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RESUMEN
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El objetivo de este estudio fue identificar las alteraciones histolégicas en el pino de las alturas (Pinus ) X ;
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hartwegii) causadas por tres especies de hongos ophiostomatoides, por medio de microscopia de luz.
En Pinus hartwegii hubo acumulacién de resina en la zona de inoculacién a los diez dias, y el follaje
se torné de amarillo a café rojizo a los 60 dias. En las inoculaciones con Leptographium guttulatum y
Ophiostoma olivaceapinii se observé que inducen la metabolizacion de polifenoles, depositandose en
las paredes de las células de la corteza, el floema, cambium vascular y en la médula se necrosaron. O.
ips causo necrosis mas severa en corteza, floema, cambium vascular y médula. En xilema, las hifas de
los tres hongos penetran en las traqueidas y avanzan longitudinalmente por las puntuaciones aeroladas
y se distribuyen radialmente por células parenquimatosas y radios.

PALABRAS CLAVE: Manchado
azul, galerias, descortezadores,
cambios estructurales.

ABSTRACT

The goal of this study was to identify the histological alterations in hartweg pine (Pinus hartwegii) caused by
three species of ophiostomatoid fungi by means of light microscopy. There was an accumulation of resin in
the inoculated zone within 10 days, and foliage of inoculated seedlings turned yellow and reddish-brown at
60 days. With inoculation of Leptographium guttulatum and Ophiostoma olivaceapinii, it was observed that
they induce the metabolization of polyphenols, which were deposited on the cell walls of the inner bark, the
phloem, vascular cambium and in the pith, where they became necrotic. Compared to L. guttulatum and
O. olivaceapini, O. ips caused a more severe necrosis of the inner bark, cambium, and pith. In the xylem
of inoculated seedlings, the hyphae of the three different fungi penetrated into the tracheids and moved
through the bordered pits and radially through the parenchyma cells in the rays.

KEY WORDS: Blue-stain, galleries,
bark beetles, structural changes.

INTRODUCCION

El género Ophiostoma H. & P. Sydow causa
el manchado azul de la madera y produce pérdidas
econdmicas importantes en bosques de coniferas (Gibbs,
1993). El hongo se dispersa por insectos descortezadores
(Coleodptera: Curculionidea, Scolytinae) que danan el
floema y el cambium vascular de coniferas (Farrell et al.,
2001); Dendroctonus adjunctus es la plaga descortezadora
principal de coniferas en México y transporta esporas
de Ophiostoma spp., en los micangios, la hembra de D.
adjunctus dispersa las esporas por las galerias sinuosas
que produce en el fuste del arbol y contribuye de manera

INTRODUCTION

The genus Ophiostoma H. & P. Sydow causes blue-
stain in wood and produces important economic losses in
forests of conifers (Gibbs, 1993). The fungus is dispersed
by bark beetles (Coleoptera: Curculionidea, Scolytinae)
that damage the phloem and vascular cambium of conifers
(Farrell et al., 2001); Dendroctonus adjunctus is the
principal boring pest of conifers in Mexico and transports
spores of Ophiostoma spp., in the mycangia, the female
of D. adjunctus disperses the spores through the sinuous
galleries that it produces in the stem of the tree and
contributes importantly to the death of the tree in less than
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importante a la muerte del arbol en menos de un afo por
el bloqueo del transporte de sustancias por los sistemas de
conduccioén (Cibrian, 1995). Se ha reportado que en México
existen cerca de 15,000 ha de pino atacadas por diferentes
especies de descortezadores; de éstas, 3,902.82 ha con
16 especies de pino son atacadas por D. adjunctus, entre
éstos el pino de las alturas Pinus hartwegii (CONAFOR,
2007; Cibrian, 1995).

En México se han reportado 17 hongos
ophiostomatoides pertenecientes a los 6rdenes
Ophiostomatales y Microascales en coniferas y latifoliadas
(Cibrian et al., 2007). Se han realizado pruebas de
patogenicidad con Ophiostoma ips en Pinus radiata y P.
elliottii (Zhou et al., 2001); P. ponderosa con Ceratocystis
minor, C. clavigera y Leptographium terebrantis (Harrington
y Cobb, 1983; Owen et al., 1987). Jacobs y Windfield
(2001) reportan a L. wageneri como uno de los que
causan la enfermedad de la mancha negra de la raiz en
coniferas y L. calophylli como causante de una marchitez
en Calophyllum inophyllum, ambos considerados como
patéogenos. Ademas consideran algunas especies donde
no se ha definido su patogenicidad, como L. serpens, L.
terebrantis, L. lundbergii, L. procerum en Pinus sp, pero
pueden llegar a causar lesiones en el floema y matar a los
arboles con inoculaciones artificiales. Unicamente se han
observado cambios histoldgicos inducidos por Ophiostoma
ulmi en Ulmus americana, Prunus pensylvanica y Populus
balsamifera (Rioux y Quellette, 1991). Para el caso de
México, la informacion de las enfermedades forestales
es escasa Y sobre los dafios causados por este grupo de
hongos manchadores es nula. El objetivo de este estudio
fue identificar las alteraciones histolégicas en el pino de
la alturas Pinus hartwegii causadas por tres especies de
hongos ophiostomatoides.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal e in6culo

El material vegetal consistié de 42 arboles de Pinus
hartwegii de tres afos de edad y de una altura promedio
de 30 cm, crecidos en bolsas de polietileno de 8 x 20 cm,
obtenidos de la Estacion Forestal Experimental Zoquiapan
(EFEZ) de la Universidad Auténoma Chapingo, en
Zoquiapan, Estado de México, trasladados a invernaderos
de la Division de Ciencias Forestales (DICIFO) y mantenidos
durante 30 dias a una temperatura de 26 £ 2 °C como un
periodo de acondicionamiento previo a la inoculacion.

