinos de Puebla
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Sheyla Nallely Mufioz Belmont?, Victor Javier Arriola Padillal”, Ramiro Pérez
( Miranda®, José Francisco Reséndiz Martinez' y Martin Enrique Romero-Sanchez!

Abstract

Since 2014, different species of pines of Sierra Norte de Puebla have shown important defoliations. In
the present study, causal agents were characterized and the effectiveness of chemical and biological
products for the control of foliar shedding in the pines of Puebla was assessed. Three experimental
sites were established in the Tetela de Ocampo (1) and Zautla municipalities (2). An experimental
design was applied as random blocks with seven treatments (T): 1) Propiconazole, 2) Trichoderma sp.,
3) potassium bicarbonate, 4) biological enhancer, 5) Chlorothalonil, 6) Control treatment and 7)
Propiconazole + biological improver. The assessed variables were the percentage of damage to the
crown and the affected surface of the leaf. Foliar shedding of pines is associated with different agents,
among which fungi genera Pestalotiopsis and Lophodermium and insect Ocoaxo aff. fowleri stand out;
however, in the study sites, these agents were not constantly found. The pines with T4, T3 and
T7 presented a lower percentage of affectation in the foliage by fall. Results indicate that the use
of biological products offers a viable alternative for the control of the agent of foliar shedding of
pine, since in addition, it is environment friendly.
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Resumen

A partir de 2014, diferentes especies de pinos de la Sierra Norte de Puebla han presentado
defoliaciones importantes. En el presente estudio se caracterizaron los agentes causales y se evalud
la efectividad de productos quimicos y bioldgicos para el control de la caida foliar en dichos taxones.
Se establecieron tres sitios experimentales en los municipios Tetela de Ocampo (1) y Zautla (2). Se
siguid un disefio experimental de bloques al azar con siete tratamientos (T): 1) Propiconazol, 2)
Trichoderma sp., 3) bicarbonato de potasio, 4) mejorador bioldgico, 5) Clorotalonil, 6) Testigo y 7)
Propiconazol + mejorador bioldgico. Las variables evaluadas fueron el porcentaje de dafio de la copa
y de la superficie afectada de la hoja. La caida foliar en los pinos se asocia a diferentes agentes, entre
los que destacan los micromicetos: Pestalotiopsis y Lophodermium, asi como el insecto Ocoaxo aff.
fowleri; sin embargo, en los sitios de estudio no se registraron de forma constante. Los pinos con los
T4, T3 y T7 presentaron menor porcentaje de caida de follaje. Los resultados indican que el uso de
productos bioldgicos ofrece una alternativa viable para el control del agente causal de la caida foliar
del pino; ya que, ademas, es amigable con el medio ambiente.
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Introduccion

El territorio mexicano consta de 196 437 500 ha, de las cuales, el area forestal de
Puebla abarca 1 698 722 ha; 460 771 corresponden a bosques y 307 455 a selvas
medianas y bajas, lo que representa, aproximadamente, 49.4 % de la superficie
estatal (Romero, 2011; INEGI, 2014).

El estado reline una enorme riqueza natural por su ubicacion latitudinal y su variacién
altitudinal, lo que da lugar a un gran nimero de ecosistemas y tipos de vegetacion,
entre los que destacan los bosques de coniferas (Neyra y Durand, 1998; Yanes,
2011). Las causas principales del deterioro de los bosques de pino-encino incluyen a
la deforestacidn, los incendios, las sequias, las plagas y las enfermedades, entre otras
(Alvarado et al., 2006; Cibrian et al., 2007; Romero, 2011). Algunos de los estudios
mas recientes con relacion a lo anterior indican que se asocian con la presencia de

insectos y hongos (Pérez et al., 2016; Castro, 2017).

El problema mas importante es el ataque por escarabajos descortezadores que son
capaces de matar, incluso arboles sanos, seguido de las plantas parasitas; de ellas,
las especies de mayor importancia son Arceuthobium globosum Hawksworth & Wiens
subsp. grandicaule, A. nigrum Hawksw. & Wiens y Arceuthobium vaginatum (Willd.)

Presl. subsp. vaginatum (Cibrian, 2011).

