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Nombre del proyecto: “Monitoreo, evaluacion de dafios, manejo
preventivo y control de la secadera y pudricién de raiz causadas por
Fusarium spp., y las moscas fungosas Bradysia y Lycoriella”.

Producto 4. UNA MEMORIA DOCUMENTAL DE LOS TRATAMIENTOS
UTILIZADOS COMO ALTERNATIVAS DE MANEJO PARA LA SECADERA'Y
MOSCA FUNGOSA.

Subproducto 2. UNA MEMORIA DOCUMENTAL DE LOS TRATAMIENTOS
UTILIZADOS PARA DEFINIR LAS MEJORES ALTERNATIVAS DE MANEJO DE
CONTROL PARA LA SECADERA Y MOSCA FUNGOSA.

OBJETIVOS

1. Evaluar y validar alternativas de manejo para la secadera y mosca fungosa.
2. Evaluar la efectividad de control de mosco fungoso de diferentes alternativas
biolégicas y quimicas a nivel laboratorio y en invernadero.

DEFINICIONES

Antagonismo: es la inhibicién del crecimiento de un microorganismo, debido al
desarrollo, alimentacion y ocupacion de espacio de otro microorganismo. Los
organismos antagonicos actuan por antibiosis, lisis, reacciones inmunoldgicas,
competencia, parasitismo y prelacion.

Antibiosis: es la produccion sustancias por parte de un microorganismo y que son
toxicas para otros microorganismos.

CLso: es la concentracidon de una sustancia que debe producir la muerte del 50% de
los organismos expuestos a dicha sustancia durante un periodo determinado,
durante la exposicion o en un plazo definido.

Compuesto fitoquimico: son sustancias producidas por las plantas que protegen
la integridad de sus células. Pueden tener actividades antifungicas contra
patogenos.

Conidios: es una espora asexual inmovil formada directamente a partir de una hifa
o célula conidiégena o esporogena.
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Control biolégico: uso de enemigos naturales para disminuir la poblacion de
organismos plaga, ya sea de forma temporal o permanente.

Dosis baja: se emplea como preventivo o cuando las condiciones ambientales
favorecen el desarrollo de la enfermedad.

Dosis media y alta: se emplea cuando hay presencia de sintomas, de acuerdo a
su incidencia y severidad.

Enzimas: son moléculas de proteinas que tienen la capacidad de facilitar y acelerar
las reacciones quimicas que tienen lugar en los tejidos vivos, disminuyendo el nivel
de la "energia de activacion" propia de la reaccion.

Extracto crudo: solucién de enzimas y metabolitos secundarios, obtenidos a parir
de la cosecha con agua de una fermentacion sdlida, sin purificar.

Fermentacion soélida: cultivo de microorganismos en soportes solidos o
semisdlidos en ausencia de agua libre, ya sea en vehiculos inertes o sobre sustratos
insolubles.

Hongo entomopatégeno: son hongos que tienen la capacidad de infectar y causar
la muerte a insectos plaga.

In vitro: del latin: dentro del vidrio, se refiere al empleo de tubos de ensayo, cajas
Petri o recipientes de vidrio o plastico, para realizar ensayos dentro de un ambiente
controlado.

Insecticida quimico: sustancia téxica para los insectos, producida de forma
sintética.

Metabolitos secundarios: son compuestos quimicos sintetizados por los hongos
entomopatdégenos que cumplen funciones no esenciales en ellos, de forma que su
ausencia no es letal para el organismo, sin embargo, su produccién les da una
ventaja con respecto a otros organismos.

Micoparasitismo: es la accién de un microorganismo que parasita a otro o se
alimenta de otro, puede ser definido como una simbiosis antagdnica entre
organismos.

Mortalidad acumulada: es la suma de tasa de mortalidad diaria.

Mortalidad corregida: es el porcentaje de mortalidad de un tratamiento, al cual se
le desconté la mortalidad inherente de cada poblacion.

ppm: las partes por millon (ppm) es una unidad de medida de concentracién que
mide la cantidad de unidades de una sustancia que hay por cada millon de unidades
del conjunto.
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Actividad 1.6. ANTAGONISMO IN VITRO DE Trichoderma spp. CONTRA
Fusarium spp. A NIVEL LABORATORIO.

Jairo Cristobal Alejo. Yucatan, jairoca54@hotmail.com

Trichoderma actua por hiperparasitismo, mediante la cual parasita hongos
patdogenos que se encuentran en el suelo; es decir, lo utiliza como alimento y lo
destruye; también compite por espacio y nutrimentos con los hongos patdogenos
(Trabanino et al., 2003). Es capaz de producir sustancias toxicas para las colonias
de patogenos. De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este trabajo, es evaluar tres
cepas comerciales y cuatro nativas de Trichoderma contra Fusarium circinatumy F.
oxysporum.

METODOLOGIA

Biocontrol in vitro de Trichoderma spp. contra Fusarium spp.

Con el propdsito de evaluar el biocontrol de in vitro de Fusarium spp., se
consideraron cinco cepas nativas de diferentes especies de Trichoderma; T.
erinaceum (chapingo), T. asperellum (Ta13-17), T. erinaceum (Te 10-15), T. virens
(Tv 27-08) y T. virens (Tv 32-09), ademas se incluyeron testigos control, para cada
cepa del hongo antagonico. Para el caso del hongo fitopatégeno, se tuvieron 22
cepas de Fusarium spp., aislados de plantas de Pinus spp., con la enfermedad,
provenientes de diferentes viveros dedicadas a la produccion de plantas para
reforestacion; tres cepas identificadas como Fusarium oxysporum (SF10, SF13 y
SF20) y 19 correspondieron a F. circinatum (SF02, SF04, SF05, SF06, SF17, SF19,
SF22, SF29, SF32, SF35, SF41, SF52, SF55, SF56, SF58, SF59, SF60, SF61 y
SF65), las variables respuestas consideradas para cada enfrentamiento dual
fueron: competencia, micoparasitismo y antibiosis.

Variables respuesta medidas

a) Competencia
Para los bioensayos, previamente se pusieron a desarrollar las cepas de
Trichoderma aisladas de suelo y hospedantes como enddfitas durante 5 dias; asi
como las cepas de Fusarium spp., durante 7 dias. Una vez desarrolladas, en cajas
Petri con medio de cultivo PDA; se coloco un disco de 5 mm de diametro de PDA
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con el micelio de Trichoderma, en un extremo de la caja y de modo opuesto, se
colocé un disco del patégeno, dejando una distancia entre ellos de 6 cm, arreglados
en un diseiio completamente al azar. Cada especie de Trichodema y cepa de
Fusarium constituyeron un tratamiento con cuatro repeticiones, mismas cajas se
utilizaron como testigos solo con el fitopatdgeno para tener referencia del
crecimiento sin la confrontacion. Las cajas se mantuvieron a una temperatura de
30-35 + 1 °C. La toma y registro de datos de la competencia se comenzo a partir del
segundo dia de la siembra para calcular la inhibicion del crecimiento micelial (ICR)
con la férmula propuesta por Ezziyyani et al. (2004):

R1 — R2
R1I-R2) 1o

PICR =
R1

0

Doénde:

PICR: porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.
R1: radio del patégeno testigo.
R2: radio del patégeno enfrentado.

b) Micoparasitismo
El grado de micoparasitismo ejercido por las especies de Trichoderma sobre el
crecimiento del fitopatdgeno se estimé con una escala de cinco clases (Bell et al.,
1982) proporcionandole valores en porcentaje donde: 1=100%, 2=92.05%, 3=50%,
4=7.95% y 5=0% (Mora-Aguilera et al., 2003) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala de estimacion de micoparasitismo (Bell et al., 1982).

Clases | Valor (%) Descripciéon

Trichoderma sobrecrece completamente al patégeno y
1 100 . .

cubre totalmente la superficie del medio

Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la
2 92.05 . .

superficie del medio.

Trichoderma y el patégeno crecen aproximadamente la
3 50 : . . :

mitad de la superficie y ninguno domina al otro.
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El patdogeno coloniza las dos terceras partes de la

4 7.95 superficie del medio y resiste la invasion por
Trichoderma.
5 0 El patogeno sobrecrece completamente a Trichoderma
y ocupa la superficie total del medio.
c) Antibiosis

Para estimar la presencia de metabolitos, se dejo crecer a Trichoderma spp., en
medio liquido de papa mas dextrosa por 21 dias, posteriormente se filtr6 con una
gasa estéril. El filtrado se coloco en tubos Falcon de 50 mL y se centrifugaron por
25 minutos a 3,000 rpm. El liquido separado, se paso a un frasco de plastico de 500
mL y las esporas sedimentadas se conservaron en refrigeracion en tubos Falcén de
50 mL.

El filtrado se dej6 libre es esporas mediante un filtro millipore de 0.22 um y se
preparé medio de cultivo con PDA, agregando el filtrado con una proporcion de
volumen 1:1, después de esterilizar el PDA y antes de que gelificara, se adicion¢ el
filtrado. Una vez gelificado el medio, se sembro en el centro de la caja Petri un disco
de micelio de 5 mm de cada una de las cepas de Fusarium spp., de 7 dias de
crecimiento (Michel-Aceves et al., 2004). Cada cepa del hongo fitopatogeno se
consideré como tratamiento con cuatro repeticiones, con sus respectivos testigos.

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio experimental completamente al azar.
Se incubaron a una temperatura de 30-35+°C y se medio el radio de crecimiento del
patogeno a partir del dia siguiente de establecido el experimento, posteriormente
las mediciones se realizaron cada tres dias hasta que los testigos sin el filtrado de
Trichoderma spp., llenaron la caja. El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
se estimo con la férmula propuesta por Ezziyyani et al. (2004).

Efectividad bioldgica in vitro de fungicidas contra Fusarium spp.

Los ensayos de efectividad in vitro de fungicidas, se realizaron en dilucion en medio
de cultivo PDA estéril, los fungicidas empleados fueron tres sistémicos; Sportk® 45
CE (procloraz), Solaris® Bio 250 EW (tebuconazo), Cabrio® C (Boscalid +
pyraclostrobin) y uno de origen biolégico, Serenade® Max (Bacillus subtilis); estos
se mezclaron con el medio PDA previamente estéril, en dosis baja, recomendada y
alta (Cuadro 2), posteriormente, se agitaron para homogenizar las mezclas y se
dosificaron en cajas de Petri en condiciones asépticas, se incluyo un testigo de cada
hongo sin fungicida.
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Cuadro 2. Fungicidas y dosis para la efectividad in vitro contra Fusarium spp.

Dosis*
Tratamiento

Baja Recomendada Alta
Sportk® 45 CE 0.5 1.5 2.0
Solaris® Bio 250 EW 0.5 1.5 2.0
Cabrio® C 0.5 1.5 2.0
Serenade® Max 0.5 1.5 2.0
Testigo 0.0 0.0 0.0

*Los fungicidas Sportk® 45 CE y Solaris® Bio 250 EW la dosis fue mL L', mientras que Cabrio® C
y Serenade® fue eng L™

En cada caja de Petri se sembrd un disco de micelio de 7 mm diametro de los 22
aislados de Fusarium spp. posteriormente las cajas se sellaron para conservarlas
en la estufa de cultivo a 28 °C, se midio el crecimiento micelial cada 24 h hasta que
el testigo sin aplicacion del producto cubrié por completo la caja Petri. La efectividad
del producto sobre cada hongo se estimé con la formula de Abbott (1925). Cada
fungicida tuvo cuatro repeticiones con sus respectivos testigos; sin la aplicacién del
fungicida.

(Test + Trat)
E=——+——100
Test

Donde:

E = efectividad (%),

Test = crecimiento micelial del testigo (cm)
Trat = crecimiento micelial del tratamiento (cm)
100 = constante.

Disefio experimental y analisis de resultados

El disefio experimental para el biocontrol de Fusarium con las cepas nativas
Trichoderma y el estudio de la efectividad bioldgica de fungicidas fueron sometidos
a un disefo experimental completamente al azar. Con los datos de porcentaje de
competencia, micoparasitismo, antibiosis por Trichoderma spp., e inhibicion de

10
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crecimiento micelial por la efectividad de fungicidas, se realizaron analisis de
varianza previa transformacién de datos mediante la funcién y=arsin(sqrt (y/100));
la separacion de medias se realizo con el método de Tukey (P< 0.05). Los analisis
estadisticos se realizaron con ayuda del paquete estadistico SAS Ver. 9. 4.

RESULTADOS Y DISCUSION
Variables respuesta medidas:

a) Competencia

En la actividad inhibitoria, los enfrentamientos duales entre Trichoderma asperellum
(Ta13-17), T. erinaceum (chapingo), T. erinaceum (Te 10-15), T. virens (Tv 27-08)
y T. virens (Tv 32-09) contra 22 aislados Fusarium spp. hubo diferencias
significativas (P<0.01). En general, la inhibicion del fitopatogeno fue de 21.0-83.4%;
con T. erinaceum (Te 10-15) se obtuvo el mayor rango de inhibicion con 61.3-83.4%,
seguido por T. virens (Tv 27-08) con 52.5-72.6%, T. asperellum (Ta13-17) con 69.5-
48.6%, T. virens (Tv 32-09) y T. erinaceum (chapingo) con 51.5-68.2% y 21.0-62.2%
en el mismo orden. Los aislados correspondientes a las especies de Fusarium
oxysporum fueron los aislados con mayor inhibicion (Figura 2).

De los 22 aislados de Fusarium spp., en 12 aislados se obtuvo menor porcentaje de
inhibicion del 21.0-48.7%, esto representd un 52.2% de los aislados, el resto (47.8%;
11 aislados) fueron inhibidos con 52.5-83.4%. La especie de T. erinaceum (Te 10-
15) en enfrentamiento dual con F. oxysporium (SF13) obtuvo mayor inhibicion con
83.4%; para T. virens (Tv 27-08) con el mismo aislado ejercié un 72.6%, con T.
asperellum (Ta13-17) el mayor porcentaje se obtuvo con F. circinatum (SF02) con
69.5%, con T. virens (Tv 32-09) y T. erinaceum (chapingo) los mayores porcentajes
de inhibicion fueron de 68.2 y 62.2% con los aislados de F. circinatum, SF06, SF17,
y SF22, en el mismo orden (Figura 1) (Cuadro 3).

11
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T. asperellum (Ta13-17) T. erinaceum (chapingo) T. erinaceum (Te 10-15)

»

N
‘V.

T. virens (Tv 32-09) T. virens (Tv 27-08)

F. circinatum (SF19)

Figura 1. Inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium circinatum (SF19) con
cinco especies de Trichoderma.

T. asperellum (Ta13-17) T. erinacium (chapingo) T. erinacium (Te 10-15)

5

F. oxysporum (SF13)

Figura 2. Inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum (SF13) con
cinco especies de Trichoderma.

12
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Cuadro 3. Inhibicidn del crecimiento micelial (%) de aislados nativos Trichoderma spp. contra aislados de Fusarium spp.