Los aislamientos se obtuvieron de la coleccién del
laboratorio de Patologia Forestal del Instituto de Fitosanidad
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco,
veinte hongos ophiostomatoides puros y se incrementaron
en extracto-malta-agar al 2 % (EMA) e incubaron a 25 + 2
°C durante 15 dias. Estos hongos fueron: 10 Ophiostoma
ips (ZOQ1, Zz0Q3, Z0Q4, Z0Q7,20Q10,20Q11,Z0Q14,
Z0Q18,20Q19y Z0Q20), dos Leptographium guttulatum
(Z20Q2 y Z0OQ8), tres Ophiostoma olivaceapinii (ZOQ5,
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a year through blockage of the transport of substances
through the conduction systems (Cibrian, 1995). It has
been reported that in Mexico there are nearly 15,000 ha
of pine attacked by different species of bark beetles, of
these, 3,902.82 ha with 16 species of pine are attacked
by D. ajunctus, among them the high altitude pine Pinus
hartwegii (CONAFOR, 2007; Cibrian, 1995).

In Mexico 17 ophiostomatoid fungi have been
reported belonging to the orders Ophistomatales and
Microascales in conifers and broad leafed species (Cibrian
et al., 2007). Tests of pathogenicity have been made with
Ophistoma ips in Pinus radiata and P. elliottii (Zhou et al.,
2001); P. ponderosa with Ceratocystis minor, C. clavigera
and Leptographium terebrantis (Harrington and Cobb,
1983; Owen et al., 1987). Jacobs and Wingfield (2001)
report L. wageneri as one of those that cause the disease
of black root stain in conifers, and L. calophylli as the cause
of withering in Calophyllum inophyllum, both considered
pathogens. In addition, they consider some species whose
pathogenicity has not been defined, such as L. serpens,
L. terebrantis, L. lundbergii, L. procerum in Pinus sp., but
they may cause lesions in the phloem and kill the trees with
artificial inoculations. Only histological changes induced by
Ophistoma ulmi in UiImus Americana, Prunus pensylvanica
and Populus balsamifera have been observed (Rioux and
Quellette, 1991). For the case of Mexico, the information of
forest diseases is scant, and no data exists of the damage
caused by this group of staining fungi. The objective of this
study was to identify the histological alterations in the high
altitude pine Pinus hartwegii caused by three species of
ophiostomatoid fungi.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and inoculum

The plant material consisted of 42 trees of Pinus
hartwegii of three years of age and an average height of
30 cm, grown in polyethylene bags of 8 x 20 cm, obtained
from the Estacion Forestal Experimental Zoquaipan (EFEZ)
of the Universidad Auténoma Chapingo in Zoquiapan, State
of Mexico, transferred to greenhouses of the Divisién de
Ciencias Forestales (DICIFO) maintained during 30 days
at a temperature of 26 + 2 °C as a conditioning period prior
to inoculation.

The isolates were obtained from the collection of
the laboratory of Patologia Forestal of the Instituto de
Fitosanidad of the Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillos, Texcoco, with twenty pure ophiostomatoid
fungi and were incremented in malt-agar-extract at 2 %
(EMA) and were incubated at 25 + 2 °C during 15 days. The
fungi employed were: 10 Ophiostoma ips (ZOQ1, ZOQ3,
Z0Q4, z0Q7, Zz0Q10, Z0OQ11, ZOQ14, Z0OQ18, ZOQ19
and Z0Q20), two Leptographium guttulatum (ZOQ2 and
Z0Q8), three Ophiostoma olivaceapinii (ZOQ5, ZOQ15,
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Z0Q15, Z0Q17), tres Ophiostoma angusticollis (ZOQ9,
Z0Q13, Zz0Q16), uno de Ophiostoma nigrocarpum
(Z0Q12) y uno Pesotum sp. (ZOQG6). Los aislamientos
Z0Q18,Z20Q19 y ZOQ20 provienen del cuerpo del insecto
Dendroctonus adjuctus, y el resto de las galerias del
descortezador en Pinus hartwedgii.

Inoculacién de plantas

En total se inocularon cuarenta arboles (20
tratamientos) y dos testigos sin inoculacion. Dos arboles
fueron inoculados para cada aislamiento. La zona de
inoculacion se ubico a los 5 cm de altura de la base del
tallo de Pinus hartwegii; el area de 1 cm de longitud se
desinfesté con alcohol al 70 % y se lavé con agua destilada
tres veces. Posteriormente, con ayuda de un bisturi se
hizo una herida de 0.5 cm? levantando la corteza y se
depositd un disco de medio de cultivo con hongo. El disco
se cubrid con la corteza, y ésta quedo sellada con algodén
humedecido estéril, gasa estéril y Parafilm. La humedad
del algoddn se mantuvo por inyecciones cada cinco dias
con agua estéril dentro de las zonas selladas. Estas
zonas se descubrieron cada tercer dia para observar las
reacciones del hospedante. Todos los arboles inoculados
se cubrieron con bolsas de polipapel para mantener una
humedad relativa. Después de 24 h, las bolsas se retiraron
y la humedad del suelo se mantuvo con riegos cada 6 dias
durante dos meses y bajo las condiciones de temperatura
ya mencionadas.

Preparacion de las muestras para microscopia de luz

Con el fin de conocer los dafios ocasionados por
los hongos inoculados en los arboles, se tomaron de
cada arbol tres secciones de tallo de 5 mm de longitud
aproximadamente de las partes alta y baja de la zona no
inoculada, y la parte media de la zona inoculada a los 60
dias después de lainoculacion (ddi). Las muestras se fijaron
en una solucion Craf Il durante 48 h. Todas las muestras
se lavaron tres veces con agua corriente durante cinco
minutos, se deshidrataron gradualmente en soluciones
de alcohol de 50, 70, 96, 100 % y etanol absoluto-xileno
(1:1) tres cambios de xileno y dos cambios de Paraplast
(Sigma Chemical Co.) por tres horas en cada solucién en
un cambiador automatico de tejidos Tissue-Tek® (Sakura
Fingtechnical Co., mod. 4640-B). De cada muestra se
obtuvieron tres bloques de parafina. Se hicieron cortes
en serie de 10 um de grosor, tanto longitudinales como
transversales, en un micrétomo de rotacién (American
Optical Company, mod. Spencer 820); los cortes se
pegaron a portaobjetos, colocandolos previamente en un
bafio de flotacion con agua a una temperatura de 60 °C
mas grenetina (Johansen, 1940).