Por otra parte, uno de los micromicetos que mas se ha registrado como posible patdgeno
asociado a la caida foliar en los pinos de Puebla es Lophodermium (Pérez et al., 2016). De
acuerdo con Cibrian et al. (2007), los hongos de los géneros Lophodermella, Lophodermium y
Dothistroma son causantes de la caida foliar del pino y su distribucién abarca a los bosques
poblanos. El daifo por Lophodermium se asocia con factores de estrés; la infestacion comienza
en la primavera y para el final del verano se presenta la defoliacion. Anteriormente, todos los
ejemplares de Lophodermium se identificaban como L. pinastri (Shchard.) Chevall., pero en la

actualidad se conocen varias especies (Cibrian et al., 2007). Dvorak et al. (2012) sefalan que
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Dothistroma se distribuye, ampliamente, e infecta a mas de 80 taxones de coniferas en el

mundo, y que su propagacién se relaciona a las condiciones climaticas del lugar.

Por lo anterior, los objetivos de esta investigacidn consistieron en describir los agentes
que contribuyen a la caida foliar y evaluar la efectividad de productos bioldgicos y

guimicos como alternativa para su control y manejo.

Materiales y Métodos

Area de estudio

El estudio se realizdé en los municipios Tetela de Ocampo y Zautla, Puebla, en tres
sitios (Cuadro 1). El primero tiene una superficie de 328.80 km? y el segundo de
266.70 km?; ambos se localizan dentro de la zona de climas templados, con una
temperatura media anual entre 12 y 18 °C; la cobertura vegetal se compone de bosques
templados, entre los que destacan el bosque de pino-encino (Pinus spp.-Quercus spp.)
y de tascate o junipero (Juniperus spp.). La especie mas abundante de coniferas es Pinus
pseudostrobus Lindl. (INEGI, 2014; Pichardo-Segura et al., 2017).

Cuadro 1. Sitios, localidades y coordenadas geograficas.

Coordenadas
Longitud Latitud
1 Buenavista Zautla- parte media 97°44'22.12" 19°44'00.256"
2 Buenavista Zautla- parte alta 97°37'22.12" 19°37'00.26"

Sitio Localidad Municipio

3 Rancho Alegre Tetela de Ocampo 97051'29.24" 19050'32.26"

Colecta y determinacion de agentes causales

Durante el establecimiento de sitios y seleccidn de arboles se realizaron recorridos en

la zona afectada para efectuar observaciones de tipo retrospectivo.
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Asimismo, se tomaron muestras de follaje que se colocaron en bolsas con cierre
hermético para su revisién en el Laboratorio de Sanidad Forestal del Centro Nacional
de Investigacion Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento de Ecosistemas
Forestales, INIFAP. Las aciculas que presentaron lesiones se cortaron en fragmentos
y se desinfectaron con alcohol etilico al 10 % por un minuto, con hipoclorito de
sodio al 0.5 % durante cinco minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril.
Posteriormente, se colocaron cinco fragmentos en cajas de Petri con medio de
cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar, 39 g L!) y se metieron a una incubadora
Barnstead Lab-Line 3478 a una temperatura entre 25y 27 £°C en condiciones de
luz/oscuridad: 12:12 h.

Después de que se desarrollaron los hongos, se aislaron con el propdsito de
obtener cultivos puros y registrar su forma, textura, tiempo de crecimiento y color
de sus estructuras. Se hicieron preparaciones semipermanentes, con la técnica
de tincidn azul-algoddn-lactofenol, bajo el siguiente proceso: se depositd una
gota del colorante sobre un portaobjetos, se disgregé una muestra de micelio, y

después se colocod un cubreobjetos.

Las muestras que presentaron ascomicetos en fase sexual o teleomorfa, se
procesaron con la técnica de camara humeda, la cual consistio en cortar los
fragmentos de las aciculas con tizones o cuerpos fructiferos, de 5 a 6 cm de longitud
y se colocaron sobre un tridngulo de vidrio esterilizado, dentro de una caja de Petri

con una base de papel filtro humedecido con agua destilada estéril.