Antagonista

Aislados de especies de Fusarium

SF02 SF04 SF05 SF06 SF10 SF13 SF17 SF19 SF20 SF22 SF29 SF32 SF35  SF41 SF52 SF55 SF56 SF58 SF59 SF60 SF61 SF65
T.erinaceum
(chapingo) 52.5d 48.7c 54.3c  34.8c 25.5d 47.6d 61.2b 61.8b 59.9c 62.2b 27.4c 58.0b 39.2c 51.8c 32.8c 45.9d 21.0d 323c 324c 48.2¢c 51.6c  46.9c
T.asperellum (Ta13-
17) 64.2b 493c 54.3c 64.1ab 66.3b 51.0c 66.5a 60.4bc 54.8d 61.6bc 55.4b 57.3b 56.9b 69.5a 59.1b  48.6cd 56.0bc 49.7b 60.2b 556bc 57.8b 51.2b
T.erinaceum (Te 10-
15) 69.3a 82.7a 67.4a 68.4a 80.8a 83.4a 68.4a 69.0a 81.1a 66.4a 67.4a 659a 67.1a 67.2a 687a 65.2a 61.3a 68.7a 69.0a 68.4a 67.7a 67.115a
T. virens (Tv 27-08 57.4c 725b 58.6b 56.2b 56.7¢c 726b 579b 57.6¢c 715b  58.6¢c 61.2ab 58.1b 57.6b 59.0b 58.3b  60.0b 58.2ab 67.0a 58.3b 60.2ab 58.0b 52.5b
T. virens (Tv 32-09) 67.3a 51.5c 67.2a 68.2a 65.0bc 52.3c 68.2a 67.7a 61.3c  67.5a 67.5a 66.9a 65.7a 66.8a 58.1b 52.1c 54.2c 66.8a 67.7a 57.1bc 57.1b  67.1a
Testigo 0.0e 0.0d 0.0d 0.0d 0.0e 0.0e 0.0c 0.0d 0.0e 0.0d 0.0d 0.0c 0.0d 0.0d 0.0d 0.0e 0.0e 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0e

Medias con la misma letra dentro de columnas no son significativamente diferentes, Tukey (P < 0.05)

Los aislados SF10, SF13 y SF20 pertenecen a la especie de Fusarium oxysporum, los aislados restantes son de la especie Fusarium circinatum.
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b) Micoparasitismo

El micoparasitismo ejercido por las cinco cepas de Trichoderma, contra los aislados
de Fusarium spp., se determiné a los 15 dias de enfrentamiento dual. Para esta
variable se encontraron diferencias significativas (P<0.01). En general, se observo
un micoparasitismo del 50-100%; las especies de T. asperellum (Ta13-17), T.
erinaceum (Te 10-15) y T. virens (Tv 32-09) presentaron el 100% de
micoparasitismo ya que estas especies colonizaron al fitopatégeno y limitaron su
crecimiento radial (Figuras 3 y 4). Con T. erinaceum (chapingo) el porcentaje de
micoparasitismo fue del 75% sobre los 23 aislados del Fusarium spp. esta especie
antagonica, permitid6 crecimiento durante los primeros dias de enfrentamiento,
aunque al final de la evaluacion limit6 el crecimiento del fitopatégeno, y no presentd
colonizacion ni sobrecrecimiento en éste (Cuadro 4).

Figura 3. Colonizacion de Trichoderma asperellum (Ta13-17) sobre especies de F.
cicirnatum (SF19): a) inicio de la esporulacion; b) esporulacion total.
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Figura 4. Micoparasitismo de Trichoderma asperellum (Ta13-17) sobre especies de
F. cicirnatum (SF19): a) interaccion de hifas, b) lisis de hifas.
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Cuadro 4. Micoparasitismo (%) de aislados nativos de Trichoderma contra aislados de Fusarium spp.

Antagonista

Aislados de especies de Fusarium

SF02 SF04 SF05 SF06 SF10 SF13 SF17 SF19 SF20 SF22 SF29 SF32 SF35 SF41 SF52 SF55 SF56 SF58 SF59 SF60 SF61 SF65
T.erinaceum 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b 75b
(chapingo)
T.asperellum 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
(Ta13-17)
T.erinaceum (Te10- 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
15)
T. virens (Tv 27-08 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c 50c
T. virens (Tv 32-09) 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a 100a
Testigo 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d 0d

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes, Tukey (P < 0.05)

Los aislados SF10, SF13 y SF20 pertenecen a la especie de Fusarium oxysporum, los aislados restantes son de la especie Fusarium circinatum.
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c) Antibiosis

La antibiosis se evaluo con las especies de T. asperellum (Ta13-17)y T. erinaceum
(chapingo) sobre los 23 aislados de Fusarium, la evaluacion fue con los filtrados de
cultivos liquidos de ambas especies antagdnicas en dilucion en agar. Los resultados
muestraron diferencias (P<0.01) entre las dos especies evaluadas, con T.
asperellum (Ta13-17) los porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial fue 2.4-
10.9%, mientras que con T. erinaceum (chapingo) mostrd un rango de inhibicion de
3.7-38.6%, estos rangos de inhibicion lo presentaron sobre las especies de F.
oxysporum (SF20) y F. circinatum (SF32 Y SF61), por lo que estos aislados
mostraron mayor sensibilidad a los metabolitos no volatiles que T. asperellum
(Ta13-17) y T. erinaceum (chapingo) produjeron en el medio de cultivo liquido
(Cuadro 5y Figura 5).

T. aperellum (Ta13-17) T. erinaceum (chapingo)

F. circinatum
(SF19)

F. circinatum
(SF32)

F. oxysporum
(SF20)

Figura 5. Antibiosis de especies de Trichoderma en aislados de especies de
Fusarium: a) hongo en filtrado fungico en dilucién en agar; b) tratamiento Testigo
(sin filtrado fungico).

17



Proyecto: FONDO SECTORIAL CONACYT-CONAFOR 2018-1 A-5-67865

Cuadro 5. Antibiosis (%) in vitro de aislados nativos de Trichoderma contra aislados de Fusarium spp.

Antagonista

Aislados de especies de Fusarium

SF02 SF04 SF05 SF06 SF10 SF13 SF17 SF19 SF20 SF22 SF29 SF32 SF35 SF41 SF52 SF55 SF56 SF58 SF59 SF60 SF61 SF65
T. erinaceum 0Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa 38.6a Oa Oa 27.6a Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa 3.7a 0Oa
(chapingo)
T.asperellum Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa 10.9b Oa Oa 4.8b Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa 24a 0Oa
(Ta13-17)
Testigo Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oc Oa Oa Oc Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Ob Oa

Medias con una letra comuiin no son significativamente diferentes, Tukey (p < 0.05)

Los aislados SF10, SF13 y SF20 pertenecen a la especie de Fusarium oxysporum, los aislados restantes son de la especie Fusarium circinatum.
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Los niveles de competencia, micoparasitismo y antibiosis que causan una
inhibicion contra aislados de Fusarium spp. (Suarez et al., 2008; Reyes et al.,
2012), es resultado de la capacidad competitiva de Trichoderma, ya que posee
mejor tasa de incorporacion de nutrientes, eficiencia en su metabolismo y mayor
crecimiento cuando se enfrenta a otros hongos; asociado también a la
produccion de enzimas como celulosas, quitinasas, glucanasas y proteasas,
que se incorporan al medio de cultivo lo que les permite aprovechar mejor los
nutrientes del medio y privar al patégeno de estos recursos (Michel-Aceves et
al., 2012).

CONCLUSIONES

La cepa de T. erinaceum (Te 10-15), mostré la mayor capacidad de competencia
contra la mayoria de los aislados de Fusarium spp. Aunque la cepa de T.
asperellum (Ta 13 17), ejercié el mejor micoparasitismo contra los aislados del
hongo fitopatogeno.

Ningun filtrado proveniente de medio liquido de cepas de Trichoderma spp., tuvo
el 100 % de antibiosis en los aislados de Fusarium spp.

RECOMENDACIONES

Las cepas T. erinaceum (Te 10-15) y T. asperellum (Ta 13 17), son promisorias
para su validacion en vivero para el control de la secadera causada por Fusarium

spp.
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Actividad 1.7. ESTUDIO ANTIFUNGICO DE EXTRACTOS VEGETALES
PARA CONTROL DE Fusarium oxysporum Y F. circinatum EN Pinus
cembroides.

Patricia Fernandez Guzman. Coahuila, forespaty 17@hotmail.com

Extractos de Larrea tridentata, Agave lechuguilla y Lippia graveolens, han sido
reportados como fungicidas que afectan el desarrollo de varios hongos
patégenos. Por esta razon, se ha evaluado el efecto de extractos acuosos contra
Fusarium circinatum y F. oxysporum que causan el Damping off en plantas
forestales producidos en vivero.

METODOLOGIA
Extractos Vegetales:
Colecta de plantas

Las plantas de Larrea tridentata, Agave lechuguilla y Lippia graveolens, fueron
colectadas en el municipio General Cepeda, Coahuila, México; durante los
meses de abril y mayo de 2019, cerca de la carretera estatal 105 localizada en
las coordenadas 25°21°40.55” Ny 101°28°08.68” O a una altitud 1,507 msnm.
Las plantas se colocaron en bolsas negras de plastico con una etiqueta de
identificacion, (nombre cientifico, fecha y lugar de colecta), posteriormente de
trasladaron al laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro.

Procesamiento de las plantas

El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente bajo sombra durante
aproximadamente una semana hasta peso constante. Posteriormente, cada
muestra se limpioé cuidadosamente para separar las hojas y tallos en el caso del
orégano, a partir de las cuales se realizaron los extractos.

Preparacién de extractos botanicos

Los extractos fueron obtenidos a partir de hojas secas, las cuales se molieron
mecanicamente hasta obtener un tamafno de particula de 0.5 a 1 mm. El polvo
obtenido se utiliz6 para la preparacion de extractos utilizando agua como
solvente, a 100 g de material molido se le agregaron 500 mL de agua y se
mantuvo por 72 h en agitacion constante en una parrilla eléctrica (Thermo
Scientific) a una temperatura de 50 °C, posteriormente se filtré con ayuda de una
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bomba de vacio utilizando papel filtro Whatman namero 1, el filtrado obtenido
(extracto crudo) se colocd en un recipiente cubierto con papel aluminio para
evitar la posible pérdida de actividad de algunos de sus compuestos y se coloco
en una camara de secado durante 72 horas, finalmente se recuperd en forma
soélida para prepararse a una concentracion de 2000 mg/mL.

La concentracion de los extractos se determind utilizando la técnica de diferencia
en peso seco. Para esto se peso un vial previamente tarado (P1), al cual se le
agrego un mL de extracto, se pasé a una estufa a 50 °C hasta que se obtuvo el
peso seco constante del vial (P2). Una vez obtenidos estos pesos, se utilizo la
féormula P2-P1 para obtener la diferencia en el peso, la cual corresponde a la
cantidad en mg/mL que se obtuvo en cada uno de los extractos, finalmente el
extracto obtenido se colocd en un recipiente protegido de la luz (Ojeda et al,
2011). El procedimiento se repitid con cada una de las muestras de cada planta.

Analisis de compuestos fitoquimicos de extractos acuosos

Para la identificacion de los fitoquimicos presentes en los extractos crudos
acuosos se utilizaron los extractos en polvo a una concentracion de 2000 mg/L.
Las determinaciones fueron cualitativas por colorimetria, se identificaron:
alcaloides (Reaccién de Dragendorf y Sonneschain), glicésidos cianogénicos
(Reaccion de Gringenard), azucares reductores (Reaccidn de Feling y Benedic);
saponinas (Prueba de espuma), esteroles y terpenos (Reacion de Libermad
Bouchard), taninos (Reaccién de gelatina y FeCl3), quinonas (Reaccion de
Hidréxido de amonio y Borntraguer), cumarinas (Reaccién de Erlich y de
Hidréxido de amonio), purinas y carotenoides (H.SO4 y FeCl), carbohidratos
(Prueba de Molisch’s) y flavonoides (Prueba de Shinoda y de NaOH) mediante
los métodos de Sahgal et al. (2009) y Usman et al. (2009).

Prueba in vitro de la actividad antifungica de extractos vegetales sobre
Fusarium oxysporum

La metodologia utilizada fue mediante la técnica de microdilucion en placa,
adaptada de las técnicas propuestas por Masoko et al. (2005) y Gabrielson et al.
(2002). Los tratamientos que se usaron fueron los siguientes: extractos acuosos
de hojas de A. lechuguilla, hojas de L. tridentata; hojas y tallo de L. graveolens.

El procedimiento para realizar el bioensayo fue el siguiente:

1. Se colocaron 100 yL de medio liquido sabouraud en todos los pozos de
la placa.

2. Se preparo una solucion de cada extracto a una concentracion de 2000
mg/L, usando como solvente agua; posteriormente se colocaron 100 pL
de los extractos preparados a 2000 mg/L en la columna cinco, se
mezclaron y se volvié a tomar 100 pL, y se transfirieron a la columna seis,
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y asi sucesivamente realizando diluciones seriadas al 50 %, teniendo
como resultado concentraciones de 2000 mg/L, 1000 mg/L, 500 mg/L y
250 mg/L.

3. El siguiente paso fue agregar 40 pL de 2,3,5- cloruro de trifeniltetrazolio
como revelador de crecimiento a todos los pozos.

4. Finalmente, a partir de la columna dos a todos los pozos se les coloco 10
ML de una solucion de esporas de F. oxysporum o F. circinatum a una
concentracion de 1x108.
Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento; se incubaron a 30 °C por 72 h
y finalmente se realizé una lectura de absorbancia a 490 nm en un espectro
fotdmetro Multiskan Go (Thermo Scientific).

Porcentaje de inhibicién

De las lecturas obtenidas con el espectrofotometro se determiné el porcentaje
de inhibicion, tomando el promedio de las cuatro repeticiones, considerando que
la inhibicidn es el inverso del crecimiento, lo que fue calculado mediante las
siguientes formulas (Moreno — Limon et al. 2011):

A=B) oo
C

% de crecimiento =

% de inhibicién = 100 — % de crecimiento
Donde:

A= Absorbancia tratamiento
B= Absorbancia testigo negativo
C= Absorbancia testigo positivo

Concentraciones inhibitorias al 50% (CL50)

La CLso de los diferentes extractos se determinaron con los valores de las
concentraciones que inhibieron el 50 % del crecimiento de cada microorganismo
(Fusarium circinatum y F. oxysporum), mediante un analisis Probit en el
programa SAS version 9.1. Posteriormente se realiz6 un analisis de varianza, y
la prueba de comparacion multiple Tukey al 0.05 % de significancia.

Preparacién del inéculo

Se seleccionaron 32 cepas de los aislamientos obtenidos en el laboratorio de
patologia forestal, UACh, DiCiFo para ser evaluados (Cuadro 6). Cada una de
las especies de hongo fueron cultivadas sobre placas con PDA a 25 + 2 °C por
siete dias en cajas Petri. Una vez crecidas las colonias fueron cubiertas con 10
mL de agua destilada estéril, se agitaron durante tres minutos y con un asa
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bacteriologica estéril, se frotd la superficie del hongo, de manera firme y suave.
La suspension obtenida se vacio directamente a un tubo de ensayo estéril para
posteriormente realizar en conteo de esporas y realizar la evaluacion de la

actividad antifungica de los extractos.

Cuadro 6. Aislamientos de Fusarium spp. para ser evaluados con los extractos.