Tincioén
Para tenir los cortes se utilizd la tincion diferencial

safranina-verde rapido (Johansen, 1940), para lo cual
se elimind primero el paraplast mediante tres cambios
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Z0Q17), three Ophiostoma angusticollis (ZOQ9, ZOQ13,
Z0Q16), one of Ophiostoma nigrocarpum (ZOQ12) and
one Pesotum sp. (ZOQ6). The isolates ZOQ18, ZOQ19
and Z0OQ20 are from the body of the insect Dendroctonus
adjuctus, and the rest from the galleries of the bark beetle
in Pinus hartwedii.

Inoculation of plants

A total of forty trees were inoculated (20 treatments)
and two controls without inoculation. Two trees were
inoculated for each isolate. The inoculation zone was
located at 5 cm of height from the base of the stem of
Pinus hartwegii; the area of 1 cm length was disinfested
with alcohol at 70 % and was washed three times with
distilled water. Next, with the aid of a scalpel, a cut of 0.5
cm? was made, lifting the bark and depositing a disc of
culture medium with fungus. The disc was covered with
the bark, which was sealed with sterile moistened cotton,
sterile gauze and Parafilm. The moisture of the cotton was
maintained by injections every five days with sterile water
within the sealed zones. These zones were uncovered
every three days to observe the reactions of the host.
All of the inoculated trees were covered with polypaper
bags to maintain relative moisture. After 24 h, the bags
were removed and the soil moisture was maintained with
irrigations every 6 days during two months and under the
previously mentioned temperature conditions.

Preparation of the samples for light microscope

In order to know the damage caused by the
fungi inoculated in the trees, three sections of stem of
approximately 5 mm in length were taken from the high and
low parts of the non-inoculated zone, and the middle part of
the inoculated zone at 60 days after inoculation (dai). The
samples were fixed in a solution of Craf Ill during 48 h.
All of the samples were washed three times with running
water during five minutes, and were gradually dehydrated in
alcohol solutions of 50, 70, 96 and 100 % absolute-xylene
ethanol (1:1) three changes of xylene and two changes of
Paraplast (Sigma Chemical Co.) for three hours in each
solution in a Tissue-Tek® automatic tissue changer (Sakura
Fingtechnical Co., mod. 4640-S). Three blocks of paraffin
were obtained of each sample. Cuts in series of 10 um
thickness were made, both lengthwise and transversally,
in a rotation microtome (American Optical Company, mod.
Spencer 820). The cuts were attached to slides, previously
placing them in a floatation bath with water at a temperature
of 60 °C plus grenatine (Johansen, 1940).

Staining

To stain the cuts, the differential stain rapid safranine-
green (Johansen, 1949) was used, for which the paraplast
was first eliminated by means of three changes of xylene,
and were hydrated in a gradual series of ethylic alcohol 100,
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de xileno y se hidrataron en una serie gradual de alcohol
etilico 100, 96, 70 y 50 % durante tres minutos en cada
uno. Luego se tifd con safranina al 1 % en alcohol etilico
al 50 % durante 30 min; posteriormente se lavaron en una
serie ascendente de alcohol etilico al 50, 70 y 96 % (3 min
en cada uno); después se aplicaron dos a tres gotas de
verde rapido al 1 % en alcohol etilico al 96 %, por 45 seg,
se decanto el sobrenadante y se lavé con alcohol etilico
al 96 y 100 % y tres cambios de xileno (3 min en cada
uno). Finalmente, se montaron con resina sintética entre
porta y cubreobjetos para su observaciéon y se tomaron
fotomicrografias de las preparaciones en un microscopio
de luz Romano Il (Carl Zeiss®) con una camara digital
Paxcam 3.

RESULTADOS Y DISCUSION
Anatomia del tallo sano de Pinus hartwegii

En plantas testigo no inoculadas se observé a la
peridermis conformada por una capa externa de células
lignificadas, y debajo de ésta de dos a cuatro capas celulares
con polifenoles castafios densos y capas de células largas
con polifenoles granulosos rojizos con paredes lignificadas.
La corteza estuvo compuesta por células parenquimatosas
conteniendo polifenoles guindas granulosos o rojizos,
amarillos granulosos y densos. Ademas, presento
canales resiniferos constituidos por células epiteliales con
paredes delgadas y las células de la vaina con paredes
relativamente gruesas, ambas sin lignificar. Las de la
vaina se encontraron llenas de polifenoles rojizos e incluso
en las epiteliales. Algunas células de parénquima con
escasos granos de almidén (Figura 1A). El floema axial
presento células del parénquima con polifenoles amarillos
granulosos y las del parénquima radial con abundantes
granulos de almidon (Figura 1B). Limitando el floema del
xilema esta el cambium; a veces éste se observa con
sus células pequefas y alineadas uniformemente (Figura
1B). El xilema constituido por traqueidas con punteaduras
aeroladas en seccion radial, radios uniseriados, canales
resiniferos verticales y horizontales con | a capa de células
parenquimatosas epiteliales y las células de la vaina, y por
lo regular cercanos a los radios. Ningun tipo de células del
xilema contiene polifenoles (Figura 1By C). La médula posee
sus células con polifenoles del mismo color y apariencia que
los de la corteza (Figura 1C). Las caracteristicas coincidieron
parcialmente con la descripcion de Esau (1977); la diferencia
puede ser por la edad del arbol.

Anatomia del tallo inoculado de Pinus hartwegii

De los 20 aislamientos inoculados, solo tres fueron
los que presentaron sintomas a nivel de follaje y causaron
alteraciones estructurales en Pinus hartwegii; éstos fueron:
Ophiostoma ips (ZOQ19), Leptographium guttulatum
(Z0Q2) y O. olivaceapinii (ZOQ5). Los 17 aislamientos
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96 70 and 50 % during three minutes in each one. Then
staining was made with safranine at 1 % in ethylic alcohol at
50 % during 30 min; later they were washed in an ascending
series of ethylic alcohol at 50, 70 and 96 % (3 min in each
one).Next, two to three drops of rapid green were applied
at 1 % in ethylic alcohol at 96 % for 45 sec, the supernatant
was decanted and washed with ethylic alcohol at 96 and
100 % and three changes of xylene (3 min in each one).
Finally, they were mounted with synthetic resin between
slides for their observation, and photomicrographs were
taken of the preparations in a Romano 1l light microscope
(Carl Zeiss®) with a Paxcam 3 digital camera.