Las fracciones de aciculas con signos de dafo foliar, se incubaron durante 10 a 12
dias, con la finalidad de inducir la maduracién de los cuerpos fructiferos, enseguida,
con un microscopio estereoscépico Carl Zeiss Axiostar Plus, se efectud una serie de
cortes transversales a los cuerpos fructiferos y se realizaron preparaciones
semipermanentes tefidas con azul-algoddn-lactofenol a 1 %, para ser observadas al

microscopio éptico Carl Zeiss Stemi 2000-C.
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La identificacion se hizo a nivel género con claves taxondmicas (Barnett y Hunter, 1972;
Minter, 1981; Nag Raj, 1993; Abarca, 2000; Bensch et al., 2012; Visagie et al., 2014).

Asimismo, se recolectaron especimenes de insectos asociados a los pinos durante los
muestreos. Los ejemplares se colocaron en frascos con alcohol al 70 % con sus respectivas
etiquetas de colecta. Se determinaron de acuerdo con el grupo taxonodmico y los ejemplares

se compararon con las referencias especializadas (Castro et al., 2017; Castro et al., 2019).

Tratamiento para la caida foliar de pino

En cada sitio se establecieron parcelas en las que se seleccionaron siete arboles
con signos de dafo foliar, con una distancia minima entre ellos de 10 m. Las
caracteristicas que presentaron los individuos fueron altura de 4 a 7 m, diametro
de copa de 9 a 21 m y diametro normal a la altura de pecho (1.30 m
aproximadamente) de 200 a 600 cm; con signos de lesiones en las aciculas

(manchas clordticas anilladas).

A cada pino se le aplicd solo uno de los siguientes tratamientos (T): 1) Propiconazol; 2)
Trichoderma sp.; 3) Bicarbonato de Potasio; 4) Mejorador bioldgico; 5) Clorotalonil; 6)
Testigo (ningun producto); 7) Propiconazol (sobre follaje) + mejorador biolégico (suelo). Los
niveles de agresividad de los productos utilizados, de acuerdo con la escala de toxicidad y

nivel de amenaza del trabajo de Ramirez et al. (2007), fueron de 2 a 6.

Para la aplicacién, se utilizaron equipos de aspersion (para follaje o suelo) y un
sistema de inyeccién a baja presion (para tronco). La cantidad suministrada con
mochilas aspersores se prepard en funcidén de la superficie de cobertura de copa
expresada en metros cuadrados; mientras que, para el inyectado fue a razén de 5
mL por cada centimetro de diametro a la altura de pecho. La dosis exacta y sistema

de aplicacidon para cada arbol y sitio se indican en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Modo de aplicacién y dosis de los tratamientos en cada sitio para el

control de la caida foliar del pino en Puebla.

Sitio Nuamero de pino 1 2 3 4 5 6 7
Tratamiento T4 T1 T3 T7 T2 T6 T5

1 Dosis (mL) 0.66 105 1.73 1.08 0.83 - 2.45
Forma de aplicacién S* INY* A* S+1.08 A A - A
Tratamiento T1 T2 T7 T5 T3 T6 T4

2 Dosis (mL) 117.5 5.81 0.91 4.33 0.86 - 0.96
Forma de aplicacién *INY *A *S+0.91 A A A - A
Tratamiento T7 T3 T4 T6 T2 T1 T5

3 Dosis (mL) 1.85 4.56 3.37 - 2.29 98.5 4.25
Forma de aplicacién S+1.85A A S - A INY A

(*): S = Aspersion en suelo; A = Aspersion en follaje; INY = Inyeccion al tronco.

La primera aplicacion y muestreo se realizd en septiembre de 2016; el segundo
suministro de productos en octubre (excepto para los arboles con la solucion
inyectada), en noviembre la tercera aplicacién y, finalmente, la segunda toma de

datos, en marzo de 2017.