ESTADO VIVERO HOSPEDANTE CLAVE IDENTIFICACION
Chihuahua El Forestal Pinus engelmanni SFV64 F. oxysporum
Chihuahua El Forestal Pinus cembroides SFV65 F. circinatum
Zacatecas Tlaltenango Pinus cembroides SFV55 F. circinatum
Durango Cielo azul Pinus arizonica SFV13 F. oxysporum
Durango Francisco Villa Pinus engelmanni SFV17 F. circinatum
Durango Francisco Villa Pinus arizonica SFV19 F. circinatum
Durango Francisco Villa Pinus cembroides SFV20 F. oxysporum
México Temamatla Pinus cembroides SFV02 F. circinatum
México Teoran Jilotepec Pinus greggii SFV08 F. circinatum
México Teoran Jilotepec Pinus leiophyla SFV10 F. oxysporum
Hidalgo Militar, Zimapan Prosopis laevigata SFV50 F. circinatum
Hidalgo Militar, Zimapan Pinus cembroides SFV52 F. circinatum
Puebla Teotlalco, Vicente guerrero Pinus oaxacana SFV35 F. circinatum
Puebla Teotlalco, Vicente guerrero Pinus pseudostrobus SFV38 F. circinatum
Puebla El Rincon, Chignahuapan Pinus greggii SFV40 F. circinatum
Puebla El Rincén, Chignahuapan Pinus teocote SFV41 F. circinatum
Puebla Chignahuapan Pinus teocote SFV44 F. oxysporum
Querétaro  Ignacio perez, Amealco Pinus cembroides SFV11 F. circinatum
Oaxaca Tamazulapa Pinus oaxacana SFV56 F. circinatum
Oaxaca Tamazulapa Pinus devoniana SFV58 F. circinatum
Oaxaca El Pocito Pinus oaxacana SFV59 F. circinatum
Oaxaca El Pocito Pinus devoniana SFV60 F. circinatum
Chiapas Cintalapa Pinus oocarpa SFV61 F. circinatum
Jalisco Masvin Pinus douglasiana SFV03 F. circinatum
Jalisco Masvin Pinus devoniana SFV04 F. oxysporum
Jalisco Providencia, Sayula Pinus devoniana SFV06 F. circinatum
Michoacan Atzimba, Zinapécuaro Pinus montezumae  SFV21 F. circinatum
Michoacan Atzimba, Zinapécuaro Pinus devoniana SFV22 F. circinatum
Veracruz La Gloria, Perote Pinus greggii SFV24 F. circinatum
Veracruz Militar, Perote Pinus hartwegii SFV29 F. circinatum
Veracruz Militar, Perote Pinus montezumae  SFV31 F. circinatum
Veracruz Militar, Perote Pinus cembroides SFV32 F. circinatum

24



Proyecto: FONDO SECTORIAL CONACYT-CONAFOR 2018-1 A-S-67865

RESULTADOS Y DISCUSION
Fitoquimicos identificados en los extractos acuosos

Los fitoquimicos identificados se muestran en el (Cuadro 7). Los extractos de
hojas de L. ftridentata presentaron flavonoides, saponinas y glucosidos
cianogeénicos; en el caso del extracto de hojas de A. lechuguilla se identificaron
saponinas triterpenoides y esteroidales, asi como taninos; en L. graveolens se
observaron taninos, cumarinas, flavonides como flavonones, flavononas vy
flavonas. Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Martinez et al.
(2012, 2013) quienes observaron los mismos componentes fitoquimicos en
extractos de L. tridentata. En A. lechuguilla, Sidana et al. (2016) observaron mas
de 141 saponinas esteroidales de interés farmacologico y Castillo et al. (2010)
reportaron la presencia de taninos. Finalmente, se coincide con Cruz et al. (2011)
reportando la presencia de cumarinas, y Guereca et al. (2007) detectaron
flavonoides como flavonones, flavonas y flavononas en extractos acuosos y
etanodlicos de hoja y tallo de L. graveolens; Hernandez-Castillo et al. (2010)
mencionan la presencia de taninos. El analisis fitoquimico mostré que los
extractos de estas especies contienen compuestos con actividad antifungica
como los alcaloides, flavonoides, taninos y saponinas; estos afectan a los
patégenos de diferentes maneras; en el caso de los alcaloides podria deberse a
la presencia de nitrégeno en su estructura como amina o amida; los flavonoides
por la presencia en su estructura de hidroxilos fendlicos que penetran la
membrana celular, se combinan y precipitan las proteinas protoplasmaticas
desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos (Ruiton, 1998);
los taninos forman complejos con enzimas y otras proteinas provocando la
inhibicion de sus funciones, por lo que pueden inhibir el transporte de electrones
a través de las membranas, y alterar iones como el hierro y el cobre, inhibiendo
la actividad de algunas enzimas que son esenciales para la vida de los
microorganismos (Scalbert and Williamson, 2000); y las saponinas forman
complejos con esteroles, proteinas y fosfolipidos de membranas citoplasmicas
(Stuardo y San Martin, 2008). Su mecanismo de accion es variable; por ejemplo,
la toxicidad de los fenoles en microorganismos se atribuye a inhibicion
enzimatica por oxidacidn de compuestos; el modo de accién de los terpenos y
aceites esenciales no ha sido dilucidado por completo, pero se postula que
pueden causar rompimiento de la membrana a través de los compuestos
lipofilicos; de los alcaloides se ha postulado que se intercalan con el ADN, y de
las lecitinas y polipéptidos se conoce que pueden formar canales i6nicos en la
membrana microbiana o causar la inhibicion competitiva por adhesion de
proteinas microbianas a los polisacaridos receptores del hospedero (Cowan,
1999).
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Cuadro 7. Fitoquimicos identificados en los extractos vegetales.

Extractos
AC F Gc Az S T Q@ C P Ca F1 F2 F3 F4 S1 S22 T™ T2 T3 T4 Q1 Q2 Q3
vegetales

Larrea
tridentata - -+ o+ + 0+ 4+ + o+ o+ o+ - - - + + - + + - + + + +
hoja

Agave

1
+
1

1
=+
+
+
+

1
+

1

1

1

1

1
+

1
+

1
+
+
+
+

1

lechuguilla
hoja

Lippia +

1
+
+

1
=+
+
+

1

1

1
+
+
+
+

1
+
+
+

1
+

1
+

1

graveolens
hoja

Lippia

1
+
+

1
=+
+
+
+

1
+

1

1
+
+
+

1
+

1

1

1
+

1
+

1

graveolens

tallo

+=Fitoquimico presente, -= Fitoquimico ausente ; A=alcaloides, C=Carbohidratos, F=Flavonoides, GC= Glicosidos Cianogenicos, AZ= Azucares Reductores, S= Saponinas, T= Taninos, Q=
Quinonas, Cu= Cumarinas, P= Purinas, Ca= Carotenoides, F1= Flavonones, F2= Flavonas, F3= Flavononas, F4= Chalconas, S1= Triterpenoides, S2= Esteroidal, T1= Gelatina, T2= Derivados

Acido Galico, T3= Derivados Catecoles, T4= Fenoles, Q1= Antraquinonas, Q2= Benzoquinonas, Q3= Antronas
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Actividad antifungica de extractos vegetales in vitro sobre el crecimiento
de Fusarium oxysporumy F. circinatum

En general los extractos de L. tridentata 'y L. graveolens hoja y tallo presentaron
actividad antifungica para cada uno de los microrganismos. En la Figura 6 se
puede apreciar un ejemplo de la microplaca con cada tratamiento contra F.
oxysporum (SF04); en la columna 1 donde se aplicé medio de cultivo (M) mas
revelador (R), no todos los pozos presentan coloracién; en la columna 2 donde
se coloco medio mas revelador mas la concentracion de esporas hay presencia
de color, al igual que en las columnas 3 y 4 donde ademas de agregar todo lo
que se le coloco a la columna tres, se le agrego el solvente extractante agua (s),
a partir de la columna cinco en las filas 1y 2, se colocé el extracto A. lechuguilla
de mayor a menor, las diferentes concentraciones a estudiar (2000mg/L,
1000mg/L,500mg/L y 250 mg/L) donde los pozos de igual manera presentan
color violeta, lo cual nos indica que hay crecimiento de los microrganismos a
diferencia de las concentraciones de los extractos de Lippia graveolens tallo y
hoja (L. g. hy L.g.t.)y L. tridentata hoja ( L.t. h.) que no presentan coloracion,
lo que nos indica que hay inhibicidn de crecimiento del microrganismo asi como
también considerando sus respectivas lecturas de absorbancia para cada
tratamiento que confirman que los pozos que no presentan coloracion, el extracto
inhibid el crecimiento del hongo y viceversa.

Figura 6. Efecto inhibitorio de extractos vegetales vs F. oxysporum (SF04).

Columna 1:M+R,columna 2:M+R+H,Columa 3:M+R+H+S,columna 4:M+R+H+S,Columna 5: Fila 1 y 2 Extracto A. .2000
mg/L, Columna 6:Fila 1y 2 Extracto A. /.1000 mg/L, Columna 7 :Fila 1 y 2 Extracto A. /.500 mg/L, Columna 8 :Fila 1y 2
Extracto A. 1.250 mg/L, Columna 5:Fila 3 y 4 Extracto L.t.2000 mg/L, Columna 6:Fila 3 y 4 Extracto L.t.1000 mg/L, Columna
7 :Fila 3 y 4 Extracto L.t 500 mg/L, Columna 8 :Fila 3 y 4 Extracto L.t 250 mg/L; Columna 5:Fila 5y 6 Extracto L.g..h 2000
mg/L, Columna 6:Fila 5 y 6 Extracto L.g.h 1000 mg/L, Columna 7 :Fila 5y 6 Extracto L.g. h 500 mg/L, Columna 8 :Fila 5
y 6 Extracto L.g.h 250 mg/L; Columna 5:Fila 7 y 8 Extracto L.g.t 2000 mg/L, Columna 6:Fila 7 y 8 Extracto L.g.t 1000
mg/L, Columna 7 :Fila 7 y 8 Extracto L.g. { 500 mg/L, Columna 8 :Fila 7 y 8 Extracto L.g.t 250 mg/L;

En las Figuras 7-28, se observa que los porcentajes de inhibicion con extractos
de L. tridentata y L. graveolens hoja fluctuaron entre 90 % y 98 % en la
concentracion mas alta (2000 mg/L) afectando el crecimiento de los patégenos;
con los extractos de L. graveolens tallo se obtuvieron porcentajes de 60 % hasta
89 % de inhibicién a la concentracion de 2000 mg/L; sin embargo con el extracto
de A. lechuguilla hoja presentaron porcentaje de inhibicion baja a la
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concentracion mas alta 2000 mg/L; de igual manera se puede observar que el
porcentaje de inhibicion disminuye conforme baja la concentracién de cada uno
de los extractos.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Velasquez (1981),
quien indica que en estudios in vitro de fracciones etandlicos de L. tridentata a
dosis de 2,000 ppm, se observé la inhibicion de crecimiento de Cytospora sp. 15
dias después de la inoculacién; este hongo es el estado asexual de Eutypa
armeniacae agente causal del brazo muerto de la vid; ademas se observo que
inhibio la germinacion de las ascosporas de E. armeniacae a la misma dosis,
pero con extractos en base a etanol y cloroformo. De igual forma Rivera-
Castaneda et al. (2001) observaron una inhibicién total en la germinacién de
telioesporas de Tilletia indica tratadas con extractos de L. tridentata a una
concentracion de 500 mg/mL, las teliosporas tratadas con este extracto no
mostraron viabilidad cuando se transfirieron a medio de cultivo fresco, por lo que
el extracto de gobernadora mostré su potencial como agente de control.

En cuanto a Lippia graveolens coincidimos con Méndez et al. (2011), quienes
mencionan que se obtuvo un porcentaje de inhibicién del 60 % con extractos
acuosos de L. graveolens; Jasso de Rodriguez et al. (2011) reportan que los
extractos etandlicos y hexanicos de L. graveolens presentaron un efecto
antifungico sobre Rhizopus stolonifer inhibiendo el 100 % del crecimiento.
Hernandez et al. (2008) mencionaron sobre la actividad antifungica por parte de
aceite esencial de L. graveolens sobre Fusarium sporotrichum, Aspergillus niger,
Trichophyton mentagrophytes, F. moniliforme y Rhizoctonia solani. Finalmente,
los resultados encontrados con A. lechuguilla son muy similares a los reportados
por Castillo et al. (2010), quien menciona que al realizar ensayos con extractos
acuosos de A. lechuguilla sobre R. solani no presenté ningun efecto en la
inhibicion del patégeno.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion de extractos vs F. circinatum (SF41).
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Figura 8. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF35).
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion de extractos vs F. circinatum (SF61).
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Figura 10. Porcentaje de inhibicidon de extractos vs F. circinatum (SF11).
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion de extractos vs F. oxysporum (SF13).
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Figura 12. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF65).
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Figura 13. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF19).
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Figura 14. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF58).
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Figura 15. Porcentaje de inhibicion de extractos vs F. oxysporum (SF04).
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Figura 16. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF06).
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Figura 17. Porcentaje de inhibicion de extractos vs F. oxysporum (SF20).
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Figura 18. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF60).
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Figura 19. Porcentaje de inhibicidon de extractos vs F. circinatum (SF02).

100
90
80
70
60
50
40

30
20 ¢

10 f—"

Porcentaje de inhibicion (%)

0 500 1000 1500 2000 2500
DOSIS mg/L

—®— Agave lechuguilla —®— Larrea tridentata

—@— Lippia graveolens h Lippia graveolenst

Figura 20. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF59).
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Figura 21. Porcentaje de inhibicion de extractos vs F. oxysporum (SF10).
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Figura 22. Porcentaje de inhibicidon de extractos vs F. circinatum (SF22).
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Figura 23. Porcentaje de inhibicidon de extractos vs F. circinatum (SF17).
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Figura 24. Porcentaje de inhibicion de extractos vs F. circinatum (SF32).
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Figura 25. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF56).
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Figura 26. Porcentaje de inhibicidon de extractos vs F. circinatum (SF52).
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Figura 27. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF55).
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Figura 28. Porcentaje de inhibicién de extractos vs F. circinatum (SF29).
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Concentracién inhibitoria al 50% (CI150) de los extractos vegetales

El analisis de varianza mostréo que existen diferencias significativas en las CL50
(Cuadro 8); para los extractos acuosos, se obtuvo una CL50 diferente para cada
cepa fungica, la mas baja la presento el extracto de L. tridentata hoja con 176 mg/L
para F.circinatum (SF41) y L.graveolens hoja con 376 mg/L para F. circinatum
(SF52); Caceres-Rueda de Ledn et al. (2013), observaron una CL50 de 200 ug/L
con extractos acuosos de L. graveolens sobre F. oxysporum y difieren de lo
reportado por Hernandez et al. (2010), quienes determinaron la CL50 de 1930 ug/L
con extractos etandlicos de L. graveolens sobre Rhizoctonia solani.

Como se puede apreciar en el estudio realizado y en los descritos anteriormente, la
CLso son diferentes para cada extracto, existen varios factores que pueden influir
tales como son: la composicidn y el método de obtencion de cada extracto, ya que
cada uno presenta diferentes componentes activos, esto también depende de la
parte de la planta utilizada, asi como la volatilidad, solubilidad y complejidad de los
solventes utilizados. Dunford y Vazquez, (2005) mencionan que los resultados
pueden variar debido a las condiciones del proceso de extraccion empleadas para
la obtencion de los productos vegetales (extractos, aceites y oleorresinas), ya que
dependiendo de la polaridad de los solventes se extraen compuestos diferentes y
aunado a esto se pueden obtener distintos rendimientos, concentraciones y distintos
componentes activos.
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Cuadro 8. Concentracion inhibitoria al 50% (C150) de los extractos vegetales sobre cepas de Fusarium circinatum y F.

oxysporum.
Patégeno Tratamientos CL 5 Patégeno Tratamientos CL 50
Agave lechuguilla 4545.45+5D Agave lechuguilla 4413.13+0D
Larrea tridentata 307.75+08A Larrea tridentata 800.85+03A
F. circinatum
F. "(’g‘::'gg)t”m Lippia graveolens h 896.05+01B (SF11) Lippia graveolens h 1042.58+04C
Lippia graveolens t 900.20+03C Lippia graveolens t 849.41+02B
Agave lechuguilla 4347.66+02D Agave lechuguilla <10000D
F. circinatum Larrea tridentata 614.04+01A o Larrea tridentata 279.31+07A
(SF61) F. circinatum
Lippia graveolens h 638.70+03B (SF13) Lippia graveolens h 948.99+06B
Lippia graveolens t 4347.66+9C Lippia graveolens t 1226.89+08C
F. circinatum Agave lechuguilla <10000 D F. circinatum Agave lechuguilla 7418.19+09 D
(SF65) (SF19)
Larrea tridentata 1079.95+09 B Larrea tridentata 558.49+02 A
Lippia graveolens h 434.28+01 A Lippia graveolens h 679.95+07 B
Lippia graveolens t 1297.50+2 C Lippia graveolens t 959.30+01 C
F. circinatum Agave lechuguilla <10000 D F. circinatum Agave lechuguilla 9004.69+09D

(SF58)

(SF04)
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Larrea tridentata

601.84+07 A

Lippia graveolens h

619.45+01 AB

Larrea tridentata

970.55+02A

Lippia graveolens h

976.03+06BC

Lippia graveolens t 887.31+01 C Lippia graveolens t 907.16+06AB
F. circinatum Agave lechuguilla 7110.56+09 D F. circinatum Agave lechuguilla <10000 D
(SF06) (SF60)
Larrea tridentata 928.90+09 A Larrea tridentata 991.02+2A
Lippia graveolens h 1149.29+07 B Lippia graveolens h 1231.50+04C
Lippia graveolens t 1226.47+06 C Lippia graveolens t 1086.48+04 B
F. circinatum Agave lechuguilla 9594.75+06 D F. circinatum Agave lechuguilla 8716.35+02D
(SF20) (SF02)
Larrea tridentata 941.13+01 A Larrea tridentata 1047.49+04 A
Lippia graveolens h 1114.04+03 C Lippia graveolens h 1045.34+05AB
Lippia graveolens t 9594.75+06 B Lippia graveolens t 1288.95+05C
F. circinatum Agave lechuguilla 4714.5+07 D F. circinatum Agave lechuguilla <10000 D
(SF59) (SF10)
Larrea tridentata 1114.53+08 A Larrea tridentata 986.97+08 A

Lippia graveolens h

1221.45+05 B

Lippia graveolens t

1489.39+06 C

Lippia graveolens h

1361.16+09 C

Lippia graveolens t

1064.82+08B

F. circinatum
(SF22)

Agave lechuguilla

3806.15+02 D

F. circinatum
(SF17)

Agave lechuguilla

4800.18+05 D
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Larrea tridentata 942.67+09 C Larrea tridentata 461.61+09 B
Lippia graveolens h 604.41+06 A Lippia graveolens h 349.13+06 A
Lippia graveolens t 474.71+04 B Lippia graveolens t 860.78+05 C
F. circinatum Agave lechuguilla <10000 D F. circinatum Agave lechuguilla 5579.20+02 D
(SF32) (SF41)
Larrea tridentata 189.33+03 A Larrea tridentata 176.70+07 A
Lippia graveolens h 718.64+04 B Lippia graveolens h 824.18+03 B
Lippia graveolens t 980.62+09 C Lippia graveolens t 1068.77+03 C
F. circinatum Agave lechuguilla 7893.29+08 F. circinatum Agave lechuguilla 4904.27+09
(SF56) (SF52)
Larrea tridentata 608.96+08 Larrea tridentata 321.75+07
Lippia graveolens h 579.37+06 A Lippia graveolens h 376.34+09
Lippia graveolens t 593.04+08 AB Lippia graveolens t 772.16+05
F. circinatum Agave lechuguilla 8400.06+05 C Agave lechuguilla 8130.03+04
(SF29) F. circinatum
Larrea tridentata 727.548+09 A (SF59) Larrea tridentata 519.01+05 B
Lippia graveolens h 793.45+09 AB Lippia graveolens h 347.64+04 A
Lippia graveolens h Lippia graveolens h 1000.43636

Los datos son medias de tres determinaciones, *valores con misma letra son iguales. (Tukey, a=0.05%);
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CONCLUSIONES

Los extractos acuosos de Lippia graveolens hoja y tallo y Larrea tridentata hoja en
general tuvieron una actividad antifungica alta, ya que presentaron porcentaje de
inhibicion de 85% en adelante sobre F. oxysporumy F. circinatum. Las CL50 mas
bajas fueron de extractos de L. tridentata con 176 mg/L para F.circinatum (SF41) y
L. graveolens hoja con 376 mg/L para F. circinatum (SF52). Los extractos de A.
lechuguilla alcanzaron porcentajes inhibitorios bajos sobre F. oxysporum y F.
circinatum.