RESULTS AND DISCUSSION

Anatomy of the healthy stem of Pinus hartwegii

In non-inoculated control plants, the periderm was
observed conformed by an external layer of lignified cells,
and under it from two to four cell layers with dense brown
polyphenols and layers of elongated cells with reddish
granulated polyphenols with lignified walls. The cortex was
comprised of parenchyma cells containing granular dark
red or reddish, granular yellow and dense polyphenols. In
addition, it presented resin canals comprised of epithelial
cells with thin walls and the cells of the pod with relatively
thick walls, both without lignifications. Those of the pod
were found to be full of reddish polyphenols and even
in the epithelial cells. Some parenchyma cells were
found with scant grains of starch (Figure 1A). The axial
phloem presented parenchyma cells with granular yellow
polyphenols and those of the radial parenchyma with
abundant starch granules (Figure 1B). Limiting the phloem
of the xylem is the cambium; at times it is observed with
small cells with uniform alignment (Figure 1B). The xylem is
comprised of traqueids with bordered pits in radial section,
uniseried rays, vertical and horizontal resin canals with the
layer of epithelial parenchyma cells and the cells of the pod,
and generally close to the rays. None of the cell types of the
xylem contains polyphenols (Figure 1B and C). The pith has
cells with polyphenols of the same color and appearance
as those of the cortex (Figure 1C). The characteristics
partially coincided with the description of Esau (1977); the
difference may be due to the age of the tree.

Anatomy of the inoculated stem of Pinus hartwegii

Of the 20 inoculated isolates, only three presented
symptoms at the foliage level and caused structural
alterations in Pinus hartwegii; Ophiostoma ips (ZOQ19),
Leptographium guttulatum (ZOQ2) and O. olivaceapinii
(ZOQ5). The other 17 isolates did not cause any external
symptom at the foliage level, and only formed a small
callous around the inoculation zone. The first reaction was
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FIGURA 1. Fotomicrografias al microscopio de luz de cortes transversales de tallo sano de pino (Pinus hartwegii). A) Observe la peridermis
(pe), corteza (co) y canales resiniferos (cr) conteniendo polifenoles (pol). B) Floema (flo) y cambium vascular (cv) con polifenoles,
xilema (xi), rayos (r). C) Xilema con canales resiniferos, radios y médula (me) con polifenoles. D, Ey F) Alteraciones de los tejidos
del tallo de P. hartwegii inoculado (parte alta) con Ophiostoma olivaceapnii a los 60 dias. D) Colapso de células e hipertrofia (hp)
y degradacion de polifenoles de color rojo en la corteza y la peridermis. E) Colapso en floema y cambium vascular. F) Necrosis
en médula con presencia de hifas entre las células y no se observan polifenoles.

FIGURE 1. Photomicrographies of the light microscope of transversal cuts of healthy stem of pine (Pinus hartwegii). ) Observe the periderm
(pe), cortex (co) and resin canals (cr) containing polyphenols (pol). B) Phloem (flo) and vascular cambium (cv) with polyphenols,
xylem (xi), rays (r). C) Xylem with resin canals, rays and pith (me) with polyphenols. D, E, and F) Alterations of the stem tissues
of P. hartwegii inoculated (upper portion) with Ophiostomaolivaceapinii at 60 days. D) Collapse of cells and hypertrophia (hp) and
degradation of red colored polyphenols in the cortex and periderm. E9 Collapse in phloem and vascular cambium. F) Necrosis
in pith with presence of hyphae among the cells, and polyphenols are not observed.
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restantes no causaron ningun sintoma externo a nivel de
follaje, y unicamente se formo un pequefio callo alrededor
de la zona de inoculacion. La primera reaccion fue la
acumulacién de resina en la zona de inoculacién a los
diez dias ddi en P. hartwegii, lo que coincidié con Zhou
et al. (2002), quienes reportan en la zona de inoculacién
la presencia de resina en Pinus radiata y P. elliottii al
ser inoculados con O. ips, L. lundbergii y L. serpens. La
formacion de callo alrededor de la zona de inoculacion
en P. hartwegii se presenta como una primera medida
de defensa al dafio por los hongos inoculados (Klepzig
y Walkinshaw, 2003). Ademas, hubo clorosis del follaje
en la zona cercana de inoculacién y tornandose el follaje
amarillo, café cremoso a rojizo a los 15 dias ddi. Los
sintomas mas severos los causo O. ips seguido por L.
guttulatum y O. olivaceapinii; a los treinta dias, el follaje
fue de color amarillento, y a los 60 dias la mayor parte del
follaje en la rama inoculada se torno café cremoso a rojizo;
esto coincide con Lee et al. (2006), quienes observaron
clorosis en Pinus contorta var. latifolia a los nueve meses
de haber sido inoculado con Leptographium longiclavatum
y Ophiostoma clavigerum. En el caso de Pinus sylvestris
de 25 afos de edad, el follaje se torné verde amarillento
a amarillo a los tres meses después de la inoculacién
(Fernandez et al., 2004). Cibrian (1995) menciona que el
cambio de coloracién del follaje es resultado del ataque del
insecto descortezador asociado con hongos manchadores
que colonizan a su hospedante. Dichas aseveraciones
se corroboran en este estudio. Ademas, pueden influir
la técnica de inoculacion, la cantidad de in6culo y el
estado fisiologico del arbol para que éste sea facilmente
colonizado (Klepzing et al., 2005).

El manchado oscuro del floema y xilema en Pinus
hartwegii que se observa macroscopicamente, es causado
por la melanina del hongo (polimero 1,8 dihidroxinaphtaleno)
o el acido 2,3-dihidroxibenzoico y ceratenolone combinado
con hierro (Seifert, 1993). Sin embargo, se puede inferir
que también es por la metabolizacién de los polifenoles
que normalmente contienen las células que conforman
estos tejidos. En la zona de inoculacion las ramas de P.
hartwegii presentaron lesiones necroéticas de 0.8 a 10 mm
de longitud, esto dependiendo del aislamiento. En el interior
del xilema de las ramas se presenté una coloracién café
claro a café oscuro. De acuerdo con Zhou et al. (2002),
Leptographium lundbergii, L. serpens y Ophiostoma ips
causan lesiones de 29.3, 27.8 y 33.3 mm, respectivamente,
en Pinus caribeae, P. elliottii y P. radiata de dos afos de
edad en Sudafrica sin presentar sintomas a nivel de follaje.
Las lesiones necrdticas alrededor de la zona de inoculacion
son el resultado de flujo de resina y la acumulacion de
compuestos fendlicos para prevenir el avance del hongo
hacia el interior de los tejidos (Solheim, 1993).