Analisis de variables

La evaluacién de la efectividad de los tratamientos se hizo a partir del nivel de dafio
con base en dos variables: 1) variable cualitativa: se considerd el color de las aciculas
con el uso de la escala porcentual propuesta por Sociedad Europea de Investigacion
en Maleza (EWRS) (Champion, 2003); y 2) variable cuantitativa: se determind
mediante el conteo y longitud (cm) de las manchas clordticas presentes en las aciculas
por ramilla; de cada una se seleccionaron 10 fasciculos al azar, se contaron y se

midieron todas las manchas clordticas presentes por acicula.
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Posteriormente, se generd una base en Excel (2007) para calcular la estadistica descriptiva y
un promedio de cada tratamiento por la longitud del dafo de las manchas cloréticas en las
aciculas. Finalmente, se efectud un analisis de varianza para determinar diferencias
significativas entre tratamientos (Statistic JMP 4) (SAS, 2000). Ademas, se realizd la prueba
de Dunnett para la comparacion de medias multiples y para confrontar la efectividad entre

tratamientos del primero y el Ultimo muestreo.

Resultados y Discusion

Agentes asociados a la caida foliar

De las muestras de follaje se determinaron los micromicetos hasta género, ecepto uno,
debido a que el enfoque inicial de este estudio no fue taxondmico. Los taxa fueron:
Alternaria, Aspergillus sp., Cladosporium cladosporoides (Fresen.), Penicillium sp.,
Pestalotiopsis sp. y Lophodermium sp.; los dos ultimos se consideran hongos asociados a

enfermedades en arboles forestales.

Pestalotiopsis sp. se asocid al dafio foliar en los tres sitios experimentales (Figura 1);
a pesar de la capacidad patogénica de algunas especies, su desarrollo es limitado por
el estado vegetativo de la planta; al infectarla, puede afectar y lesionar directamente
la superficie foliar, por lo que es un agente causal primario. Por otra parte, las
salpicaduras de agua son el principal vinculo de diseminacion de sus esporas, por lo
que se sugiere como medida de control reducir o limitar el riego mediante aspersores,

siempre que sea posible (Romero et al., 2009).
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Cortesia: Mufoz-Belmont.

Izquierda: Mancha clordtica; Derecha: Estructura de los conidios septados y

flagelados sin micelio.

Figura 1. Pestalotiopsis sp.

Pestalotiopsis se registro en Colima en el 2009 en relacion a la “enfermedad del
ciprés”, en una plantacion de 20 ha de Cupressus lusitanica Mill. (Valdez et al., 2009).
En Puebla, de acuerdo con Morales et al. (2017) se ha detectado en cultivos de fresa.
Cibrian et al. (2007) indican que en México Pestalotiopsis funerea (Desm.) Steyaert

afecta a gran niumero de hospedantes, tanto latifoliadas como coniferas.

Lophodermium sp. (Figura 2), al igual que Pestalotiopsis, se colectd en los tres sitios.
De acuerdo con Cibrian et al. (2007) se asocia con factores de estrés como la
contaminacién. Minter (2015) cita que se distribuye de manera abundante en diversos

bosques de pinos alrededor del mundo.
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Cortesia: Reséndiz-Martinez.

Izquierda = Acicula de pino con cuerpos fructiferos; Derecha = Histerotecio con ascas.

Figura 2. Lophodermium sp.

Rajkovic et al. (2013) sefialaron que los primeros sintomas visibles del ataque en
arboles de Navidad son manchas amarillas a cafés en los meses de septiembre y

octubre, lo cual coincide con las fechas de muestreo de esta investigacién.

Pérez et al. (2016) definieron que los requerimientos climaticos para el desarrollo de
Lophodermium existen en Puebla, por lo que el patdgeno tiene un gran potencial de
presentarse y extenderse a nuevos rodales de coniferas en el estado. El micromiceto en su
etapa de crecimiento y desarrollo mostré un nivel alto de distribucion, lo que sugiere que podria
volverse mas resistente a los cambios y alteraciones del medio, debido a que después de 11

anos aun se le encuentra y, probablemente, aumente su densidad poblacional.

Por otra parte, durante los recorridos y muestreos se registro la presencia de Ocoaxo aff. fowleri
(Lallemand) en Zautla (Figura 3) que de acuerdo con Castro et al. (2017) junto con O. assimilis
(Walker) y O. varians (Stal) se presenta en los estados de Oaxaca y Puebla, y posiblemente

exista una relacion con la declinaciéon de los bosques de pino.
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Cortesia: Arriola-Padilla.

Figura 3. Ocoaxo aff. fowleri (Lallemand) sobre aciculas de pino.