El método de microdilucidn en placa permite medir la actividad antifungica de varios
tratamientos y concentraciones, con menor tiempo y menor cantidad de recursos.
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Actividad 1.8. CONTROL QUIMICO IN-VITRO DE Fusarium circinatum Y F.
oxysporum AISLADOS DE PINO EN MEXICO.

Omar Alejandro Pérez-Vera. UACh, oalejandrovera@gmail.com

Jairo Cristobal Alejo. Yucatan, jairoca54@hotmail.com
Silvia Edith Garcia-Diaz. UACh, edith65@gmail.com
David Cibrian-Tovar. UACh, dcibrian@gmail.com

El control quimico para controlar enfermedades fungosas se ha empleado desde
siempre; sin embargo, la aplicacion desmedida y no supervisada ha provocado la
generacion de cepas resistentes. Por lo que surge la necesidad de evaluar las dosis
recomendadas contra aquellas que los viveristas usan durante la produccién de
planta. En este trabajo se evalua la dosis baja, media y alta, y su efectividad contra
Fusarium circinatumy F. oxysporum.

METODOLOGIA
Aislamiento, purificacion e identificacion de los hongos

Se obtuvieron dos aislamientos del género Fusarium: F. circinatum de Pinus
devoniana de Zinapécuaro, Michoacan (SFV05), México y F. oxysporum de P.
cembroides del vivero Providencia, Sayula, Jalisco (SFV04). Secciones de 5 mm de
longitud, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2%, lavadas con
agua destilada a estéril, se secaron y se incubaron en medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA) durante 10 dias a una temperatura de 25 + 2 'C. Cada
aislamiento se purific6 mediante cultivos monoconidiales y se identificd la especie
por caracteristicas morfologicas (Leslie y Summerell, 2006) y mediante la técnica
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) amplificando el espaciador
intergénico (IGS) con los iniciadores CIRC1A/CIRC4A (Hurley et al., 2007). Cada
secuencia se compard con las reportadas en el banco de genes del National Center
for Biotechnology medio Information (NCBI).

Preparacién del PDA + fungicidas

Ocho fungicidas se adicionaron por separado en medio de cultivo PDA liquido a una
temperatura de 32 a 36 C. Los fungicidas fueron: Boscalid + Pyraclostrobin, Captan,
Clorotalonil, Oxicloruro de Cobre, Propamocarb + Fosetil, Tebuconazole,
Tiabendazol y Procloraz, todos ellos en tres dosis (baja, media y alta), se obtuvieron
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24 tratamientos de fungicidas por cada una de las especies de Fusarium (Cuadro
9). Las dosis por litro en partes por millén (ppm). Los fungicidas se mezclaron con
el PDA liquido, se vaciaron en cajas de Petri de plastico de 80 mm de diametro, se
dejo reposar durante 48 h y posteriormente se sembraron con los aislamientos de
Fusarium en los 24 tratamientos. Un disco de 3 mm de diametro de PDA con
crecimiento activo (10 dias) de los aislamientos de F. circinatumy F. oxysporum, se
colocaron en el centro de la caja Petri con cada tratamiento, incluyendo el testigo
(PDA sin fungicida) y se incubaron 25 + 2 "C. El didmetro de crecimiento micelial se
evaluo a los 12 dias.

Cuadro 9. Fungicidas y dosis probadas in vitro para el control de Fusarium
circinatum y F. oxysporum aislado de pino.

. . . Dosis
Ingrediente activo (i.a.) Baja Media Alta
Tebuconazole (250 g/kg) 0.35L7" - 1000 L 0.75L7" - 1000 L 1L7"-1000 L
75 ppm (TE-75) 125 ppm (TE-125) 150 ppm gTE-1 50)
0.35ml-1L" 0.75ml-1L" 1ml-1L
Oxicloruro de Cobre (500 2Kg-1000 L™ 3 Kg-1000L" 4 Kg—-1000L"
a/kg) 1000 ppm (OC- 1500 ppm (OC- 2000 ppm (OC-
1000) 1500) 2000)
2g-1L" 3g1L" 4g-1L"
Clorotalonil (720 g/kg) 1.5L"-1000L" 25L771000L" 3.5L7"-1000L"
1080 ppm CL-1080 1800 ppm (CL- 2520 ppm (CL-
15ml-1L" 1800) 2520)
25ml-1L" 3.5ml-1L"
Tiabendazol (600 g/kg) 0.5 Kg-1000 L™ 2Kg-1000 L™ 3Kg-1000L"
300 ppm gTI-300) 1200 ppm (TI- 1800 ppm (TI-
05g-1L 1200) 1800)
2g-1L" 3g-1L"
Captan (500 g/kg) 2Kg-1000L" 3Kg-L" 4 Kg-1000L"
1000 ppm (CA- 1500 ppm (CA- 2000 ppm (CA-
1000) 1500) 2000)
2g-1L" 3g-1L" 4g-1L"
Boscalid + Pyraclostrobin 0.8 Kg-1000 L™ 1 Kg-1000 L 1.2Kg-1000 L™
(252 g/kg) 201.6 ppm (BP- 252 ppm (BP-252) 302.4 ppm (BP-
201.6) 1g-1L" 302.4)
08g-1L" 12g-1L"
Propamocarb + Fosetil (530 1 L"- 1000 L™ 2L7-1000 L™ 3L7-1000 L
a/kg) 530 ppm (PF-530) 1060 ppm (PF- 1590 ppm (PF-
1ml-1L" 1060) 1590)
2ml-1L" 3ml-1L"
Procloraz (450 g/kg) 1L7-1000 L™ 1.5L7-1000 L™ 25L7-1000 L
450 ppm gPR-450) 675 ppm (PR-675) 1125 ppm (PR-
Tml-1L 15ml-1L" 1125)
25ml-1L"
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Evaluacion de la sensibilidad in vitro de aislados de Fusarium spp. a
fungicidas.

Se evalud la sensibilidad in vitro con cuatro fungicidas y cuatro dosis: Sportak 45 ce
(Procloraz) y Solaris Bio 250 EW (Tebuconazole) 0, 0.5, 1.5y 2 mL L™'; Serenade
opti (Bacillus subtilis) y Cabrio C (Boscalid + Pyraclostrobin) 0, 0.5, 1.5y 2 g L™.

RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento micelial de Fusarium circinatum y F. oxysporum en PDA +
fungicidas

El analisis de varianza (ANOVA) para la variable crecimiento micelial de Fusarium
circinatum y F. oxysporum en medio de cultivo PDA a los 12 dias de aplicados los
fungicidas nos permitid detectar que estadisticamente existen diferencias
significativas, lo que indica que no todos los fungicidas producen el mismo efecto
en el crecimiento de F. circinatum y F. oxysporum. Para identificar cual o cuales
fungicidas inhiben de manera eficaz en el crecimiento, se hizo uso de la prueba de
comparacion de medias a través de la prueba Tukey (a = 0.05), lo que permite
indicar, que todos son capaces de inhibir el crecimiento en medio de cultivo PDA.
En F. circinatum, los mejores resultados se obtuvieron con Oxicloruro de Cobre,
Procloraz, Tebuconazol y Tiabendazol en las tres dosis evaluadas y Captan en dosis
alta de 2000 ppm (Cuadro 10), los cuales inhiben totalmente el crecimiento del
hongo con relacion al testigo que presenta un crecimiento de 75 mm de diametro
(Figuras 29, 30 y 31). Esto nos indica que cualesquiera de los cuatro fungicidas
pueden ser usados para el control de F. circinatum a excepcion de Captan. Los
fungicidas que permitieron un mayor crecimiento del hongo fueron Propamocarb +
Fosetil y Boscalid + Pyraclostrobin en cualquiera de sus dosis. En el caso de F.
oxysporum, los fungicidas que inhibieron totalmente el crecimiento fueron Procloraz,
Tebuconazole y Tiabendazole y con menor efecto en el crecimiento micelial fueron
Clorotalonil, Captan y Oxicloruro de Cobre en las tres dosis evaluadas (Figuras 32,
33 y 34). De igual manera, Propamocarb + Fosetil y Boscalid + Pyraclostrobin se
comportaron muy similar como en F. circinatum. Los fungicidas mas empleados
para el control Fusarium son: Procloraz, tebuconazole, benomil, captan,
difenoconazole y propiconazole (Dwinell et al., 1985; TPCP, 2002; Windfield et al.,
2008). Michell (2005) menciona que F. circinatum fue inhibido en su crecimiento
hasta un 100% en condiciones in vitro con los fungicidas benomil, procloraz y
tebuconazol y considera al fungicida propamocarb clorhidrato como ineficaz por no
presentar una respuesta de control. Difeconazole y Tebuconazole han mostrado un
buen control del damping off en Pinus radiata en condiciones de invernadero (SAG,
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2007). Sin embargo, algunos fungicidas en este estudio deben de ser usados de
manera muy cuidadosa para no afectar la salud humana y el medio ambiente, ya
que estan restringidos por el Consejo de Administracion Forestal (FSC, siglas en

inglés).

Cuadro 10. Crecimiento micelial (mm) del aislamiento de Fusarium circinatum en
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar + fungicidas en dosis diferentes (ppm).

Fusarium circinatum

Fusarium oxysporum

Tratamiento Dosis Media Tratamiento Dosis  Media
25 Testigo 75.00a 25 Testigo 80.00a
18 Propamocarb + Fosetil  Alta 51.00b 16 Propamocarb + Fosetil ~ Media  65.00b
17 Propamocarb + Fosetil Media 43.00c 17 Propamocarb + Fosetil Alta 56.20c
16 Propamocarb + Fosetil ~ Baja 35.40d 18 Propamocarb + Fosetil  Alta 48.40c
1 Boscalid + Baja  23.20e 3 Boscalid + Baja  33.40d
Pyraclostrobin Pyraclostrobin

Media  23.00e Media  27.20d
2 Boscalid + 1 Boscalid +
Pyraclostrobin Alta 23.00e pyraclostrobin Media  25.00d
3 Boscalid + Baja  15.60f 5 Boscalid + Baja  12.20e
Pyraclostrobin Media 12.80f  Cyraclostrobin Alta 11.80e
7 Clorotalonil Alta 11.20fg 8 Clorotalonil Media 11.40e
8 Clorotalonil Baja 8.00gh 7 Clorotalonil Baja 10.20e
9 Clorotaloni Media  4.20h 9 Clorotaloni Baja 8.40ef
4 Captan Alta 00.00i 11 Oxicloruro de Cobre Media  7.40ef
5 Captan Media 0000 ¢ ©@Ptan Alta  7.40ef
6 Captan Media  00.00i 10 Oxicloruro de Cobre Alta 4.40ef
14 Procloraz Alta 00.00i 5 Captan Alta 4.40ef
11 Oxicloruro de Cobre Alta 00.00i 6 Captan Media 00.00f
12 Oxicloruro de Cobre Baja 00.00i 12 Oxicloruro de Cobre Baja 00.00f
15 Procloraz Baja  00.00i O oo Media  00.00f
10 Oxicloruro de Cobre Media  00.00i 14 Procloraz Baja 00.00f
19 Tebuconazol Baja 00.00i 19 Tebuconazol Baja 00.00f
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20 Tebuconazol Baja 00.00i 20 Tebuconazol Media  00.00f
13 Procloraz Media  00.00i 13 Procloraz Alta 00.00f
22 Tiabendazol Alta 00.00i 22 Tiabendazol Alta 00.00f
23 Tiabendazol Alta 00.00i 23 Tiabendazol Alta 00.00f

24 Tiabendazol

21 Tebuconazol

24 Tiabendazil

21 Tebuconazol

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05).
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Figura 29. Eficiencia de fungicidas en dosis baja para el control in vitro de Fusarium
circinatum, a los 12 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA +
fungicidas. Fusarium circinatum. a) Testigo; b) Boscalid + Pyraclostrobin (206.6
ppm); ¢) Captan (1000 ppm); d) Clorotalonil (1080 ppm); e) Oxicloruro de Cobre
(1000 ppm); f) Procloraz (450 ppm); g) Propamocarb + Fosetil (530 ppm); h)
Tebuconazole (75 ppm); i) Tiabendazol (300 ppm).
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Figura 30. Eficiencia de fungicidas en dosis media para el control in vitro de
Fusarium circinatum, a los 12 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA
+ fungicidas. Fusarium circinatum: a) Testigo; b) Boscalid + Pyraclostrobin (252
ppm); ¢) Captan (1500 ppm); d) Clorotalonil (1800 ppm); e) Oxicloruro de Cobre
(1500 ppm); f) Procloraz (675 ppm); g) Propamocarb + Fosetil (1060 ppm); h)
Tebuconazole (125 ppm); i) Tiabendazol (1200 ppm).
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Figura 31. Eficiencia de fungicidas en dosis alta para el control in vitro de Fusarium
circinatum, a los 12 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA +
fungicidas. Fusarium circinatum: a) Testigo; b) Boscalid + Pyraclostrobin (302.4
ppm); ¢) Captan (2000 ppm); d) Clorotalonil (2520 ppm); e) Oxicloruro de Cobre
(2000 ppm); f) Procloraz (1125 ppm); g) Propamocarb + Fosetil (1590 ppm); h)
Tebuconazole (150 ppm); i) Tiabendazol (1800 ppm).
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Figura 32. Eficiencia de fungicidas en dosis baja para el control in vitro de Fusarium
oxysporum, a los 12 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA +
fungicidas. Fusarium oxysporum: a) Testigo; b) Boscalid + Pyraclostrobin (206.6
ppm); ¢) Captan (1000 ppm); d) Clorotalonil (1080 ppm); e) Oxicloruro de Cobre
(1000 ppm); f) Procloraz (450 ppm); g) Propamocarb + Fosetil (530 ppm); h)
Tebuconazole (75 ppm); i) Tiabendazol (300 ppm).
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Figura 33. Eficiencia de fungicidas en dosis media para el control in vitro de
Fusarium oxysporum, a los 12 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA
+ fungicidas. Fusarium oxysporum: a) Testigo; b) Boscalid + Pyraclostrobin (252
ppm); ¢) Captan (1500 ppm); d) Clorotalonil (1800 ppm); e) Oxicloruro de Cobre
(1500 ppm); f) Procloraz (675 ppm); g) Propamocarb + Fosetil (1060 ppm); h)
Tebuconazole (125 ppm); i) Tiabendazol (1200 ppm).
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Figura 34. Eficiencia de fungicidas en dosis alta para el control in vitro de Fusarium
oxysporum, a los 12 dias después de la siembra en medio de cultivo PDA +
fungicidas. Fusarium oxysporum: a) Testigo; b) Boscalid + Pyraclostrobin (302.4
ppm); ¢) Captan (2000 ppm); d) Clorotalonil (2520 ppm); e) Oxicloruro de Cobre
(2000 ppm); f) Procloraz (1125 ppm); g) Propamocarb + Fosetil (1590 ppm); h)
Tebuconazole (150 ppm); i) Tiabendazol (1800 ppm).