En la zona de inoculacion (parte alta) con Ophiostoma
olivaceapinii, las células de la peridermis metabolizaron los
polifenoles que contenian en su citoplasma e impregnaron
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the accumulation of resin in the inoculation zone at ten
days dai in P. hartwegii, which coincided with Zhou et al.
(2002), who report in the inoculation zone the presence of
resin in Pinus radiata and P. elliottii when inoculated with O.
ips, L. lundbergii and L. serpens. The formation of callous
around the inoculation zone in P. hartwegii appears as a first
measure of defense against the damage by the inoculated
fungi (Klepzig and Walkinshaw, 2003). Furthermore, there
was chlorosis of foliage in the zone near the inoculation
and the foliage turned yellow, whitish brown or reddish at
15 dai. The most severe symptoms were caused by O. ips,
followed by L. guttulatum and O. olivaceapinii; at thirty days,
most of the foliage in the inoculated branch turned whitish
brown to reddish; this coincides with Lee et al. (2006),
who observed chlorosis in Pinus contorta var. latifolia
nine months after being inoculated with Leptographium
longiclavatum and Ophiostoma clavigerum. In the case
of Pinus sylvestris at 25 years of age, the foliage turned
yellowish-green to yellow three months after inoculation
(Fernandez et al., 2004). Cibrian (1995) mentions that
the change in coloration of the foliage is the result of the
attack of the bark beetle associated with staining fungi that
colonize their host. These affirmations are confirmed in the
present study. Furthermore, the inoculation technique, the
amount of inoculum and the physiological state of the tree
can have an influence in the tree being easily colonized
(Klepzig et al., 2005).

The dark staining of the phloem and xylem in Pinus
hartwegii observed macroscopically, is caused by the
melanin of the fungus (polymer 1,8 dehydroxinaphthaline)
or 2,3-dyhydroxybenzoic acid and ceratenolone combined
with iron (Seifert, 1993). However, it can be inferred that
it is also due to the metabolization of the polyphenols that
are normally contained by the cells that comprise these
tissues. In the inoculation zone, the branches of P. hartwegii
exhibited necrotic lesions of 0.8 to 10 mm length, depending
on the isolate. In the interior of the xylem of the branches,
there was a light brown to dark brown coloration. According
to Zhou et al. (2002), Leptographium lundbergii, L. serpens
and Ophiostoma ips cause lesions of 29.3, 27.8 and 33.3
mm, respectively, in Pinus caribeae, P. elliottii and P. radiata
of two years of age in South Africa, without presenting
symptoms at the foliage level. The necrotic lesions around
the inoculation zone are the result of the flow of resin and
the accumulation of phenolic compounds to prevent the
advance of the fungus toward the interior of the tissues
(Solheim, 1993).

In the zone of inoculation (high portion) with
Ophiostoma olivaceapinii, the cells of the periderm
metabolized the polyphenols that they contained in their
cytoplasm and impregnated in the walls (Figure 1D).
The polyphenols of the cortex cells also metabolized
and impregnated in the walls, and granular and dense
polyphenols were no longer observed. Later, the cells
collapsed, lost their form and their walls suffered breakage;
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en las paredes (Figura 1D). Los polifenoles de las
células de la corteza de igual manera se metabolizaron
e impregnaron en las paredes, y ya no se observaron
polifenoles granulosos ni densos; posteriormente las
células se colapsaron, perdieron su forma y sus paredes
sufrieron rompimientos; algunas se hipertrofiaron. El
floema y cambium fueron los mas danados; se observaron
completamente colapsados sus componentes celulares
y en ocasiones necrosados (Figura 1D y E). El xilema
aparentemente no sufre danos, excepto los radios y
canales resiniferos donde hubo colapso de células por
presencia de hifas del hongo (Figura 1E). Las paredes de
las células de la médula se observaron rotas e invadidas
por el hongo (Figura 1F). Esto coincide con Forde (1995),
quien reporta a la especie Ophiostoma piliferum creciendo
en células parenquimatosas, ricas en azucares, triglicéridos
y acidos grados. En la parte media y baja de inoculacion
se observé también impregnacion de polifenoles y colapso
o desorganizacion celular. En las tres partes de la zona
inoculada, debido a la fragilidad de las paredes del floemay
del cambium, se observa en ocasiones a estos dos tejidos
como si estuvieran macerados o con grandes cavidades
por la desintegracion de las células. En cortes tangenciales
no se observé la forma de penetracion y avance de
Ophiostoma olivaceapinii en el xilema. Sin embargo, los
hongos ophiostomatoides invaden las traqueidas a través
de las puntuaciones y canales resiniferos distribuyéndose
longitudinal y radialmente por células parenquimatosas de
la corteza, floema, cambium y radios del xilema (Seifert,
1993; Gibbs, 1993).