Los agentes bidticos identificados representan lo que normalmente es la relacion entre
los insectos y los hongos patdgenos, ya que la mayoria de las enfermedades causadas
por micromicetos inician cuando la planta esta previamente danada o en condiciones
de estrés fisiologico (Lilja et al., 2010); es decir, que en este caso el insecto puede
actuar como el agente causal primario; sin embargo, en el presente estudio, no se

observaron zonas con el cercdpido, pero sin afectaciones en el follaje.

Pichardo-Segura et al. (2017) destacaron que las variaciones de los valores de
precipitacion, temperatura y humedad relativa en distintas localidades de Puebla,

favorecen la existencia de los agentes causales que ocasionan la caida foliar.
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Evaluacion de tratamientos

El analisis de la variable cualitativa (Cuadro 3) para el primer sitio sugiere que los
tratamientos de Mejorador bioldgico, Bicarbonato de Potasio y Trichoderma sp. son
efectivos, ya que los arboles tratados presentaron signos ligeros del dano, en

comparacion con el testigo que mostré dano medio.

Cuadro 3. Evaluacién final de la variable cualitativa por monitoreo visual de tres

sitios afectados por el agente de la caida foliar en el estado de Puebla.

Numero de

Sitio pino Monitoreo de follaje Tratamiento Observaciones
1 Signos muy ligeros Mejorador Bioldgico Verde alimonado
2 Dafios severos Propiconazol Verde en PM
3 Signos muy ligeros Bicarbonato de Potasio Verde alimonado
1 4 Dafios severos Combinacion Seco en PA
Signos ligeros Trichoderma sp. Seco en las puntas
6 Dafio medio Testigo Seco en PB
7 Dafios muy elevados Clorotalonil Seco en PB y PM
1 Dafios muy elevados Propiconazol Seco en PB
2 Dafio medio Trichoderma sp. Seco en PM
3 Signos muy ligeros Combinacioén Seco en las puntas
2 4 Dafios severos Clorotalonil Verde alimonado
5 Dafios severos Bicarbonato de Potasio Seco en PM
6 Dafios muy elevados Testigo Verde en PB
7 Dafios muy elevados Mejorador bioldgico Seco en PMy PB
1 Signos muy ligeros Combinacion Seco en las puntas
2 Signos muy ligeros Bicarbonato de Potasio Seco en las puntas
3 Signos muy ligeros Mejorador bioldgico Seco en las puntas
3 4 Dafio medio Testigo Seco en PB
5 Dafios elevados Trichoderma sp. Seco en PMy PB
6 Dafios elevados Propiconazol Verde en PB
7 Signos muy ligeros Clorotalonil Seco en las puntas

*Copa: PA = Parte alta; PM = Parte media; PB = Parte baja.
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En el segundo sitio, los pinos tratados con Propiconazol + Mejorador bioldgico,
evidencio signos muy ligeros, en comparacién al testigo con dafios muy elevados al
igual que el resto de los pinos del area, en donde se observaron dafios severos de la

enfermedad de una visita a otra en todos los arboles del sitio.

En el tercer sitio, los pinos tratados con Propiconazol + Mejorador bioldgico,
Bicarbonato de Potasio, Mejorador biolégico y Clorotalonil mostraron signos muy

ligeros, en comparacion al testigo que registré daino medio.

El anadlisis con la prueba de Dunnet entre tratamientos del primer sitio (Figura 4)
sugierio la existencia de diferencias significativas entre las medias del ultimo
muestreo (p<0.02). Al comparar los resultados de la primera y la ultima toma de
datos, el tratamiento con Propiconazol (T1) y la combinacién de Propiconazol +
Mejorador bioldgico (T7) fueron los mas efectivos, pues el dafio entre muestreos se
mantuvo estable, a diferencia del resto de los arboles que manifestaron un leve

incremento de dafio para el ultimo muestreo.
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En color rojo los tratamientos por abajo de la media, y en negro por arriba (Prueba
de Dunnett).

LONGITUD= Longitud del dafio (cm); TRAT = Tratamientos.
Arriba = Primer muestreo; Abajo = Ultimo muestreo.

Figura 4. Afectacion de las aciculas en el Sitio 1 (Buenavista, Zautla-parte media).