Sensibilidad in vitro de aislados de Fusarium spp., a fungicidas.

Se tuvieron diferencias significativas (P<0.01): con los fungicidas Sportak y Solaris
en sus dosis 0.5, 1.5y 2 mL L™, los aislados de Fusarium spp., presentaron
sensibilidad en un 100 % de inhibicidon del crecimiento micelial. Con el fungicida
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Cabrio segun dosis, se obtuvo un rango de inhibicién de crecimiento micelial de
63.3-100%. Con los aislados de F. circinatum el fungicida ejercié6 un 100% de
inhibicion del crecimiento micelial; en los aislados pertenecientes a la especie de F.
oxysporum (SF10, SF13 y SF20) el porcentaje promedio de inhibicién fue del 66.4
%, lo que hace suponer resistencia de estos aislados al fungicida.

El fungicida que indujo menor sensibilidad in vitro fue el Serenade, segun dosis
mostré un rango de inhibicion del 44.1-79.4%. Con la dosis alta, el rango de
inhibicion fue de 49.3-79.4%; en la dosis media se obtuvo un rango de 47.0-76.4%,
y para la dosis baja 44.1-70.6. Contra F. circinatum este fungicida biolégico indujo
en promedio una inhibicidn del 52.5%; para los aislados pertenecientes a F.
oxysporum el porcentaje fue del 73.2% de inhibicion de crecimiento micelial (Cuadro
11).

Se ha demostrado que con el procloraz y el tebuconazole, cuando se aplican al
suelo, son efectivos para reducir la incidencia y severidad de la marchitez vascular,
que otros como azoxystrobin, benomil, carbendazim y fluidioxonil (Amini y Sidovich,
2010). El primero es no-sistémico, con actividad por contacto y translaminar para un
desempefio protectante y curativo local. Mientras que el segundo es fungicida
sistémico, curativo y erradicarte. Ambos son inhibidores de la biosintesis del
ergosterol, lo que causan una acumulacion del langosterol, que desequilibra la
permeabilidad de la membrana celular y sus funciones, lo que resulta en la inhibicion
del crecimiento del hongo.

59



Proyecto: FONDO SECTORIAL CONACYT-CONAFOR 2018-1 A-S-67865
Cuadro 11. Sensibilidad de aislados de Fusarium spp. a fungicidas comerciales.

Fungicida Aislados de especies de Fusarium

SF02 SF04 SFO05 SF06 F10 SF13 F17 SF19 F20 SF22 SF29 SF32 SF35 SF41 SF52 SF55 SF56 SF58 SF59 SF60 SF61 SF65

100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

%
2 a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
1.5¢ 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
’ a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
0.5¢ 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
: a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
e 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
1.5+ 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
: a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
0.5+ 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
’ a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a
2%** 54.9b 79.4b 51.8b 50.5b 72.8c 71.5b 58.9b 55.8b 77.3b 66.9b 49.6b 57.3b 51.1b 52.0b 56.1b 55.9b 57.3b 49.3b 53.1b 56.4b 52.5b 59.4b
1.5 47.0c 76.3c 48.3c 49.2¢ 70.4b 69.0c 57.5b 52.6¢ 76.4b 66.3b 48.6b 56.2b 48.4c 51.3b 54.0c 52.1c 54.3c 48.3b 51.6b 54.3c 51.2b 53.8c
: c
0.5%** 45.5d 70.6d 47.1¢c 45.3d 68.1d 68.5¢ 57.0c 47.0d 67.4d 65.9b 46.6¢ 52.5¢ 44.9d 47.8c 53.0c 50.5¢ 53.1c 44 1c 49.5¢ 53.2c 48.1c 51.4d
Qowis 100.0 67.3e 100.0 100.0 68.3d 66.3d 100.0 100.0 69.9c 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
a a a a a a a a a a a a a a a a a a
. 100.0 66.4e 100.0 100.0 66.3d 65.5d 100.0 100.0 67.6c 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
: a a a e e a a d a a a a a a a a a a a a a
0.5+ 100.0 63.3f 100.0 100.0 65.3e 63.7¢e 100.0 100.0 67.3d 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
’ a a a a a a a a a a a a a a a a a a
TESTIGO 0.0e 0.0g 0.0d 0.0e 0.0f 0.0f 0.0d 0.0e 0.0e 0.0c 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0d 0.0e

Medias con la misma letra dentro de columnas no son significativamente diferentes, Tukey (p < 0.05)
*Sportak en mL L-1, ** Solaris en mL L-1, *** Serenade en g L-1 y **** Cabrio en g L-1.

Los aislados SF10, SF13 y SF20 pertenecen a la especie de Fusarium oxysporum, los aislados restantes son de la especie Fusarium circinatum.
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CONCLUSIONES

Los fungicidas Procloraz, Oxicloruro de Cobre, Tebuconazol y Tiabendazol no
permitieron el crecimiento de Fusarium circinatum ni de F. oxysporum en ninguna
de sus tres dosis evaluadas, a excepcion de Oxicloruro de Cobre que mostro
unicamente un control en F. circinatum. Los fungicidas Boscalid + Pyraclostrobin,
Captan, Clorotalonil y Propamocarb + Fosetil no controlan efectivamente a ninguna
de las dos especies de Fusarium.

Los fungicidas Sportak® 45 CE (Procloraz) y Solaris® Bio 250 EW en sus dosis
bajas y altas recomendadas, fueron 100 % efectivos para inhibir el crecimiento
micelial de los 22 aislados de Fusarium spp.,

El fungicida Cabrio® C no resulté efectivo para inhibir el 100 % de crecimiento
micelial, para todos los aislados de Fusarium spp., lo que hace suponer la
generacion de resistencia genética a este fungicida.

El fungicida Senerade® Max, mostré los menores niveles de efectividad contra los
22 aislados de Fusarium spp.

RECOMENDACIONES

Se recomienda la aplicacion de Sportak® 45 CE (Procloraz) o Solaris® Bio 250 EW
en dosis de 1.5 mL L™ de agua para validar su efectividad en vivero y controlar la
secadera del Pinus spp., causado por Fusarium spp., pero sin que se combine con
aplicaciones de Trichoderma spp.

La aplicacién de Cabrio® C, solo se recomienda para aislados susceptibles a este
fungicida, en dosis recomendada.

Para el caso de Serenade® Max, como producto biolégico se necesita hacer mas
estudios de efectividad in vitro, por encima de la dosis recomendada; si se quiere
mantener un esquema de manejo integrado de la enfermedad, ya que se incluiria
como parte del control biolégico.
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RESUMEN

El mosco fungoso negro es la principal plaga que se presenta en los viveros
forestales de México, que producen coniferas, causando pérdidas superiores al
30%. A pesar de su importancia no se tiene definido un protocolo de actuacién, que
precise al viverista los pasos a seguir para el control de la mosca fungosa. En la
busqueda de establecer este protocolo, en el presente trabajo se establecieron dos
bioensayos en donde evaluaron métodos de control biolégico e insecticidas
sintéticos para el control de larvas de B. impatiens, primero en laboratorio y segundo
en vivero, este segundo se encuentra en proceso de recolecta de datos. En
laboratorio los mejores resultados a corto plazo los obtuvieron los insectidas
quimicos. Confidor causé la mortalidad corregida de larvas del 100% en 24 h;
Agrimec y Ampligo requirieron de cinco dias. Los insecticidas Knack y Trigard que
funcionan alterando el desarrollo del insecto y tuvieron un resultado de 95y 75%
respectivamente. El nematodo fue el mejor control biolégico con 90% de mortalidad,
y los hongos entomotégenos (HE) conidios UAM, Bea B, Extracto enzimatico y Meta
A de 79, 72, 70 Y 52 % respectivamente. Es importante evaluar los controles
bioldgicos y los insecticidas Knack y Trigard en un periodo de tiempo mas amplio
para evaluarlos correctamente. Estos resultados permiten establecer
preliminarmente que los insecticidas quimicos Confidor, Ampligo y Agrimec se
pueden usar para el control correctivo de poblaciones de larvas B. impatiens, El
nematodo Esteinernema feltidae se puede utilizar cuando la infestacion es media,
al igual se puede utilizar el Knack y el Trigard. Los HE tienen el inconveniente que
su efecto se reduce por el uso de fungicidas en el vivero para el control de hongos
fitopatogenos. El extracto enzimatico tiene potencial, pero se debe seguir
desarrollando la investigacion. Es importante continuar y concluir el bioensayo en
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vivero para validar lo obtenido en laboratorio y posteriormente evaluar estos
productos mediante un protocolo bien definido, para poder estar en condiciones de
brindar una herramienta adecuada para el manejo de poblaciones de mosco
fungoso negro.

METODOLOGIA

Recolecta de material y cria de insectos

Se establecid una cria con los insectos recolectados de los 20 viveros muestreados
(Figura 35), en el laboratorio el Insectario de entomologia forestal, de la Division de
Ciencias Forestales, de la Universidad Auténoma Chapingo, en condiciones de
fotoperiodo 12:12 h; humedad relativa (HR) de 75%; temperatura 23 + 2 °C; y
alimento rodajas de papa de 2 g (Marin et al., 2015).

Figura 35. Mosca fungosa: a) Colecta de los 20 viveros; b) Cria de Bradysia
impatiens.

Produccion de bioinsecticida de Beauveria bassiana
Activacion Beauveria bassiana:

La cepa 11 de B. bassiana del cepario del laboratorio de Biotecnologia de la UAM-
X; se crecié en agar Dextrosa-Saboraud durante 15 dias a 25 °C. Los conidios se
cosecharon en Tween 80 al 0.05%. El conteo de conidios se realizé con una camara
de Neubauer y la concentracion de conidios se ajusté a 1 x 10’ conidios por mL
(Barranco et al., 2009) (Figura 36).
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Figura 36. Beauveria bassiana: a) Activacion de la cepa UAM; b) Conteo de
conidios con camara de Neubauer.

Condiciones de fermentacion:

En matraces Erlenmeyer se prepar6 medio de cultivo sélido que consiste de
caparazon de camaron, bagazo de cafia, Sales minerales (NH4),SO4, MgSOQOu,
NaCl, KH,PO4, FeSO4-7H20, ZnSO4 y MNSO4 y se inoculd con B. bassiana a una
concentracién de 1 x 10’ conidios/mL. Las condiciones de cultivo fueron pH 5.0 y 25
°C (Barranco et al., 2002). Se prepararon cuatro fermentaciones, cada una de 1.5
kg. Dos para obtener conidios de 15 dias y dos para cosechar extracto crudo 5 dias
(Figura 37).

Figura 37. Medios de cultivo: a) Mezcla de bagazo de cafia, cuticula de camarén,
sales minerales y agua; b) Matraces con fermentacion soélida de 15 dias con
crecimiento de micelio.
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Extraccion de conidios, enzimas y metabolitos:

Los conidios se cosecharon a los 15 dias y para el extracto crudo, enzimas y los
metabolitos a los 5 dias. Los conidios se obtuvieron con Tween 80 al 0.05 % 1:10
(v/v) y se realizd el conteo con una camara de Neubauer, a una concentraciéon de
1x107 conidios/mL. El extracto crudo enzimatico se coseché en agua destilada en
una proporcion de 1:1 (v/v) (Barranco et al., 2002) (Figura 38).

: -
\ 453’“

Figura 38. Fermentacion de Beauveria bassiana: a) Pesado de fermentacion; b, c)
Cosecha de conidios de fermentacion sélida.

Proceso de semipurificacion del extracto crudo enzimatico de B. bassiana.

El extracto crudo se centrifugé a 10000 rpm durante 10 minutos (Sorvall® modelo
RC-5B). Se realizé una segunda centrifugacion para la separacién por tamafio
molecular del sobrenadante utilizando tubos Centricom (BioRad®) 10 kDa
(BECKMAN®, modelo GPR) a 3000 rpm durante 30 min (Ali 2010). El extracto
superior mayor a 10 kDa, corresponde a enzimas y el inferior menor a 10 kDa a
metabolitos (Figura 39).

Figura 39. a) Fermentacion sélida de 5 dias para la cosecha de extracto enzimatico;
b) Extracto enzimatico cosechado.
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Ensayos enzimaticos realizados al extracto crudo
Determinacién de proteinas:

Valoracion cuantitativa de proteinas. Se utilizd6 el método de Lowry, que es un
meétodo colorimétrico. A la muestra se le afiadié un reactivo CuSO4 que forma un
complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad del color de la disolucion
resultante proporcional a la concentracion de proteinas. Se utiliz6 como estandar
albumina sérica (Figura 40).

Figura 40. Método de Lowry para determinar proteina.

Determinacién de actividad Lipolitica:

La lipdlisis es la hidrolisis de enlaces de esteres de tri-, di-, y monoglicéridos libera
acidos grasos libres, usualmente catalizada por enzimas, generalmente por el grupo
de enzimas conocidas como lipasas. Para la determinacién de lipasas se us6 como
sustrato 50 mL de aceite de oliva y se le agregdé 50 mL de goma arabiga, al 10 %
p/v (se pesaron 5 g de goma arabiga y se suspendio en 50 mL de agua destilada);
se tomaron 5 mL de la emulsion y se afadio 2 mL del amortiguador fosfato 50 mM
(pH 6.8) finalmente se agrego 1 mL de extracto enzimatico. Se incubo por una hora
a 37°C en agitacion constante, la reaccion se detuvo agregando 4 mL de una
solucién de acetona etanol 1:1 que contenia 0.09% de fenolftaleina que fue usado
como indicador (cambio de color a rosa-rojo); la actividad enzimatica se determiné
por titulacion de acidos grasos liberados, usando 5 mL de NaOH. (Ali et al., 2010).
Una unidad de actividad enzimatica es igual a la cantidad de enzima necesaria para
producir un ymol de acido graso min-1 (Figura 41).
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Figura 41. Titulacion para determinacion de actividad lipolitica.

Determinacion de actividad proteolitica de Pr1 (Subtilisina):

Se determind por la cantidad de p-nitroanilida liberado por el rompimiento de los
enlaces peptidicos que existen entre el aminoacido fenilalanina y pnitroanilina que
se encuentran en el sustrato Succinil-alanina2-prolina-fenilalanina-pnitroanilina
(Sigma-Aldrich) sintetizado quimicamente para determinar la actividad de esta
enzima (Ali et al., 2010. El procedimiento consistio: En un tubo de ensaye se agregd
0.05 mL del sustrato (1Tmmol), seguida de 0.85 mL del amortiguador Tris-HCI 15
mmol (pH 6.8) y 0.1 mL de extracto enzimatico. Se incub6 a 28 °C por una hora;
para detener la reaccion se adicion6 0.25 mL de acido acético al 30%, dejandose
reposar por 15 minutos sobre hielo. La mezcla fue centrifugada a 1250 g por 5 min
a4 °Cy el sobrenadante se ley6 en el espectrofotometro CARY 50™ a 410 nm. Una
unidad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que produce 1 nmol de
nitroanilida min-1 (Ali et al., 2010) (Figura 42).