En los cortes de la parte alta del tallo de Pinus
hartwegii con Leptographium guttulatum se observé que los
dafos ocasionados en corteza, floema y cambium vascular
fueron los mismos que en Ophiostoma olivaceapinii
(Figuras 2A 'y B), excepto los canales resiniferos; éstos
sufren necrosis en las células epiteliales; las células de la
vaina estan totalmente invadidas por hifas café oscuro del
hongo (Figura 2B). En el xilema se nota que la infeccion
se mueve radialmente a través de los radios unicelulares,
y alcanza los canales resiniferos presentando necrosis
(Figura 2B y C). Se observd que el hongo penetra por
las puntuaciones y avanza longitudinalmente por las
traqueidas, principalmente las cercanas a los radios;
esto concuerda con Harrington y Cobb (1983), quienes
reportan el avance de Leptographium en traqueidas y
radios. En la parte media parece que el dafo sélo fue en
la zona de inoculacion y no abarcé toda la circunferencia
del tallo, y se observd impregnacion de polifenoles y
colapso o desorganizacion. En la parte baja los dafos
fueron similares que en la parte alta, y unicamente la
médula estuvo mas desintegrada (necrosada) y con hifas
del hongo (Figura 2D). En un corte transversal del tallo
inoculado se observé macroscopicamente una coloracion
café oscuro en la corteza, floema y xilema, lo que coincide
con Jacobs y Wingfield (2001), quienes reportan a L.
guttulatum como causante de un manchado de la madera
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some of them hypertrophiated. The phloem and cambium
were the most damaged; it is observed that their cellular
components are completely collapsed and occasionally
necrotic (Figure 1D and E). The xylem apparently did not
undergo damage, except the rays and resin canals where
there was collapse of cells from the presence of hyphae
of the fungus (Figure 1E). The cell walls of the pith were
observed to be broken and invaded by the fungus (Figure
1F). This coincides with Forde (1995), who reports the
species Ophiostoma piliferum growing in parenchyma cells,
rich in sugars, triglycerids and fatty acids. In the mid and
low part of the inoculation, impregnation of polyphenols
was also observed, along with collapse or disorganization
of cells. In the three parts of the inoculated zone, due to
the fragility of the walls of the phloem and the cambium,
occasionally these two tissues appear to be macerated
or with large cavities from the disintegration of cells. In
tangential cuts, the form of penetration was not observed,
nor the advance of Ophiostoma olivaceapinii in the xylem.
However, the ophiostomatoid fungi invade the traqueids
through the pits and resin canals, distributing itself
longitudinally and radially through parenchyma cells of the
cortex, phloem, cambium and rays of the xylem, (Seifert,
1993, Gibbs, 1993).

In the cuts of the high portion of the stem of Pinus
hartwegii with Leptographium guttulatum, it was observed
that the damage caused in inner bark, phloem and vascular
cambium were the same as in Ophiostoma olivaceapinii
(Figures 2A and B).. except for the resin canals, which
suffer necrosis in the epithelial cells. The cells of the pod
are totally invaded by dark brown hyphae of the fungus
(Figure 2B). In the xylem it is observed that the infection
moves radially through the unicellular rays, and reaches
the resin canals presenting necrosis (Figures 2B and C).
It was observed that the fungus penetrates through the
pits and advances longitudinally through the traqueids,
principally those close to the rays. This agrees with
Harrington and Cobb (1983), who report the advance of
Leptographium in traqueids and rays. In the middle part it
appears that the damage was only in the inoculation zone
and did not include the entire circumference of the stem,
and impregnation of polyphenols was observed along
with collapse or disorganization. In the lower portion the
damages were similar to those of the higher portion, and
only the medulla was more disintegrated (necrotic) and with
hyphae of the fungus (Figure 2D). In a transversal cut of
the inoculated stem, a dark brown coloration was observed
macroscopically in the cortex, phloem and xylem, which
coincides with Jacobs and Wingfield (2001), who report L.
guttulatum as the cause of a stain in wood of Picea abies
and Pinus sylvestris. In this study alterations were observed
in the tissues of P. hartwegii of three years of age caused
by L. guttulatum. Although these fungi do not alter the
mechanical properties in wood, they can influence in the
loss of weight by consuming carbohydrates, fatty acids and
triglycerids (Cibrian et al., 2007). L. wageneri is reported
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de Picea abies y Pinus sylvestris. En este estudio se
observaron alteraciones en los tejidos de P. hartwegii de
tres afos de edad causadas por L. guttulatum; aunque
estos hongos no alteran las propiedades mecanicas en la
madera, pueden influir en la pérdida de peso al consumir
carbohidratos, acidos grasos y triglicéridos (Cibrian et al.,
2007). Se reporta L. wageneri con sus tres variedades
como patdégenos verdaderos por causar la pudricion negra
de la raices de Pinus en los Estados Unidos de América
(Jacobs y Windfield, 2001).

Las alteraciones causadas por Ophiostoma ips,
obtenido del cuerpo del insecto, se observaron en la
zona alta, media y baja de la corteza, floema y cambium,
todos bastante colapsados y necrosados; sin embargo,
aun se pudo ver el hongo (Figura 2E y F). El xilema poco
lignificado, radios y canales resiniferos con necrosis y
con el hongo (Figura 2G). Ligera presencia de polifenoles
en radios y células del parénquima que rodean a los
canales resiniferos. La médula necrosada y las paredes
de las células rojizas con micelio del hongo (Figura 2H).
En Sudafrica se reporta a O. ips en Pinus caribeae, P.
elliottii, P. radiata de dos anos de edad causando lesiones
de 30 mm sin presentar sintomas externos a nivel de
follaje (Zhou et al., 2002); la mayoria de las especies de
Ophiostoma causan un manchado de la madera recién
cortada (Seifert, 1993). Las especies reportadas de este
género que causan la enfermedad del olmo holandés son:
O. ulmi (Buism.) Nannf. y O. novo-ulmi Brasier con dos
subespecies, O. novo-ulmi subsp. Americana y O. novo-
ulmi subsp. novo ulmi en Ulmus americana (Brasier y Kirk,
2001). Los cambios histolégicos observados en Ulmus
americana fueron la formacion de estructuras alveolares,
tilides, geles y zonas de barreras; algunas células exhiben
autoflorescencia amarilla alrededor de los vasos del xilema
que impide el avance del hongo (Et-Touil, et al., 2005).
En Prunus pensylvanica hay formacion de burbujas en
los miembros del vaso del xilema a los tres dias de la
inoculacién y la formacion de geles después de cinco
dias (Rioux y Quellette, 1991). En Populus balsamifera
hay formacion de tilides ocho dias de la inoculacion y
acumulacion de compuestos fendlicos en las células
del parénquima (Rioux y Quellette, 1991). En el caso de
Ophiostoma ips se considera un patégeno débil como
O. minus, Leptographium terebrantis y L. wingfieldii, que
pueden llegar a causar alguna lesion sobre el floema o
pueden llegar a matar el arbol cuando son inoculadas en
masa (Zhou et al., 2002; Gibbs, 1993).