El segundo sitio (Figura 5) también evidencio diferencias significativas entre los pinos
tratados del ultimo muestreo (p<0.05). A pesar del drastico incremento de dano en
todos los individuos de un muestreo a otro, destaca que la afectacion en los pinos
tratados con la combinacién de Propiconazol + Mejorador bioldgico (T7) en el ultimo

muestreo, fue el mas bajo con respecto a los demas.
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Los tratamientos en color rojo se encuentran por arriba de la media, y en negro por

debajo (Prueba de Dunnett).
LONGITUD = Longitud del dafio (cm); TRAT = Tratamientos.
Arriba = Primer muestreo; Abajo = Ultimo muestreo.

Figura 5. Afectacidn de las aciculas en el Sitio 2 (Zautla-parte alta).
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Para el tercer sitio (Figura 6), la diferencia entre los tratamientos del Gltimo muestreo
refleja una diferencia poco significativa (p=0.05). No obstante, la menor longitud de

dafio se presentd con la combinacion de Propiconazol + Mejorador bioldgico (T7)
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En color rojo los tratamientos por abajo de la media, y en negro por arriba
(Prueba de Dunnett).

LONGITUD = Longitud del dafio (cm), TRAT = Tratamientos.
Arriba = Primer muestro; Abajo = Ultimo muestreo.

Figura 6. Afectacidn de las aciculas en el Sitio 3 (Rancho Alegre, Tetela de Ocampo).
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En cada uno de los sitios, los pinos tratados con el T7 reflejaron menor longitud de
dafo a comparacion del resto de los pinos y entre muestreos; por lo tanto, se

considero el tratamiento mas efectivo del estudio.

En la Figura 7, se muestra el pino tratado con Propiconazol + Mejorador bioldgico del
segundo sitio (con mayor perturbacion), durante el primer y Ultimo muestreo. En la
imagen de la derecha se observa que los arboles de alrededor presentan follaje con

dafio considerable en comparacion con el tratado (T7).

Figura 7. Pino tratado con Propiconazol + Mejorador bioldgico del sitio 2, durante el

primer muestreo (izquierda) y el ultimo (derecha).
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El tratamiento combinado (Propiconazol + Mejorador bioldgico) fue el mas efectivo
segun el analisis de las dos variables; lo cual, se explica por las propiedades de
proteccion de cada producto. Propiconazol es un fungicida sistémico de amplio
espectro que tiene un efecto protector y curativo sobre el follaje, ademas es adiciona
nutrientes al suelo, lo que no solo propicid la recuperacién del arbol enfermo, sino
que también lo dotdé de proteccién (follaje-suelo) contra los agentes patdgenos
presentes en el sitio. Por lo tanto, al suministrar el Mejorador Bioldgico al suelo,
probablemente, funciond como un doble refuerzo, ya que es un producto organico
con microorganismos benéficos que cataliza, detona y nutre tanto al suelo como al
follaje, por lo que la combinacién de los productos en un tratamiento resulté ser el
mas efectivo entre los que fueron evaluados. Asimismo, aunque en menor medida,
los pinos tratados con Bicarbonato de Potasio reflejaron efectividad en dos de tres
sitios, por el mismo efecto de proteccion que reduce la susceptibilidad en las hojas, y
brinda estabilidad a todo el arbol (Zavaleta, 2000).

De acuerdo con las categorias de toxicidad y de amenaza para el medio ambiente
propuestas por Ramirez et al. (2007), el nivel del Mejorador bioldgico es de 2; el de
Propiconazol 6 y el del Bicarbonato de Potasio de 4, por lo que es indispensable considerar

dicho factor para su aplicacion a largo plazo.

Conclusiones

Los factores bidticos identificados como posible origen de la caida foliar en Puebla son
Pestalotiopsis, Lophodermium y cercopidos; los abidticos como la temperatura, la
precipitacion y la contaminacidon favorecen el estrés de los arboles y el desarrollo de

los agentes bidticos causales.

Los tratamientos con Mejorador bioldgico y la combinaciédn de Propiconazol +
Mejorador bioldgico fueron los productos con mayor efectividad contra la caida foliar
de pino; el primero es menos téxico, mas amigable con el ambiente y recomendable

para las areas naturales; por lo anterior, es la alternativa conveniente.
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