Determinacion de actividad proteolitica de Pr2 (Tripsina):

La actividad proteolitica de Pr2 se determind por la cantidad de p-nitroanilida
liberado por el rompimiento de los enlaces peptidicos que existen entre el
aminoacido arginina y pnitroanilina que se encuentran en el sustrato Benzoil-
fenilalanina-valina-arginina-p-nitroanilina (Sigma-Aldrich) sintetizado quimicamente
para determinar la actividad de esta enzima (Ali et al., 2010). En un tubo de ensayo
se agregd6 0.05 mL del sustrato (1mmol), enseguida 0.85 mL del amortiguador Tris-
HCI 15 mmol (pH 6.8) y 0.1 mL de extracto enzimatico. Se incubo a 28°C por una
hora, para detener la reaccion se adicion6 0.25 mL de acido acético al 30%, se dejé
reposar por 15 minutos sobre hielo. La mezcla se centrifugé a 1250 g por 5 min a
4°C y el sobrenadante se ley6 en el espectrofotometro CARY 50™ a 410 nm. Una
unidad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que produce 1 nmol de
nitroanilina min-1 (Ali et al., 2010) (Figura 42).
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Figura 42. Determinacion de actividad proteoitica de Pr1 (Subtilisina) y Pr2
(Tripsina).

Determinacién de actividad endoquitinolitica:

Las endoquitinasas rompen al azar en puntos internos de la cadena de la quitina,
produce oligdbmeros de N-acetilglucosamina de bajo peso molecular tales como
quitotetraosa y quitotriosa. El procedimiento consistié: en un tubo se ensaye se
agregé como sustrato 0.5 mL de quitina coloidal al 0.5 %, 0.5 mL de extracto
enzimatico y 1.0 mL de buffer de fosfato citrato 0.2 M (pH 5.6). La mezcla se incub6
a 50°C durante una hora, la reaccion se terminé adicionando 3 mL de acido
dinitrosalicilico (DNS) y enseguida se calent6 la mezcla por 10 minutos. La solucion
se centrifugé a 10 000 rpm y se ley6 a 575 nm. Una unidad de actividad enzimatica
fue definida como la cantidad de azucar que cataliza la produccion de 1umol de
azucares reductores min™ y se expresa en peso seco del sustrato (Almeida et al.,
2001).

Determinacién de actividad exoquitinolitica:

Las exoquitinasas liberan diacetil-quitobiosa con la produccion de N-acetil
glucosamina u oligdbmeros. La presencia de actividad de exoquitinasas fue
determinada en los extractos usando p-nitrofenol-N-acetil-B-D-glucosamina (Sigma-
Aldrich) como substrato. En un tubo de ensaye se agreg6é 200 ul del extracto
enzimatico, 200 pl de amortiguador de citratos fosfatos 0.2 M pH 5.6, posteriormente
se agregd 200yl de una solucién de 1.0 mg/ml de p-nitrofenolN-acetil-B-D-
glucosamina (pNAG), se incubd a 37 °C durante una hora con agitacion (180 rpm).
La reaccion se termind agregando 1 mL de NaOH 0.02M. La muestra se midi6 en
un espectrofotometro a 400 nm, para realizar la estimacion del p-nitrofenol liberado
(Coudron et al, 1984).
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Una unidad de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que
libera 1umol de p-nitrofenol por mL de enzima por minuto bajo las condiciones
especificas (Tronsmo y Harman, 1993).

Bioensayo 1: Evaluacion de controles biolégicos e insecticidas quimicos.

La actividad insecticida de los conidios y extracto enzimatico obtenidos de la
fermentacioén soélida de B. bassiana, se evaluaron en larvas de B. impatiens de tercer
y cuarto estadio. Ademas, se probaron los productos comerciales de hongos
entomopatdégenos: Meta A Spectrum (Metarrhiziun anisopliae), Bea B Spectrum
(B. bassiana); el nematodo Steinernema feltidae y los insecticidas quimicos
comerciales: Knack, Ampligo, Agrimec, Confidor, Trigard.

Se uso cajas de plastico transparentes con tapa de 5 cm de diametro. Para evitar la
deshidratacion de las larvas se les coloco un trozo de papel absorbente de 3X2 cm.
En cada caja se colocaron 10 larvas; las cuales se alimentaron con 0.5 gr de papa
fresca. Los tratamientos se aplicaron directamente sobre el papel absorbente y
sobre el alimento (Cuadro 12). Se realizé una sola aplicacidon a una dosis de 500 pL
de cada tratamiento, al testigo se le aplicé agua destilada. Se incubaron a una
temperatura de 23 + 3 °C y HR de 60-70 %; para conservar la humedad de las cajas
de plastico se agreg6 20 pL de agua destilada, cada 72 h (Figura 43a, c).

El tratamiento del nematodo se establecié con 1 g de sustrato de peat moss (40 %),
agrolita (20 %) y vermiculita (20 %), esto se hizo con la finalidad de que el nematodo
se pudiera desplazar de mejor manera en el sustrato y de esta forma poder buscar
a las larvas de B. impatiens (Figura 43b).

Cuadro 12. Control biolégico e insecticidas quimicos, ingrediente activo aplicados
a larvas de Bradysia impatiens en el bioensayo de laboratorio y en invernadero.

Tratamiento Dosis Ingrediente activo
Meta A 1 X10” conidios por MI Conidios M. anisopiae
Bea B 1 X10” conidios por mL Conidios B. bassiana
Conidios cepa UAM 1 x 10’ conidios por mL Conidios B. bassiana

Proteasas, lipasas, quitinasas
Extracto crudo UAM 0.5 mL y metabolitos

Steinernema feltidae 50 nematodos por 1 cm? Nematodo
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Ampligo

Agrimec

Confidor
Trigard
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0.2 mL/L

1 mL/L

1 mL/L

1 mL/L
0.015g/L

0.3 mL

Pyrioroxifen

Clorantraniliprole y
lambdacialotrina

Abamectina

Imidacloprid

Ciromazina

Agua
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Figura 43. Bioensayo 1 en laboratorio: a) Larvas en caja Petri con papel absorbente
y papa como alimento; b) Larvas con sustrato y papa; ¢) Aplicacion de productos en
papa y papel absorbente.

Diseino experimental

Se empled un disefio completamente al azar, con cinco repeticiones por tratamiento,
cada repeticidn consistié en 10 larvas; por tratamiento se utilizaron 50 larvas y un
total de 550 larvas de B. impatiens. La variable que se evaluo fue mortalidad de
larvas.

Variable a evaluar:

a) Actividad insecticida (mortalidad).

Se cada 24 horas se anoté el numero de larvas muertas, durante ocho dias; con
estos datos se calcul6 el porcentaje de mortalidad corregido mediante la ecuacion
de Abbott (Abbott, 1925) para eliminar la mortalidad natural obtenida en el testigo.

_ Mtr — Mte

MC= To0—mze "

100
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Donde:

MC = Porcentaje de Mortalidad Corregida.
Mtr = Porcentaje de Mortalidad en el Tratamiento.
Mte = Porcentaje de Mortalidad en el Testigo Absoluto.

Bioensayo 2: Control de B. impatiens en Pinus devoniana en invernadero.

El 15 de agosto se estableci6 la siembra de P. devoniana, para obtener plantulas
de 100 dias de edad, con esta planta se realizo el bioensayo de control de B.
impatiens en Pinus devoniana en invernadero. El objetivo de este bioensayo fue
determinar el grado de proteccion en Pinus devoniana de los controles biologicos a
base de B. bassiana y M. anisopliae, y el nematodo Steinernema feltidae. Ademas,
se evaluaron los insecticidas quimicos comerciales Knack, Ampligo, Agrimec,
Confidor, Trigard, sobre larvas de B. impatiens en invernadero. La evaluacion se
realiz6 en el invernadero de Parasitologia Forestal, de la Divisién de Ciencias
Forestales, de la Universidad Auténoma Chapingo.

Se utilizaron plantulas de P. devoniana de 120 dias de edad, establecidas en
tubetes individuales de plastico de 210 mL. La composicion del sustrato fue turba
(60 %), agrolita (20 %) y vermiculita (20 %), y 1.23 g de fertilizante (multicote Exact
Hi.End®) por tubete (Figura 44). Se colocaron 10 larvas de tercer estadio, en cada
plantula de pino de 2.5 meses de edad. Se uso la dosis por producto (recomendada
por el fabricante) y un testigo al que solo se le aplic6 agua de riego (Cuadro 13).

Las dosis se diluyeron en agua de riego, y se hizo solo una aplicacién de 40 mL por
tubete, de cada tratamiento. Después de la aplicacién de los tratamientos, a los 5
dias se extrajeron las plantas con todo y cepellon y se colocaron en envases de
plastico transparente de 1/2 L con tapa. Cada 24 horas se revisaron para detectar,
recolectar y registrar el numero de emergidos, después de 30 dias se dio por
terminado el experimento.
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Figura 44. Establecimiento de bioensayo en invernadero.

Disefio experimental

Se empled un disefio completamente al azar, con cinco repeticiones por tratamiento,
cada repeticidon consistio en 2 tubetes; por tratamiento se utilizaron 10 tubetes y 100
larvas. En total se utilizaron 1100 larvas de B. impatiens.

Variable a evaluar:

a) Adultos emergidos después de la aplicacién de los controles biolégicos y
quimicos.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en porcentaje de los dos bioensayos se modificaron al usar la
transformacion angular o arcoseno; estos datos tienden a una distribucion binomial,
para normalizar los datos. Se utilizé la siguiente férmula, de acuerdo con la prueba
de Shapiro-Wilk’s:

arcoseno\/porcentaje/loo,

Los datos de mortalidad corregida y transformados se sometieron a un analisis de
varianza ((ANDEVA) y se realizara una prueba de medias por el método de Tukey
(P<0.01). Para el analisis estadistico se usara el software SAS, 2009.
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Cuadro 13. Tratamientos, ingrediente activo, formulacion y dosis de bioensayo en

invernadero.
Tratamiento Insecticida Formulacion Dosis
T1 Meta A 1 X 10" UFC/L 1x 10" mL™
T2 Bea B 1 X 10" UFC/L 1x10" mL™
T3 cepa UAM* 1 X 10" UFCI/L 1x 10" mL™
T4 Extracto crudo*  Proteinas yg/mL 990 pg/mL
T5 Knack 11.23 % L™ 1mLL”
. 10 gr clorantraniliprole 1
6 Ampligo y 5 gr lambdacialotrina 0.5mLL
T7 Agrimec 18 gr abamectina 0.5mLL"
T8 Confidor 350 L 0.5mLL"
T9 Trigard 37.5 gr ciromazina 0.5mLL"
Nematodo .
T10 (Steinernema 250 millones de 50 2nematodos por
. nematodos cm
feltidae)
T11 Testigo Agua 0.5mLL"
RESULTADOS Y DISCUSION

Cria de insectos

La cria de B. impaties se establecio exitosamente, se obtuvieron 50 camaras de
crias de insectos, de las cuales garantizaron la cosecha en suficiente cantidad tanto
de larvas como de adultos, para las diferentes determinaciones y bioensayos, se
han cosechado mas de 5000 larvas y aproximadamente 500 adultos. Las camaras
de cria se almacenan para mantener la poblacién viable de B. impatiens y obtener
mas ejemplares si se requieren (Figura 45).
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Figura 45. Cria de Bradysia impatiens: A) Masa de huevecillos; B) Larvas de tercer
estadio; C) Adulto (Macho).

Produccion de bioinsecticida de Beauveria bassiana

Las cepas desarrolladas en agar-PDA se utilizaron como inoculo para la
fermentacién solida con caparazén de camarén. Se obtuvieron dos productos de
bioinsenticida a base de conidios y extracto enzimatico (metabolitos). Las
cantidades producidas se muestran en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Stock de productos obtenidos de fermentacion sélida, conidios y

extractos de Beauveria bassiana.

Producto Volumen

Concentraciones

Conidios activacion de

cepa en agar-PDA. 100 mL
Conidios i_n’ocul’o_para 1000 mL
fermentacion solida.

Conidios fermentacién

solida (bioinsecticida). 1400 mL
Extracto enzimatico 2000 mL

1 X 10" UFCIL.

1 X 10" UFCIL.

1 X 10" UFCIL.

Los productos de B. bassiana obtenidos fueron suficientes para establecer los
bioensayos, los sobrantes de estos bioinsecticidas se almacenaron en refrigeracion

a -5 °C, para conservar su viabilidad (Figura 46).
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Figura 46. Produccion de conidios de B. bassiana.

Ensayos enzimaticos realizados al extracto crudo

El hongo entomopatégeno B. bassiana produce enzimas que degradan los
componentes lipidicos, protéicos y quitinolicos que conforman la estructura del
exoesqueleto (Cuticula) de los insectos. En el extracto enzimatico obtenido por
medio de la fermentacion sdlida de cinco dias y utilizando caparazén de camarén
(para simular la cuticula de los insectos), se detecto la actividad de las principales
enzimas que intervienen en el proceso bioquimico de degradacion de la cuticula de
insectos; lipasas, las proteasas tipo Pr1 y Pr2, endoquitinasas y exoquitinasas. Los
resultados se muestran en el Cuadro 15.

Cuadro 15. Determinacion de actividad enzimatica en el extracto enzimatico de B.
bassiana obtenido a los cinco dias de fermentacién sélida.

Tipo de enzima Actividad enzimatica*
Proteinas 105.2636 ug/mL*
Lipasas 53.2407 U*

Pr1 Subtilisina 0.11401 + 0.000228 U*
Pr2 Tripsina 0.00323 + 0.000228 U*
Exoquitinasas 2.2604 £ 0.4162 U*
Endoquitinasas 0.04872 + 0.01055 U*

*La determinacion se realizé por triplicado
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Bioensayo 1: Evaluacion de controles biolégicos e insecticidas quimicos

El ANDEVA senala que al menos un tratamiento es diferente; sin embargo, no
precisa cual o cuales son los que actuan de forma distinta, por lo que se aplicé
una prueba de comparaciones multiples (Tukey). De acuerdo con la prueba de
Tukey, los mejores tratamientos fueron el Confidor, Ampligo y Agrimec que
ocasionaron una mortalidad corregida de 100% en las larvas, en los cuales las
medias son significativamente diferentes al nivel de 1%. Los insecticidas quimicos
Knack y Trigard ocasionaron una mortalidad corregida acumulada de 95y 75%
respectivamente. Los controles bioldgicos también fueron significativamente
diferentes al testigo (Cuadro 16). El control biolégico que mejor desemperio tuvo
fue el nematodo, con una mortalidad corregida a los ocho dias de 88.63 %,
seguido de los conidios UAM, Bea A y Extracto enzimatico UAM. El tratamiento
que obtuvo el peor desempefio fue Meta A (Cuadro 17).

Cuadro 16. Prueba de media de Tukey, para mortalidad de larvas de Bradysia
impateins, en laboratorio.

Tratamiento Medias transformadas Agrupamiento Tukey
Confidor 90 A
Agrimet 90 A
Ampligo 90 A
Knack 78.46 BA
Nematodo 75.66 BA
Conidios UAM 70.65 BA
Extracto enzimatico UAM 65.35 BA
Trigard 64.88 BA
Bea B 64.3 BA
Meta A 50.48 B
Testigo 20.07
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Cuadro 17. Porcentaje de mortalidad acumulada y corregida de larvas de B.

impatiens por tratamiento.

Tratamiento

% Mortalidad acumulada %Mortalidad corregida

Meta A

Bea B
Conidios UAM
Extracto enzimatico UAM
Nematodo
Knack
Ampligo
Agrimec
Confidor
Trigard
Testigo

58
76
82
74
90
96
100
100
100
78
12

52.27
72.72
79.54
70.45
88.63
95.45
100
100
100
75

El efecto de los insecticidas quimicos se observa desde el primer dia de su
aplicacion. El insecticida Confidor fue el mas efectivo ya que causa la mortalidad de
larvas al 100% a las 24 h, Ampligo y Agrimec requieren de 96 h, Knack y Trigard
requirieron de ocho dias para alcanzar mortalidad maxima. El efecto de los controles
biolégicos se observo a partir de las 72 h y se incrementa conforme trascurre el

tiempo después de su aplicacion (Figura 47 y 48).
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Mortalidad acumulada a los ocho dias

/I

Meta A
Bea B

Conidios UAM
Extracto UAM
==Knack
== Ampligo

= Agrimec

Confidor

==Trigard

Nematodo

Testigo

Figura 47. Porcentaje de mortalidad acumulada a los ocho dias después del

tratamiento.
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Figura 48. Efecto de tratamientos en larvas de Bradysia impatiens: A) Hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana; B, C y D) Nematodo E. feltidae; E) Ampligo;
F) Agrimec; G) Knack; H) Confidor; I) Trigard.
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Bioensayo 2: Control de B. impatiens en Pinus devoniana en invernadero

Los resultados obtenidos fue el establecimiento exitoso de 500 plantulas de P.
devoniana, se inoculd el sustrato con larvas de tercer estadio de B. impatiens y al
tercer dia se aplicaron los tratamientos, al quinto dia después de la aplicacion del
tratamiento las plantulas con todo y cepellén se colocaron en envases transparentes
de plastico con tapa, para evaluar la emergencia de adultos (Figura 49).