En este estudio no se observé el inicio de las primeras
alteraciones causadas por hongos en los diferentes tejidos,
debido a que los sintomas fueron evidentes a los 60 dias
ddi; generalmente se reporta muerte rapida de células y
la acumulacion de metabolitos secundarios en el sitio de
dafio que da como resultado una lesion necrética (Nagy et
al., 2004). Los hongos manchadores al invadir células de
sus hospedantes inducen la acumulaciéon de compuestos
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with its three varieties as true pathogens by causing black
rot in roots of Pinus in the United States of America (Jacobs
and Wingfield, 2001).

The alterations caused by Ophiostoma ips, obtained
from the body of the insect, were observed in the high,
middle and low zone of the cortex, phloem and cambium, all
of which were markedly collapsed and necrotic. However,
the fungus could still be seen (Figure 2E and F). The
xylem was slightly lignified, rays and resin canals exhibited
necrosis and presence of the fungus (Figure 2 G). There
was a slight presence of polyphenols in rays and cells of
the parenchyma that surround the resin canals. The pith
was necrotic and the cell walls reddish with mycelia of the
fungus (Figure 2H). In South Africa, O. ips is reported in
Pinus caribeae, P. elliottii, and P. radiate of two years of
age causing lesions of 30 mm without presenting external
symptoms at the foliage level (Zhou et al., 2002). Most of the
species of Ophiostoma cause staining in recently cut wood
(Seifert, 1993). The species reported of this genus that
cause Dutch elm disease are: O. ulmi (Buism.) Nannf. and
O. novo-ulmi Brasier with two sub-species; O. novo-ulmi
subsp. Americana and O. novo-ulmi subsp. novo- ulmi in
Ulmus americana (Brasier and Kirk, 2001). The histological
changes observed in Ulmus americana were the formation
of alveolar structures, tyloses, gels and barrier zones; some
cells exhibit yellow autoflorescence around the vessels of
the xylem that impede the advance of the fungus (Et-Touil
et al., 2005). In Prunus pensylvanica there is formation of
bubbles in the members of the vessel of the xylem three
days after inoculation and the formation of gels after five
days (Rioux and Quellette, 1991). In Populus balsamifera
there is formation of tyloses eight days after inoculation
and accumulation of phenolic compounds in the cells of
the parenchyma (Rioux and Quellette, 1991). In the case
of Ophiostoma ips, it is considered a weak pathogen, such
as O. minus, Leptographium terebrantis and L. wingfieldii,
which can cause a lesion on the phloem or even kill the
tree when they are inoculated in mass (Zhou et al., 2002;
Gibbs, 1993).

In this study, the onset was not observed of the
first alterations caused by fungi in the different tissues,
due to the fact that the symptoms were evident 60 days
dai. Generally rapid cell death is reported along with the
accumulation of secondary metabolites in the damage
site which results in a necrotic lesion (Nagy et al., 2004).
The staining fungi induce the accumulation of secondary
compounds when they invade cells of their hosts; such is
the case of Pinus sylvestris, where there is presence of
stilbenes (Pinosylvin and eter monomethylic pinosylvin)
and a flavonoid (pinocembrin) when inoculated with
Leptographium wingfieldii, Ophiostoma brunneociliatum
and O. ips (Croisé et al., 2001). The alterations in Pinus
hartwegii were: collapse and necrosis as the result of the
advance of the infection in cortex, phloem, cambium, rays
and resin canals as far as the pith. These results agree
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ophiostomatoides alos 60 dias. Leptographium guttulatum. A) Necrosis (ne) e hipertrofia (hp) de células de la corteza. B) Colapso
celular en floema (flo), cambium vascular (cv) y los canales resiniferos (cr) de la corteza invadidos con hifas del hongo (hi). C)
Radios (r) y canales resiniferos (cr) del xilema invadidos por hifas del hongo. D) Necrosis (ne) en médula e hifas del hongo (hi).
Ophiostoma ips. E) Peridermis, corteza necrosada. F) Necrosis en floema y cambium vascular. G) Radios del xilema y canales
resiniferos invadidos por hifas del hongo (hi). H) Necrosis en medula con hifas del hongo.

FIGURE 2. Photomicrographs of the alterations of the stem tissue of high altitude pine (Pinus hartwegii) inoculated with two ophiostoma-
toid fungi at 60 days. Leptographium guttulatum. A) Necrosis (ne) and hypertrophia (hp) of the cortex invaded with hyphae of the
fungus (hi). C) Rays (r) and resin canals (cr) of the xylem invaded by hyphae of the fungus. D) Necrosis (ne) in pith and hyphae
of the fungus (hi). Ophiostoma ips. E) Necrotic periderm and cortex. F) Necrosis in phloem and vascular cambium. G) Rays of
the xylem and resin canals invaded by hyphae of the fungus (hi). H) Necrosis in pith with hyphae of the fungus.

secundarios; tal es el caso de Pinus sylvestris ,donde hay
la presencia de estilbenos (Pinosylvin y éter monometilico
pinosylvin) y un flavonoide (pinocembrin) al ser inoculados
con Leptographium wingfieldii, Ophiostoma brunneo-
ciliatum y O. ips (Croisé et al., 2001). Las alteraciones
en Pinus hartwegii fueron: colapso y necrosis como
resultado del avance de la infeccion en corteza, floema,
cambium, radios y canales resiniferos hasta la médula;
estos resultados concuerdan con Nagy et al. (2004) y
Franceschi et al. (2000), quienes ademas observaron
cambios morfoldgicos e incremento de fenoles en células
parenquimatosas en Picea abies en respuesta al dafno que
causa Ceratocystis polonica. Ademas, hay reduccién de la
humedad interna, hidrodlisis de almidén, poca adhesién de
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with Nagy et al. (2004) and Franceschi et al. (2000), who
also observed morphological changes and increment of
phenols in parenchyma cells in Picea abies in response to
the damage caused by Ceratocystis polonica. In addition,
there is a reduction of internal moisture, hydrolysis of starch,
weak adhesion of the cortex, resinosis, traumatism of the
resin canals and production of new cambium and periderm
(Nagy et al., 2005).

The accumulation of hyphae of the fungi was
observed around the resin canals and rays, both
comprised of parenchyma cells (Forde, 1995). The
longitudinal advance of the three fungi was by traqueids,
as in the case of Ophiostoma piliferum (Gibbs, 1993), and
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la corteza, resinosis, traumatismo de los canales resiniferos
y la produccién de nuevo cambium y peridermis (Nagy et
al., 2005).