Este bioensayo se encuentra en proceso, debido a que la fenologia de P. devoniana
no permite su buen establecimiento y germinacion de esta especie de pino. Los
resultados finales de este bioensayo estaran terminados en 50 dias
aproximadamente.

Figura 49. Plantulas de P. devoniana y aplicacion de larvas de B. impateins: a, b)
Germinacion y desarrollo de P. devoniana; ¢) Inoculacion de tubetes con larvas de
Bradysia impatiens; d, e) Envases de plastico de Y2 L con plantula tratadas.

El control mas efectivo de larvas de B. impateins en laboratorio fue Confidor, ya que
tiene un control del 100% después de 24 horas de su aplicacién, esto concuerda
con lo reportado para este producto en el vivero de Temamatla, Edo. De México,
donde evaluaron el Confidor en plantas de P. montezumae (Marin et al., 2015b),
Este producto es el unico de los valorados que en su etiqueta sefiala que se puede
aplicar en forma de drench, para el control de plagas de suelo, tal como es el caso
de la mosca fungosa.
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Los agroquimicos Agrimec y Ampligo son insecticidas que en su etiqueta indican
que se deben aplicar al follaje de la planta. Sin embargo, obtuvieron buenos
resultados en laboratorio, por tal motivo se deben evaluar cuidadosamente en
bioensayos donde se aplica directamente al sustrato.

El Knack es un insecticida que actua sobre las plagas como regulador de su
crecimiento, actua de forma similar a la hormona juvenil natural de crecimiento,
afectando el desarrollo del insecto (larvas, pupas, adultos), esta forma de actuar
ocasiona que no mate de forma inmediata al insecto, pero provoca alteraciones en
la muda entre estadios y estados, esto se hizo evidente en la malformacion de pupas
(Figura 48G). Esta manera de actuar ocasiona que requiera de mas tiempo para
causar la muerte del insecto, esto se ve reflejado en el bioensayo establecido en
este informe, ya que su efecto de mortalidad inicié a las 72 h después de la
aplicacion y continua causando la muerte de las larvas hasta el dia ocho que se dio
por terminado el experimento. Este insecticida actua de forma similar a los HE.
También es un insecticida que indica en su etiqueta que se aplique en follaje.

La mortalidad acumulada corregida obtenida por el insecticida Trigard (75%), se
debe a que es un insecticida con actividad sistémica, que actua como regulador de
crecimiento de los insectos, su forma de accién es muy similar al del Knack y los
HE. Esto se ve reflejado cuando la mortalidad acumulada se increment6 al pasar
los dias y probablemente si se evalua mas dias ocasione la muerte de las larvas al
100 %. Es importante senalar que este insecticida también se aplica al follaje.
Ademas, es el unico insecticida que en su etiqueta menciona que controla plagas
de dipteros, y especialmente larvas de moscas sciaridas, por lo que se recomienda
evaluar mas cuidadosamente.

El nematodo Steinernema feltidae obtuvo una mortalidad corregida de 88.63 % en
laboratorio a los ocho dias, sus efectos se comenzaron a observa a las 24 h y se
incrementa conforme avanzan los dias, esto se debe a que los nematodos primero
se tienen que aclimatar, una vez pasado este proceso el nematodo busca
activamente las larvas de B. impateins para invadirlas y causarles la muerte (Figura
48 B, C, D). El nematodo tiene una serie de ventajas sobre los insecticidas quimicos
que se deben de aprovechar para el manejo integrado de la mosca fungosa, estos
son: no causa resistencia, busca de forma activa a las larvas de B. impateins y
segun el fabricante permanece vivo durante siete meses en el sustrato sin que se
existan larvas, ademas, cuando infecta una larva el nematodo se alimenta de ella 'y
se reproduce, este proceso incrementa la poblacion del nematodo. Todas estas
ventajas se deben de evaluar en el invernadero y vivero.
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Los insecticidas quimicos son los que mejor desempeiio tuvieron en el corto plazo,
para el control de larvas de B. impatiens, sin embargo, los controles biologicos
obtuvieron también un buen desempenfo, ocasionando la mortalidad de larvas de
50-88.65 %. Pero para que alcancen niveles de control superiores del 70%
requieren de cinco dias como minimo. Los controles biologicos tienen una forma de
actuar diferente que los insecticidas quimicos. Los HE requieren entrar en contacto
con la cuticula o ser ingeridos por las larvas (Lozano-Tovar et al., 2013). En el caso
de los HE tienen un efecto insecticida e insectistatico, sumando ambos efectos se
pueden tener mortalidades elevadas. El efecto insectistatico no se expresa de forma
inmediata en la mortalidad del insecto. Sin embargo, detiene o alarga el desarrollo
de las larvas, tiene un efecto antialimentario, altera el proceso de formacién de
mudas y pupas, y causa malformaciones en los adultos. Todos estos efectos
ocasionan que el insecto muera y se alcancen niveles de control mayores del 80 %
(Marin et al., 2017), por lo que de seguir la evaluacion de los tratamientos aplicados
en el bioensayo de laboratorio a los 15 dias no se obtuvieron emergencia de adultos.
Sin embargo, el uso de HE se puede ver afectado en el vivero, debido a que se
aplican fungicidas para el control de hongos fitopatégenos (Fusarium circinatum).
Para solucionar este problema se probé como alternativa en este bioensayo el
extracto enzimatico de B. bassiana UAM, este extracto no es afectado por la
aplicacion de fungicida, debido a que son moléculas (enzimas y metabolitos)
producidas por el hongo, y estas son las responsables de que el hongo pueda
penetrar la cuticula del insecto y los metabolitos son los que causan el efecto
insectistatico. Sin embargo, este bioinsecticida no esta disponible en el mercado,
solo se encuentra en fase de investigacion.

CONCLUSIONES

Los insecticidas quimicos controlan al 100% las larvas de mosca fungosa negra,
esto lo hacen en un periodo de tiempo corto (1-5 dias). Los bioinsecticidas y los
insecticidas quimicos que actuan interviniendo en el proceso de muda y desarrollo
de los insectos, requieren de mayor tiempo para ocasionar la muerte de las larvas
de B. impatiens. Sin embargo, son eficientes en periodos mas amplios de
evaluacion.

El nematodo Steinernema feltidae es una alternativa viable para el control de mosca
fungosa. Al igual que los HE, de este ultimo grupo, el que mayor potencial tiene es
el extracto crudo.

El bioensayo en laboratorio permitié evaluar métodos de control diferentes y el uso
de insecticidas quimicos de distintos grupos quimicos y biolégicos, la informacion
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obtenida fue relevante para proponer un protocolo de actuacion para el manejo de
mosca fungosa en los viveros, cabe aclarar que este protocolo es preliminar, pues
falta por concluir el bioensayo en invernadero con planta de P. devoniana, una vez
que se concluya el bioensayo, se tendran mas datos para precisar el manejo de la
mosca en los viveros, y evaluar dicho protocolo en condiciones reales en los viveros
forestales.

RECOMENDACIONES

El manejo que se propone con los datos obtenidos con el bioensayo de laboratorio
es el siguiente:

1.

Cuando inicie la presencia de larvas de B. impatiens, aplicar la dosis baja del
nematodo S. feltidade, que recomienda el fabricante del producto, es
importante que se verifique que los nematodos estén vivos en por lo menos
el 80 %, después de su aplicacidn supervisar y monitorear que las
poblaciones de larvas disminuyan.

Si la poblacion de mosca fungosa no disminuye o se incrementa, aplicar el
producto Knack y/o Trigard, es importante que el usuario considere que la
forma de actuar de este producto es por medio de la alteracién del desarrollo
del insecto y que su efecto como mortalidad se refleja a los 5-6 dias después
de su aplicacion.

En dado caso que no disminuya la poblacion de larvas se debe aplicar un
insecticida quimico, puede ser Ampligo. Es importante leer la etiqueta y
realizar las aplicaciones como se especifica, no mas de dos aplicaciones por
ciclo. Repetir la aplicacion en 10 dias.

De seguir la infestacion aplicar el insecticida Agrimec, siguiendo las mismas
especificaciones que el anterior. No mas de dos aplicaciones por ciclo.

En infestaciones severas aplicar Confidor, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para disminuir las poblaciones de mosca fungosa es importante primero seguir
todas las recomendaciones de control cultural y del manejo del agua.
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El viverista debe constatar que el producto aplicado para el control de mosca
fungosa, se aplique en el sustrato, primero realizar un riego pesado y posteriormente
aplicar los productos, de lo contrario si se aplican los productos de control y antes
del riego o al inicio del riego de las plantas esto puede ocasionar que el producto
sea lavado del tubete, reduciendo la oportunidad de entrar en contacto con las
larvas, y asi reducir su efectividad.

Se recomienda ampliar el periodo de evaluacion de los insecticidas Trigard y Knack,
asi como el de los EH y el extracto enzimatico, con el fin de no sub-evaluarlos, ya
que requieren de mayor tiempo para que causen la muerte al insecto.

En cuanto a extracto enzimatico UAM se recomienda se continue evaluando en
condiciones de vivero ya que tiene un alto potencial, y puede ser una alternativa
de bioinsecticida mas para el manejo de la mosca fungosa negra.
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Actividad 1.10. CONTROL BIOLOGICO Y QUIMICO DE Fusarium circinatum A
NIVEL DE INVERNADERO.

Silvia Edith Garcia Diaz. UACh, edith65@gmail.com

Omar Alejandro Pérez Vera. UACh, oalejandrovera@gmail.com

Brizeida Barrios Merino. UACh, brizeidabarriospmg@gmail.com

Adrian Lopez Lépez. UACh, adrianlopezmeta@gmail.com

El empleo de alternativas de control contra Fusarium en viveros forestales, es un
tema de gran importancia, ya que existen pérdidas mayores al 35 % del total de
planta en produccion. En concordancia con los datos numéricos, se evalud la
efectividad de cinco fungicidas quimicos y cuatro cepas de Trichoderma.

METODOLOGIA

Desinfecciodn, tratamiento e inoculacion de la semilla de Pinus cembroides
con Fusarium spp.

La semilla utilizada para este estudio fue de Pinus cembroides, se remojé durante
tres dias como tratamiento pregerminativo, se desinfectd superficialmente por
inmersion en hipoclorito al 10% durante 10 min, después se enjuagaron 4 veces con
agua destilada estéril para eliminar los restos de cloro. Posteriormente se inocularon
con una suspension de 1x10° esporas de Fusarium/ mL durante 60 min, se secaron
en un ambiente aséptico y se almacenaron a temperatura ambiente durante una
noche, para su posterior siembra.

Impregnacién de la semilla de pino con fungicidas y Trichoderma spp.

Lotes de 250 semillas de pino (1250 semillas totales) se impregnaron con cinco
fungicidas: T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz
(0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5: Tiabendazol (0.4 g) en 200 mL de agua
destilada estéril durante 20 minutos y se secaron a temperatura ambiente para su
inmediata siembra.

Para la inoculacion con Trichoderma spp., se utilizd 1 L de una suspension de
esporas de 1x106 de T. harzianum, T. erinaceumy T. asperellum (Don Juan Macias,
2006). A cada tubete se le agregaron 5 mL de la suspencion, segun el tratamiento
correspondiente (Figura 61a). La aplicacion se realizé un dia antes de la siembra y

90



Proyecto: FONDO SECTORIAL CONACYT-CONAFOR 2018-1 A-S-67865

posteriormente una vez a la semana, en la misma cantidad, con un total de 5
aplicaciones.

Sustrato y siembra de semilla de pino

Se prepar6 una mezcla de agrolita, peat moss y vermiculita para el experimento en
una proporcion de 20-60-20, el cual se esterilizd en una autoclave a 120 °C y 15
libras de presion, durante 20 minutos; el proceso se repitid tres veces. Antes del
llenado de los contenedores de 25 cavidades se desinfectaron con cloro al 1%
durante 20 minutos. Los contenedores con tubetes de 170 y 220 ml se llenaron con
la mezcla del sustrato, se aplico6 osmocote y se sembraron en cada tubete dos
semillas, colocando una capa superficial de vermiculita para evitar la evaporacion
del agua. El riego de la semilla era diario y moderado, cuando se encontraba con
mucha humedad se regaba al tercer dia.

El experimento se establecio en el invernadero de la Division de Ciencias Forestales
(DiCiFo), Universidad Autonoma Chapingo. Texcoco, Estado de México (Figura
60a, b).

Diseino experimental

Para la evaluacién de control quimico, se trabajé con un disefio experimental
completamente al azar, con cinco fungicidas y dos testigos (uno sin fungicida y sin
impregnacion del patégeno y otro con solo Fusarium), cada tratamiento con cinco
repeticiones. Cada repeticion fue un contenedor y la unidad experimental fueron 50
semillas (250 semillas totales por tratamiento y 1750 semillas totales). El periodo de
evaluacion del efecto de los fungicidas en plantulas de pino en preemergencia y
postemergencia fue durante un mes, una semilla se considerd germinada cuando la
plantula alcanzo la etapa de cabeza de cerillo. Los datos del porcentaje de semillas
germinadas se transformaron con la funcion arco seno con el programa estadistico
SAS (SAS Institute, 2002) y los valores medios de cada tratamiento se compararon
con prueba de Tukey (p < 0.05). Ademas, se registroé el numero de plantulas en
postemergencia afectadas cada semana.

En el caso del control biolégico, se utilizdé el mismo disefio experimental, con un
arreglo de 6 tratamientos (Natucontrol, PHC-T22, Trichoderma erinaceum, T.
asperellum, testigo positivo y testigo negativo) pero con 4 repeticiones, y un total 24
unidades a evaluar. La unidad experimental fue de 42 plantas (336 plantulas por
tratamiento). Los resultados se analizaron con el programa R y se le realizd la
prueba de Tukey con una confiabilidad del 95% (p£0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El experimento fue monitoreado durante un mes y se evaluaron dos variables:
germinacion e incidencia de Fusarium (Figuras 60 y 61).

Porcentajes de germinacion
Fungicidas

Los resultados sobre los porcentajes de germinacion registrados de la semilla de P.
cembroides correspondientes a los distintos tratamientos, se observa en el Cuadro
18, donde se realizo la transformacion del dato “Porcentaje de germinacion” a través
de la aplicacion del arcsen VX, como lo sugiere Castillo (2008).

Cuadro 18. Porcentaje de germinacion de los siete tratamientos evaluados.

Arcoseno %

. Semilla % de \% poblacion <.
Tratamiento germinada germinacion germinada g:rll)wi?r?a(:;;

T 107 42.8 0.652 0.862
T2 86 34.4 0.578 0.95
T3 117 46.8 0.678 0.82
T4 113 45.2 0.668 0.838
T5 59 23.6 0.468 1.078
T6 56 22 0.46 1.09
T7 100 40 0.628 0.89

T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz (0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5:
Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni Fusarium.

Posterior a la transformacién de los datos de Porcentaje de germinacion, se
programaron en SAS, para realizar su correspondiente analisis de varianza y prueba
de medias Tukey, obteniendo la siguiente salida del programa (Figura 50):
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Figura 50. Analisis de varianza obtenido mediante el Programa SAS 9.0

El analisis de varianza nos refleja un valor de F calculada de 4.23 la cual es mayor
a la F tabulada de 2.45, rechazando con ello la hipotesis nula, asumiendo que no
todos los tratamientos tienen un efecto igual sobre la germinacion de las semillas
de P. cemborides.

Posteriormente se realizo la prueba de medias de Tukey para conocer el efecto
medio de los distintos tratamientos sobre la germinacion de las semillas de pino,
obteniendo el resultado de la Figura 51.
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T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g),
T3: Procloraz (0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5:
Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni
Fusarium.