La acumulacion de hifas de los hongos se observo
alrededor de los canales resiniferos y radios, ambas
constituidas por células parenquimatosas (Forde, 1995). El
avance longitudinal de los tres hongos fue por traqueadas,
como lo hace Ophiostoma piliferum (Gibbs, 1993), y
penetrando a través de sus puntuaciones (Seifert, 1993).
Otros autores, como Harrington y Cobb (1983), reportan
hifas del hongo Verticicladiella abietina en traqueidas y
Verticicladiella procera, V. wageneri, Verticicladiela spp
y Leptographium terebrantis en traqueidas y radios del
xilema en Pinus ponderosa. Hubert (1953) observo hifas
largas café oscuro con anastomosis en xilema, invasion de
células del radio y canales resiniferos en Pinus monticola
inoculados con Leptographium. Estos estudios sugieren
que todos los hongos ophiostomatoides son similares en
su crecimiento a través de las células del hospedante.
Ademas, las células parenquimatosas y radios con fenoles
son ricas en fenilalanina amonio liasa; ésta es una enzima
clave para la sintesis de compuestos fendlicos; estos
compuestos llegan a inactivar las enzimas pectoliticas
que ayudan a los hongos a penetrar las paredes celulares
(Franceschi et al., 2000).

La mayoria de las especies de Ophiostoma y sus
anamorfos son patégenos débiles o saprofiticos, y se
asocian con insectos descortezadores (Jacobs y Windfield,
2001). Sin embargo, en este estudio Ophiostoma ips
fue la mas patogénica en relacion a O. olivaceapinii y
Leptographium guttulatum en arboles de Pinus hartwegii
de tres afios de edad. Lieutier et al. (1989) lo consideran
como un ascomiceto débil por causar un manchado azul
en la madera en coniferas; dentro de esta categoria estan
O. minus, O. montia, O. penicillatum y O. picea (Seifert
1993). En este estudio O. ips caus6 necrosis en los tejidos
de la corteza, floema, cambium, y en el xilema crecié en
radios y canales resiniferos llegando a causar la muerte
de la planta. Windfield y Marasas (1980) reportan lesiones
en el cambium y xilema en Pinus pinaster de diez afios de
edad. En general, los tres hongos inoculados penetraron
en las punteaduras de las traqueidas y se establecieron en
células parenquimatosas de la corteza, floema, cambium,
canales resiniferos y radios causando muerte celular en los
diferentes tejidos, y a pesar de haber necrosis, el hongo
vive, eso debido a que es un hongo con habitos saprofiticos
(Seifert, 1993; Gibbs, 1993).

CONCLUSIONES

En Pinus hartwegii hubo acumulacion de resina en
la zona de inoculacion con Leptographium guttulatum,
Ophiostoma ips y Ophiostoma olivaceapinii a los diez dias
ddi y el follaje se torn6 amarillo a café rojizo a los 60 dias
ddi. Leptographium guttulatum y Ophiostoma olivaceapinii
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penetrating through its pits (Seifert, 1993). Other authors,
such as Harrington and Cobb (1983) report hyphae
of the fungus Verticicladiella abietina in traqueids and
Verticicladiella procera, V. wageneri, Verticicladiella spp.
and Leptographium terebrantis in traqueids and rays of the
xylem in Pinus ponderosa. Hubert (1953) observed long
dark brown hyphae with anastomosis in xylem, invasion
of cells of the rays and resin canals in Pinus monticola
inoculated with Leptographium. These results suggest
that all of the ophiostomatoid fungi are similar in their
growth through the cells of the host. Furthermore, the
parenchymatous cells and rays with phenols are rich in
phenylalanine ammonia lyase, which is a key enzyme for
the synthesis of phenolic compounds. These compounds
can inactivate the pectolytic enzymes that help the fungi to
penetrate the cell walls (Franceschi et al., 2000).

Most of the species of Ophiostoma and its anamorphs
are weak or saprophytic pathogens, and are associated with
bark beetles (Jacobs and Wingfield, 2001). However, in this
study Ophistoma ips was the most pathogenic with respect
to O. olivaceapinii and Leptographium guttulatum in trees of
Pinus hartwegii of three years of age. Lieutier et al. (1989)
consider it to be a weak ascomycete, for causing blue-stain
in the wood of conifers; within this category are O. minus,
O. montia, O. penicillatum and O. picea (Seifert, 1993). In
this study O. ips caused necrosis in the tissues of the inner
bark, phloem, cambium and in the xylem it grew in rays
and resin canals, causing death of the plant. Wingfield and
Marasas (1980) report lesions in the cambium and xylem
in Pinus pinaster of ten years of age. In general, the three
fungi inoculated penetrated in the pits of the traqueids and
became established in the parenchyma cells of the inner
bark, phloem, cambium, resin canals and rays, causing cell
death in the different tissues, and despite the existence of
necrosis, the fungus lives, due to the fact that it is a fungus
with saprophytic habits (Seifert, 1993; Gibbs, 1993).

CONCLUSIONS

In Pinus hartwegii there was accumulation of resin
in the inoculation zone with Leptographium guttulatum,
Ophiostoma ips and Ophiostoma olivaceapinii at ten dai.
Leptographium guttulatum and Ophiostoma olivaceapinii
induce the metabolization of polyphenols, with dispositions
in the cell walls of the inner bark, phloem, cambium and pith
with disintegration of the cells. O. ips caused necrosis in
inner bark, phloem, cambium and pith. In xylem, the hyphae
of the three fungi penetrate and advance longitudinally
through the pits of the traqueids and are distributed radially
through parenchyma cells and rays. Of the fungi studied, O.
ips had the greatest pathogenicity in P. hartwegii, although
it is considered a weak pathogen.
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inducen la metabolizacién de polifenoles depositandose en
las paredes de las células de la corteza, floema, cambium y
médula con desintegracion de las células. Por su parte, O.
ips causo necrosis en corteza, floema, cambium y médula.
En xilema, las hifas de los tres hongos penetran y avanzan
longitudinalmente por las puntuaciones de las traqueidas
y se distribuyen radialmente por células parenquimatosas
y radios. De los hongos estudiados, O. ips fue el que tuvo
mayor patogenicidad en P. hartwegii, aunque se considera
un patégeno débil.
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