Figura 51. Resultado de Prueba de medias de Tukey obtenido mediante el
programa SAS 9.0.

Como se puede observar en la salida de Tukey, el efecto que cada uno de los
tratamientos ejerce sobre la germinacion no es la misma y en este caso los
porcentajes de germinacidn mas altos hasta los mas bajos se leen de forma
ascendente; la germinacion mas alta la obtuvo el T3, mientras que la germinacion
mas baja la presentoé el T6. De la misma manera se puede observar que existe mas
de un tratamiento con efectos similares entre si sobre la variable de respuesta.

En el Cuadro 19, se presentan los porcentajes de germinacién concentrados por
tratamiento, los cuales se pueden comparar con la salida de la prueba de Tukey
para confirmar lo dicho en el parrafo anterior y respaldar las conclusiones.
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Cuadro 19. Porcentajes de germinacién por tratamiento.

Tratamiento Porcentaje de germinacion
T1 42.8
T2 34.4
T3 46.8
T4 45.2
T5 23.6
T6 (Testigo -) 22.4
T7 (Testigo +) 40

T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz (0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5:
Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni Fusarium.

Cabe mencionar que, para tener un parametro de referencia respecto al porcentaje
de germinacion de la semilla de la especie de pino utilizada, se realizé una prueba
de germinacion la cual fue del 20 % a los 35 dias de evaluacion (Figura 52). Por la
razon mencionada se decidid tomar la germinacion mas alta reflejada en el
Tratamiento 3 (46.8 %) como el 100 % de germinacion esperada y a partir de ello
ponderar los porcentajes de germinacion de los distintos tratamientos, ademas de
agregar una escala de calificacion cualitativa basada en el porcentaje de
germinacion ponderado que consistido en que cada rango de 25 % corresponderia
una calificacién diferente quedando de la siguiente manera: de 0 a 25%-baja, 26 a
50-regular, 51 a 75-buena y de 76 a 100-alta, como se observa en el Cuadro 20.

Cuadro 20. Escala cualitativa del porcentaje de germinacion por tratamiento.

Tratamiento Porce.ntajg’de Porcentaje Escala de.cal.ificacién
germinacion ponderado cualitativa
T1 42.8 91.45 Alta
T2 34.4 73.5 Buena
T3 46.8 100 Alta
T4 45.2 96.58 Alta
T5 23.6 50.43 Regular
T6 (Testigo -) 22.4 47.86 Regular
T7 (Testigo +) 40 85.47 Alta

T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz (0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5:
Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni Fusarium.
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Figura 52. Porcentajes de germinacion de Pinus cembroides con 31 dias de

evaluacion: T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz (0.16 ml), T4:
Propamocarb (0.3 ml), T5: Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni Fusarium.

Trichoderma spp.

El proceso de germinacion inicid a los 12 dias posteriores a la siembra, el T1
(Trichoderma harzianum-Fusarium circinatum) mostrd la mayor cantidad de semilla
germinada con respecto a los otros tratamientos, como se muestra en la Figura 53.
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Figura 53. Grafica de la germinacion acumulada promedio por cada tratamiento. T1:
Natucontrol-F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F.
circinatum, T5: Testigo (+), T6: Testigo (-).

Como se observa en el analisis estadistico (Cuadro 21), el T6 tiene diferencias
significativas con respecto a los otros tratamientos, en mayor medida con el T1; sin
embargo, los otros tratamientos no muestran diferencias significativas entre ellos

(Figura 54).

Cuadro 21. Analisis estadistico del porcentaje de germinacidn de la semilla de los
diferentes tratamientos evaluados.

Tratamientos Ismean SE Df lower.CL upper.CL Grupo
T6 3533 41312 18 -118457 125524 a
T3 217145 41312 18 95155 339135 b
T5 261243 41312 18 139253 383233 b
T2 318342 41312 18 196352 440333 b
T4 362512 41312 18 240521 484502 bc
T1 509423 41312 18 387432 631413 c

T1: Natucontrol-F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F.

circinatum, T5: Testigo (+), T6: Testigo (-).
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Figura 54. Medias y comparacion entre tratamientos con Trichoderma: T1: Natucontrol-
F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F. circinatum, T5:
Testigo (+), T6: Testigo (-).

Porcentajes de plantula enferma

La incidencia se evalué como la suma total de las plantas que presentaron los
sintomas y signos tipicos del complejo de Fusarium sp., y las plantas muertas,
ocasionadas por el mismo: constriccion del tallo, doblamiento de la planta, presencia
del hongo en la semilla cuando esta se encontraba en fase de cerillo y aciculas
secas (Figuras 60e-g; 61b-f).

Fungicidas

En cuanto a los resultados correspondientes a los porcentajes de plantula enferma
registrados para P. cembroides correspondientes a los distintos tratamientos con
fungicidas, se muestra el Cuadro 22, donde se realizé la transformacion del dato
“Porcentaje de poblacién enferma” a través de la aplicacién del arcsen VX, como lo
sugiere Castillo (2008).
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Cuadro 22. Porcentajes de plantula enferma de los siete tratamientos evaluados.

Tratamiento Flantas % de plantas \% plantas Arcoseno %
enfermas enfermas enfermas plantas enfermas
T1 22 8.8 0.28 1.288
T2 5 2 0.108 1.462
T3 0 0 0 157
T4 23 9.2 0.294 127
T5 6 24 0.116 1.452
T6 3 1.2 0.084 1.486
7 107 42.8 0.654 0.862

T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz (0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5:

Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni Fusarium.

Posterior a la transformacion de los datos del Porcentaje de poblacion enferma
estos se programaron en el Programa SAS, y asi poder realizar su correspondiente

analisis de varianza y prueba de medias Tukey (Figura 55).
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Figura 55. Analisis de varianza obtenido mediante el programa SAS 9.0
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El analisis de varianza nos refleja un valor de F calculada de 37.62 la cual es mayor
a la F tabulada de 2.45, rechazando con ello la hipotesis nula, asumiendo que no
todos los tratamientos tienen un efecto igual sobre el porcentaje de plantula
germinada de P. cemborides.

Posteriormente se realiz6 la prueba de medias de Tukey para conocer el efecto
medio de los distintos tratamientos sobre la incidencia de sintomas en las plantulas
de pino (Figura 56).
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T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g),
T3: Procloraz (0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5:
Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni
Fusarium.

Figura 56. Resultado de Prueba de medias de Tukey obtenido mediante el
programa SAS 9.0

Como se puede observar en la salida de Tukey, el tratamiento que mostré la menor
incidencia del patégeno fue el T3; mientras que el T7, presenté mayor incidencia de
planta enferma. De modo descendente, del mejor al peor tratamiento con respecto
al porcentaje de plantas enfermas es T3, T6, T2, T5, T1, T4y T7.
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En el Cuadro 23, se presentan los porcentajes de infeccidbn concentrados por
tratamiento, los cuales se pueden comparar con la salida de la prueba de Tukey
para confirmar lo dicho en el parrafo anterior y respaldar las conclusiones.

Para esta variable evaluada, fue necesario crear una escala cualitativa para la
calificacion del porcentaje de la poblacion enferma, la cual consistio en tomar el
porcentaje mas alto de incidencia de la infeccidn de entre todos los tratamientos y
asignarle el 100% de manera arbitraria, y a partir de este ponderar la infeccion de
los tratamientos restantes: 0 a 25-baja, 26 a 50-regular, 51 a 75-altay 76 a 100-muy
alta (Cuadro 23).

Cuadro 23. Escala cualitativa del porcentaje de infeccion por tratamiento.

Tratamiento Po.rcenta.j’e de Porcentaje Escala de .cal.ificacién
infeccion ponderado cualitativa
T 8.8 20.5 Baja
T2 2 4.6 Baja
T3 0 0 Baja
T4 9.2 214 Baja
T5 24 5.6 Baja
T6 (Testigo -) 1.2 2.8 Baja
T7 (Testigo +) 42.8 100 Muy alta

T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz (0.16 ml), T4: Propamocarb (0.3 ml), T5:
Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni Fusarium.

En la Figura 57, se representan los porcentajes de infeccion por tratamiento en los
31 dias de evaluacion. Se observo que fue en el T7 (Testigo +) en donde se presentd
la mayor cantidad de plantulas enfermas en comparacion con los diferentes
tratamientos. Siendo el T3 (Sportak: Procloraz) el tratamiento que al mes de
monitoreo no presentd individuos con sintomas visibles.
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Figura 57. Porcentaje de infeccion por tratamiento en Pinus cembroides con 31 dias

de evaluacidn. T1: Boscalid-Pyraclostrobin (0.16 g), T2: Captan (0.3 g), T3: Procloraz (0.16 ml), T4:
Propamocarb (0.3 ml), T5: Tiabendazol (0.4 g), T6: Fusarium, T7: Sin fungicida ni Fusarium.

Trichoderma spp.

En la semana 2 se tuvo mayor incidencia de Fusarium circinatum, posteriormente el
numero disminuyd, posiblemente porque las especies de Trichoderma empezaron
a actuar sobre el patdogeno y detuvo en gran medida la aparicion de sintomas
(Cuadro 24).

En la semana 4 el T1 (Trichoderma harzianum-Fusarium circinatum) mostré la
mayor incidencia, seguido del tratamiento 4 (PHC-Fusarium circinatum), como se
muestra en el Cuadro 25 y Figura 58.

Cuadro 24. Incidencia de Fusarium en plantula por semana.

Tratamiento/semana S1 S2 S3 S4
T1R1 1 28 11 4
T1R2 5 29 7 2
T1R3 2 34 9 1
T1R4 1 27 21 0
T2R1 1 20 10 4
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T2R2 3 19 12 6
T2R3 2 17 28 2
T2R4 1 22 13 2
T3R1 1 22 7 6
T3R2 4 17 6 3
T3R3 3 24 14 2
T3R4 2 25 12 2
T4R1 4 26 13 8
T4R2 1 31 6 4
T4R3 3 24 18 1
T4R4 5 20 11 3
T5R1 8 30 10 1
T5R2 2 23 15 2
T5R3 1 30 6 2
T5R4 3 20 9 2
T6R1 0 0 0 0
T6R2 0 0 0 1
T6R3 0 0 0 2
T6R4 0 0 0 0

T1: Natucontrol-F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F.
circinatum, T5: Testigo (+), T6: Testigo (-).

Cuadro 25. Incidencia acumulada de Fusarium en plantula por semana.

Tratamiento/semana S1 S2 S3 S4
T1 2 32 44 46
T2 2 22 38 42
T3 3 25 35 38
T4 3 28 40 44
T5 4 30 40 42
T6 0 0 0 1

T1: Natucontrol-F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F.
circinatum, T5: Testigo (+), T6: Testigo (-).
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Figura 58. Grafica de la incidencia acumulada de Fusarium en plantula por semana.

T1: Natucontrol-F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F.
circinatum, T5: Testigo (+), T6: Testigo (-).

En el Cuadro 26 se muestra el porcentaje de semilla germinada con respecto al total
colocada (84-100 %) y la incidencia, de igual manera en porcentaje con respecto al
total de semillas germinadas.

Cuadro 26. Porcentaje de incidencia con respecto al porcentaje de germinacion
promedio por tratamiento.

Experimento Germinacion total (%) Incidencia total (%)
T1 76 71
T2 66 73
T3 58 77
T4 69 75
T5 62 73
T6 13 76

T1: Natucontrol-F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F.
circinatum, T5: Testigo (+), T6: Testigo (-).

El unico tratamiento que muestra diferencias significativas en cuanto a la presencia
de sintomas y plantas muertas (incidencia) es el T6 (Testigo -). Los demas
tratamientos no muestran diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(Cuadro 27 y Figura 59).
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Cuadro 27. Analisis estadistico de la incidencia de Fusarium en plantula enferma
de los diferentes tratamientos evaluados.

Tratamientos Lsmean SE df lower.CL upper.CL Grupo
T6 3.1 99516 18 -293861 293867 a
T3 347623.3 99516 18 53759 641487 ab
T2 455055 99516 18 161191 748919 b
T5 475828.7 99516 18 181965 769693 b
T4 614518.7 99516 18 320655 908383 b
T1 642529.2 99516 18 348665 936393 b

T1: Natucontrol-F. circinatum, T2: T. erinaceum-F. circinatum, T3: T. asperellum-F. circinatum, T4: PHC-F.
circinatum, T5: Testigo (+), T6: Testigo (-).
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Tratamientos
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B3 12
B 13
BS 14
B3 15
B3 16

500000 -

250000 -

Incidencia (datos transformados)

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Tratamientos

Figura 59. Medias y comparacion entre tratamientos para la incidencia de Fusarium
en plantula.
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Figura 60. Efectividad biolégica de cinco fungicidas sobre Fusarium circinatum: a,
b) Establecimiento del experimento; ¢) Segunda aplicacion de fungicidas sobre
semilla inoculada con Fusarium; d) Etapa cabeza de cerillo de planta de Pinus
cembroides; e) Planta recién emergida y con sintomas de secadera; f) Semilla no
germinada y plantula con pudricion de raiz; g) Plantula con sintomas en follaje.
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Figura 61. Efectividad biolégica de cuatro cepas de Trichoderma sobre Fusarium
circinatum: a) Aplicacion de la suspension de esporas de Trichoderma spp.; b)
Ahorcamiento del tallo; ¢, d) Pudricion de radicula y follaje de plantula de Pinus
cembroides en etapa de cerillo; e, f) Plantula con sintomas en follaje.
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CONCLUSIONES
Fungicidas

El tratamiento con mayor porcentaje de germinacion fue el T3 Sportak (Procloraz)
con un valor de 46.8 %, el cual es significativamente diferente en media a los demas.
El segundo mejor tratamiento correspondié al T4 (Previcur N: Propamocarb), que
tuvo 45.2 % de germinacioén; luego T2 (Captan 50 WP), T7 (Testigo positivo) y T1
(Cabrio: Boscalid-Pyraclostrobin), los cuales no tuvieron diferencias significativas.

El testigo negativo (T6), fue como se espero, el tratamiento con menor cantidad de
semilla germinada (22.4 %). Cabe mencionar que este valor es muy cercano al que
arrojo la prueba de germinacion (20%) y coincide con la naturaleza del testigo ya
que no fue impregnado con el patégeno ni fungicida alguno. El TS (Tecto 60 PH:
Tiabendazol) fue el segundo mas bajo en el porcentaje de germinacion, con un valor
de 23.6 %, pero si fue el mas bajo de los fungicidas en cuanto al valor de la variable
respuesta.

En cuanto a la cantidad de planta enferma, el tratamiento con menor incidencia de
sintomas fue el T3 Sportak (Procloraz), coincidiendo con el mayor porcentaje de
germinacion; el segundo tratamiento con menor planta enferma es T6 (Testigo -),
ya que no fue impregnado con Fusarium; el T2, fue el tercer mejor tratamiento.

Los tratamientos 3, 6 y 2 ejercieron efectos similares en cuanto a la aparicion de
sintomas, asi como los tratamientos 5 y 1. Los tratamientos que presentaron mayor
presencia de sintomas fueron el 4 y 7 (Testigo +).

Trichoderma spp.

Las diferentes especies de Trichoderma utilizadas en este trabajo permitieron
obtener una buena germinacién. Sin embargo, como método para combatir
Damping off, no mostraron resultados eficientes en el analisis de datos, esto podria
ser debido al método de aplicacion que se utilizd: se sospecha que poner el
patogeno durante una hora y el hongo antagonista en el sustrato, puede causar mas
dafios mas rapido que lo que actuan los Trichoderma, ya que el patdogeno pudo
haber entrado por el hipocétilo o por grietas en la testa y haber dafiado el embridn.
Las semillas que no germinaron, pudo deberse a que eran semillas vanas o que
éstas no se encontraban viables.

Cuando la plantula presenté sintomas en etapa de cerillo posiblemente fue afectada
mientras la testa se caia y pasé directamente a las aciculas y estas se empezaron
a secar.
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Para el caso del testigo negativo en donde hubo baja germinacion pudo ser porque
cuando el sustrato se esterilizo, se guardd en bolsas plasticas y no hubo aireacion
posterior, por lo tanto, guardd calor y al momento de germinar posiblemente esto
les afecto.

Se recomienda probar otros métodos de aplicacion, como preventivos o
directamente a la semilla después de la inoculacién del patégeno para probar si en
verdad es ineficiente o no.
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